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1. UvVoD

1.1.  Soucasny stav asthma bronchiale

Asthma bronchiale patfi mezi onemocnéni postihujici vyznamnou cast
celosvétové populace. Je nejcastéjsi chronickou nemoci détského véku a predstavuje
nezanedbatelnou medicinskou, socidlni i ekonomickou zatéz pro nemocného, jeho
rodinu, ale i pro celou spolecnost, a to jak z hlediska absence v zaméstnani ¢i ve skole,
tak z hlediska primych naklada na 1é¢ebng-preventivni pé&i.t

V nékolika poslednich letech doSlo ke zméné definovani astmatu. Astma je
definovano jako chronicky zanét dychacich cest. V poslednich dvaceti péti letech doslo
k zasadnimu pokroku v poznani vyznamu zanétu u astmatu. Nyni je astma chapano jako
nemoc dlouhodobého charakteru probihajici i v dobé, kdy nejsou zjistitelné funkcni
zmény a pacient je bez obtizi. Jedna z poslednich definic pochazi z roku 2002:

Astma je chronickeé zanétlivé onemocnéni dychacich cest, kde hraji roli mnohé
burnky a bunécné piisobky. Chronicky zanét je spojen s priiduskovou hyperreaktivitou a
vede K opakujicim se epizodam piskotui, dusnosti, tize na hrudi a kasle, zvlasté v noci
nebo casné rano. Tyto epizody jsou obvykle spojeny s variabilni obstrukci, ktera je casto
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reverzibilni bud’ spontanné, nebo vlivem léchy.

Na vzniku astmatu se podili dédicné faktory spolu s negativnim vlivem
vnéjsiho prostiedi. Diive se astma s oblibou rozdélovalo podle etiologie na ,,extrinsic
astma®, tj. alergické astma a ,,intrinsic astma“, které se objevuje i bez pritkazu alergie.
Avsak pro terapii astmatu neni diilezité zda se jedna o astma alergické ¢i nealergické.!

Podle soucasného ndzoru se na rozvoji a vzniku astmatu podili zejména: zanét
dychacich cest, bronchidlni hyperreaktivita a obstrukce dychacich cest. Zanét, jeden
Z hlavnich faktorti odpovédnych za patologii a patofyziologii astmatu, je hlavnim cilem
preventivni 16¢by. Neju¢inngjsimi 1éky jsou inhalaéni kortikosteroidy.*

Klinicky se astma projevuje exacerbacemi (astmatickymi zachvaty) s pfiznaky
bronchialni obstrukce a piskanim na hrudi.! Existuji rtizné faktory, které podporuji
vznik exacerbaci. Zahrnuji podnéty, které provokuji pouze k bronchokonstrikci

(spoustéce), nealergické (fyzikalni) podnéty jako napt. studeny vzduch, mlha nebo



télesna namaha, a podnéty, které podporuji zanét (induktory), jako napf. expozice

alergentim, profesnim senzibilizujicim latkam, ozénu nebo infekci respiraénimi viry.’

Astma nedokazeme plné vylécit. Hlavnim cilem 1é¢by je astma pod dobrou
kontrolou, tzn. dosahnout a udrZet kontrolu pfiznakii onemocnéni, piedchazet
exacerbacim astmatu, udrzet funkci plic v norm¢, zajistit moznost provozovat bézné
aktivity vcetné¢ cviceni, zabranit nezddoucim ucinkiim farmakologické 1écby a
predchazet timrti na astma.’

Léky proti astmatu mohou byt podédvany riznymi zptsoby, zahrnujicimi cesty
inhalacni, perordlni a parenterdlni (subkutanni, intramuskuldrni, intraven6zni). Hlavni
vyhodou podani 1éku inhalacni cestou je, ze 1ék dosahuje vysokych ucinnych
koncentraci v dychacich cestaich a nezadouci systémové U¢inky nejsou témét zadné
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nebo pouze minimalni.

1.2. Soucasny stav terapie astmatu

Antiastmatika mizeme rozd¢lit do dvou skupin:

e rychle ucinna bronchodilatancia (zachranna, tlevova medikace) — jsou ur¢ena
K odstranéni akutnich obtizi, ale zanét neovliviuji, takze z dlouhodobého
hlediska nemaji vliv na priitb&h onemocnéni

e preventivni antiastmatika (udrZzovaci, dlouhodob4d medikace) — predstavuji
skupina zahrnuje inhalaéni kortikosteroidy (IKS), kromony, theofylliny
s prodlouzenym tuéinkem a antileukotrieny. Jsou sem zafazena i [,-mimetika
S dlouhodobym ucinkem (LABA), ktera by vSak neméla byt podavana bez
kombinace sIKS. Patii sem i peroralni kortikosteroidy, které by mély byt
pouzivany pouze minimalné a v ptipad¢, kdy neni jind volba. Mezi preventivni

1éky pat¥i i monoklonalni protilatka proti IgE, tj. omalizumab.*
1.2.1.  Preventivni antiastmatika

Preventivni antiastmatika se podavaji denné¢ a dlouhodobé¢. Patii sem latky

protizanétlivé a také bronchodilatancia s dlouhodobym t¢inkem (LABA).



1.2.1.1. Inhalaéni kortikosteroidy

V souCasnosti patii tato skupina 1€kt k nejucinnéjsim preventivnim
antiastmatikim.* Neptisobi bronchodilatacné a pouzivaji se zejména k dlouhodobé
terapii perzistujiciho astmatu. Zakladem ptsobeni kortikosteroidd je vazba na bunécéné
glukokortikoidni receptory, nésledny pfesun komplexu hormon-receptor do jadra a
vazba na represor (bilkovina blokujici DNA) a jeho odstranéni. Tim se spusti syntéza
MRNA a Vvribozomech se zacne tvofit enzymova bilkovina (ovlivnéni transkripce

cytokin). >

Cytokiny, buné¢né pusobky, jsou produkovany T-lymfocyty pii
senzitizaci pacienta. T lymfocyty rozpoznaji antigen a produkci cytokinti pak fidi
zanétlivou odpovéd’. Pii diferenciaci pomocnych (Th) lymfocytd u astmatu pievazuje
podtyp Th2, ktery zejména produkci cytokinu IL-4 stimuluje B lymfocyty k produkci
protilatek tfidy IgE. Vznikaji jesté dalsi interleukiny, které mimo jiné indukuji expresi
IgE-receptorti hlavné na mastocytech, eozinofilech a makrofagach. IgE se navaze na své
receptory na povrchu bunék a organismus je takto pfipraven na dals$i setkani
s alergenem. Nova expozice vyvold u organismu odpovéd’, kterda mize vyustit az
Vv astmaticky zachvat.?

Zakladni strukturou, od které jsou tyto latky odvozeny, je molekula pregnanu
(21C):

Nezbytna pro ucinek je tedy steroidni struktura, nasobna vazba v poloze 4,5,
dale karbonylova skupina v poloze 3, 17a-hydroxyskupina a 17B-postranni fetézec
s oxoskupinou v poloze 20. Zavedenim dalsi nasobné vazby do polohy 1,2 se podatilo
vyznamné zvysit aktivitu téchto latek (napf. prednison, prednisolon, beclometason,
budesonid aj.).*

Pouzivané latky: beclometason (1), budesonid (2), fluticasonpropionat,

flunisolid, triamcinolon acetonid.



Obr. 1. Inhala¢ni kortikosteroidy

1 beclometason 2 budesonid

1.2.1.2. Systémové kortikosteroidy

Kortikosteroidy se podéavaji perordlné nebo intravendézné bud’ pro zvladnuti
akutnich astmatickych stavi, které nereaguji na inhala¢ni p,-sympatomimetika, nebo na
uvod dlouhodobé 1é&by inhalaénimi kortikosteroidy.® P¥i dlouhodobém peroralnim,
event. i injekénim podévani kortikosteroidti hrozi riziko vzniku vaznych systémovych
nezadoucich uc¢inkd. Nejcastéji se pouziva methylprednison, dale pak prednison a

prednisolon.

1.2.1.3. Kromony

Mechanismus ptsobeni téchto latek neni zatim zcela objasnén. Je zfejmé, ze
kromony brzdi uvoliiovani histaminu a dalSich mediatort alergické reakce stabilizacnim
vlivem na membrany Zirnych bunék. Mezi zastupce této skupiny patii kromoglykat
sodny (3) a nedokromil (4), ktery vykazuje vyssi inhibi¢ni ptsobeni na Zirné buiiky.’
Obg tyto latky piisobi i na ostatni buiiky zan&tu (monocyty a eozinofily).! Spole¢nym
strukturnim rysem obou latek je pfitomnost nezbytného chromonového cyklu s kyselou

karboxylovou skupinou.?



Obr. 2. Kromony
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1.2.1.4. Methylxanthiny (theofylliny)
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Xantinové derivaty maji bronchodilata¢ni G¢inky a plsobi i protizanétlive.

Jejich mechanismus Uc¢inku neni zcela jasny. Je mozné, ze plsobi jako kompetitivni
antagonisté adenosinu (5) na jeho receptoru (na zdklad¢ podobnosti struktury adenosinu
a theofyllinu). Dal$im vysvétlenim by mohlo byt, ze xantiny inhibuji enzym
fosfodiesterazu (typ PDE IV) a tak zvysuji hladinu cAMP, ktery je diilezity pro relaxaci
hladkého svalu. Jako preventivni antiastmatika se pouZivaji xantiny v retardované

formé: theofyllin (6), aminofyllin a etofyllin.*

Obr. 3. Podobnost struktury adenosinu a theofyllinu
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1.2.1.5. Inhalaéni 3,-mimetika s dlouhodobym ti¢inkem (LABA)

B2-sympatomimetika ptisobi jako agonisté na [3,-receptorech a maji tak stejné,
resp. podobné ucinky jako endogenni katecholaminy norepinefrin (7) a epinefrin (8).
[o-receptory jsou prevazné v bronSich, nékterych cévach a déloze a maji vyssi afinitu
k epinefrinu nez k norepinefrinu. Pfes tyto receptory pasobi inhalacni B,-mimetika jako
bronchodilatancia v terapii astmatu, dale jako tokolytika pfi pfed¢asnych stazich délohy

a i v dalgich indikacich.*

Obr. 4. Endogenni katecholaminy

7 epinefrin 8 norepinefrin

Zakladni strukturou, od které jsou [;-mimetika odvozena, je B-fenylethylamin
(9). Nezbytny pro ucinek je alkoholicky hydroxyl na 3 uhliku fenylethylaminu, dale pak
fenolicka —OH skupina v poloze 3 a/nebo 4 benzenového jadra, event. mize byt —OH
skupina z polohy 4 na benzenovém jadie pfesunuta do polohy 5 za vzniku 3,5-
dihydroxyfenylderivatd (terbutalin, fenoterol). Fenolické skupiny v poloze 3,5 mohou
byt nahrazeny lipofilnimi substituenty (klenbuterol). Dale muze byt fenolicka skupina

v poloze 3 nahrazena hydroxymethylovou (salbutamol, salmeterol).®

Obr. 5. B-fenylethylamin

ONNHZ

9 B-fenylethylamin

Inhalacni  B,-mimetika s dlouhodobym  ucinkem (LABA) jsou

bronchodilatacni 1éky, jejichz Gi¢inek trva nejméné 12 hodin. Studiemi bylo prokazdno,
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Ze chronicky zanét dychacich cest u astmatu se lécbou LABA nezhorsuje, dokonce byl
prokazan pri dlouhodobé léché protizanétlivy ucinek. Zastupci této skupiny: formoterol
(10) a salmeterol (11).!

Obr. 6. Inhala¢ni B-mimetika s dlouhodobym t¢inkem (LABA)
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1.2.1.6. Peroralni B,-mimetika s dlouhodobym t¢inkem

Do této skupiny patii pomalu se uvoliujici 1ékové formy salbutamolu (12),
terbutalinu a bambuterolu (prolécivo), ktery se v téle méni na terbutalin. Mechanismus
ucinku téchto latek je stejny jako u inhalac¢nich forem. V soucasnosti vSak nejsou na
na$em trhu k dispozici. K prevenci bronchospasmu se podavaji prokaterol a klenbuterol
(13), coz jsou sice latky, které patii do skupiny fo-mimetik s kratkodobym ucinkem, ale
v retardované formé se podavaji po 12 hodinach a nejsou tedy urceny k 1écbé akutniho

bronchospasmu.t

Obr. 7. Peroralni B,-mimetika s dlouhodobym t¢inkem
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1.2.1.7. Antileukotrieny

Jednd se o novou tfidu antiastmatik, do které patii antagonisté receptoru pro
cysteinylové leukotrieny 1 (CysLT1) (montelukast, pranlukast, zafirlukast) a inhibitory
5-lipooxygenazy (zileuton). Mechanismus u¢inku: inhibitory 5-lipooxygenazy blokuji
syntézu vSech leukotrien. Antagonisté leukotrienového receptoru blokuji CysLTl1
receptor hladkych svalt dychacich cest a tim inhibuji G¢inky cysteinylovych leukotrienti
uvolnovanych z zirnych bunék a eozinofili. Vysledkem je pak maly bronchodilata¢ni
ucinek a redukce bronchokonstrikce indukované alergenem, ndmahou a oxidem

e . . s Nt g 12
sifi¢itym. Antileukotrieny maji i urc¢ité protizanétlivé ucinky.

1.2.1.8. Antihistaminika Il. generace

Mechanismus piisobeni této skupiny latek na astma neni dosud plné objasnén,
ale je ovéfeno, Ze maji nekteré inhibi€ni UC€inky na alergickou odpovéd’.l’2 Hi
antihistaminika selektivné blokuji G€inky histaminu na Hi-receptorech a zabranuji tak
histaminové vasodilataci, edémim, poklesu krevniho tlaku a spastickym ucinkiim
histaminu na travici ustroji a bronchy. Z chemického hlediska se jedna o terciarni

aminy. Spole¢ny strukturni zaklad Ize vyjadfit vzorcem:

Ry R3
N /
X—CHyCHyN_

Ro Rs

Substituenty R; a R, jsou nejcastéji fenyly nebo aromatické heterocyklické zbytky jako
pyridin-2-yl, pyrimidin-2-yl a dalsi, které na X mohou byt vazany pitimo nebo
prostiednictvim methylenové skupiny. Substituenty R; @ R, mohou byt spolecné s X
zapojeny do tricyklického systému. Obecné rozliSujeme Hj antihistaminika na tii

zakladni typy. Je-li X tvofeno dusikem, jedna se o ethylendiaminy, pokud je X kyslik,
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jde o aminoethylethery a v piipadé, ze X je uhlik, se jedna o propylaminy. Substituenty

Rs jsou v&tsinou methyly.”

V terapii astmatu se pouzivaji tyto latky: akrivastatin, astemizol, azelastin,
cetirizin, ebastin, fexofenadin, ketotifen, loratidin, mizolastin a terfenedin, mezi
nejnove&jsi preparaty pak patii desloratidin a levocetirizin s minimalnimi nezadoucimi

e ORI r . [ 1
ucinky (témét zadné sedativni ucinky).

1.2.1.9. Latky Setfici potiebu systémovych kortikosteroidia

Do této skupiny latek patii imunomodulancia a nékteré makrolidy.
Terapeutické¢ rezimy ke snizeni davky perordlnich kortikosteroidi potfebné pro
nemocné s tézkym astmatem zahrnuji takové léky jako napt. troleandromycin,
methotrexat, cyklosporin a zlato. Maji sice potencialni kortikosteroidy Setfici t€inek, ale
kromé toho maji tyto 1éky i velmi zavazné vedlejsi Gcinky (bolesti bficha, nauzea a

zvraceni, hepatitida, hematologické, teratogenni a plicni G&inky).!

1.2.1.10. Specificka alergenova imunoterapie (SIT)

Specificka imunoterapie (SIT) vyuZivajici alergenové extrakty je pouZivana
v mnoha zemich k 1écb¢ alergickych onemocnéni vcetné astmatu. Nejvétsiho tspéchu
V této 16b& bylo docileno v terapii alergické rymy.? Co se ty&e mechanismu G&inku u

SIT, nebyl prozatim plné objasnén.*

1.2.1.11. Rekombinantni monoklonalni protilatka proti imunoglobulinu E

Omalizumab je anti-IgE protilatka, ktera se podava subkutanné. Indikaci je
alergické, tj. t€Zké astma mediované IgE, které neni dobfe kontrolované odpovidajici
1é¢bou (tzn. vysokou davkou IKS a LABA) nebo astma kortikodependentni, tj. takové
astma, které je léCeno dlouhodobé peroralnimi kortikosteroidy. Vyhodou 1é¢by
omalizumabem je neexistence nezadoucich G¢inkt, nevyhodou je vSak piili§ vysoka

cena 1écby.!
1.2.2. Rychle u¢inna ulevova antiastmatika

Mezi 1éky rychle uvolnujici bronchokonstrikci patfi inhala¢ni B,-mimetika
S rychlym néstupem ucinku, systémové kortikosteroidy, inhalacni anticholinergika,

theofylliny s kratkodobym ucinkem a peroralni B,-mimetika s kratkodobym ucinkem.
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1.2.2.1. Inhalaéni 3,-mimetika s rychlym nastupem uc¢inku (SABA)

Patfi sem latky srychlym nastupem ucinku, tj. do 3 minut po aplikaci:
salbutamol (12), terbutalin a fenoterol. Mechanismus G¢inku maji stejny jako ostatni 3,-
mimetika. Inhala¢ni B,-mimetika s rychlym nastupem ucinku jsou léky prvé volby pro
lecbu akutni exacerbace astmatu a jsou pouzitelna také jako preventivni lécba pred

namahou indukovanym astmatem.*?

1.2.2.2. Inhalaéni anticholinergika s kratkodobym uc¢inkem

Patfi sem: ipratropium bromid (14), ktery blokuje ucinek acetylcholinu
uvoliovaného z cholinergnich nervii v dychacich cestach.! Pasobi neselektivng na
vSechny typy muskarinovych receptorti. Zakladem ucinku je blokdda Mj receptoru
Vv hladkém svalu dychacich cest, kterd navozuje relaxaci.?

Mezi anticholinergika patii latky, které obsahuji ve své molekule urcité
strukturni analogie s acetylcholinem (15), diky nimz vyvolavaji reverzibilni
kompetitivni blokddu ucinkl acetylcholinu na muskarinovych receptorech. Pii interakci
s receptorem dojde nejprve k navazani kationtové skupiny acetylcholinu na aniontové
misto receptoru, které je v ptipadé M-receptoru tvoieno aniontem asparagové kyseliny.
Na stabilizaci vzniklého iontového paru se podileji aromatické aminokyseliny
obklopujici asparagovou kyselinu. Potom dochézi k vytvoteni vodikového muistku mezi
jednim z kyslikli esterové skupiny acetylcholinu a hydroxylovou skupinou receptoru.
Pro interakci je vyhodné, aby ,.etherovy* kyslik esterové skupiny byl ve vzdalenosti asi

0,5 nm a karbonylovy kyslik 0,7 nm od kationtové skupiny.4

Obr. 8. Strukturni podobnost acetylcholinu a ipratropium bromidu
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1.2.2.3. Systémové kortikosteroidy

Systémové kortikosteroidy se podavaji jako ulevova antiastmatika peroralné
nebo parenteralné. Jsou dilezité v 1éCb¢ akutni exacerbace astmatu, protoze ptsobi
preventivné proti zhorSovani exacerbace, snizuji potfebu urgentni ndvstévy ambulanci a

hospitalizace. Podavaji se prednison, prednisolon a methylprednisolon.

1.2.2.4. Methylxanthiny (theofylliny)

Jako rychle Uuc¢innd dulevova antiastmatika se podavaji theofylliny
s kratkodobym ucinkem peroraln€ nebo parenteralné. Jejich bronchodilata¢ni ucinek je
obecné slabsi ve srovnani s inhaladnimi By -mimetiky.? Mechanismus jejich

bronchodilata¢niho u¢inku viz vyse. Jejich uzivani a vyznam vSak klesa.

1.2.2.5. Peroralni B,-mimetika s kratkodobym nastupem uéinku

Jsou pouzivany pouze u malého poctu pacientd, kteti nejsou schopni pouzivat

inhalagni formy 1éki. PouZivaji se: prokaterol, salbutamol, klenbuterol a terbutalin.*

1.3. Biologické ucinky alkaloidi obsaZzenych v Adhatoda vasica

Adhatoda vasica (L.) Nees. (Acanthaceae), synonyma Adhatoda zeylanica
Medic. nebo Justica adhatoda L., je rostlina pochazejici zIndie. Pouziva se

V qjurvédské medicin€ vice nez 2000 let. V lidové mediciné se tato rostlina pouZiva
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K tlumeni projevii nemoci respiraéniho systému jako je kaSel, astma, bronchitida,
laryngitida a sinusitida, kde se wuplathuje jeji expektoracni, sekretolyticky,
bronchodilataéni a spasmolyticky uéinek.” Kromé& téchto uginkéi byly studovany
Vv poslednich 25 letech jesté dalsi ucinky, a to oxytocinovy a abortivni. Ve vysokych
davkach muze vyvolat prijem a zvraceni.® Hlavni obsahovou latkou v A. vasica je
hoiky chinazolinovy alkaloid (-)-vasicin >° (16), ktery je obsaZen v listech, kofenech a
kvétech. Obsah vasicinu se pohybuje v rozmezi 0.541 — 1.105 %.® Kroms (-)-vasicinu
obsahuje A. vasica jesté fadu dalsich alkaloidd, a to (+)-vasicinol ® (17), (-)-vasicinon °

5 6 5,6 5,6

(18), (+)-vasicinon °, vasicinolon >° (19), adhatonin °, adhavasinon °®, anisotin >®,

peganin >°, 5-methylvasicin °, 3-deoxyvasicinon >, vasicol °, vasicolinon ° a vasnetin °.

Obr. 9. Hlavni obsahové latky A.vasica

o]
R
16 (-)-vasicin R=H 18 (-)-vasicinon R=H
17 (+)-vasicinol R=OH 19 vasicinolon R=0OH

Experimentalni studie s vasicinem ukazaly relaxa¢ni aktivitu na hladkych
svalech na izolovanych trachedch morcat. Po perordlnim nebo inhalaénim podani
moréatim vykazuje vasicin antialergické G&inky.® Byly pozorovany i wg&inky
hypoglykemické po peroralnim podani ethanolického extraktu z listi A. vasica.®

Po perordlnim podani podléhd vasicin first pass efektu v jatrech a je
metabolizovan na vasicinon (18) a dalsi metabolity.®

Na zakladé vyse zminénych fakt (velké mnozstvi farmakologickych tcinku:
expektoracni, bronchodilatacni, sekretolyticky, spasmolyticky a antialergicky) lze
predpokladat, ze nékteré latky obsazené v A. vasica budou moci byt pouzity jako

modelové struktury pro vyvoj novych 1é€iv.
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1.4.  Biologicka aktivita latek strukturné odvozenych od alkaloidi

A. vasica

1.4.1.  Chinazolin-4-on

Vasicinon (18) a vasicin (16), alkaloidy obsazené v A. vasica, vykazuji
bronchodilata¢ni aktivitu.® Tato jejich vlastnost byla inspiraci pro nalezeni zakladni
struktury, které by bylo mozné tuto vlastnost ptipsat, a ktera by se tak stala podkladem
pro syntézu dalSich jednoduchych derivati. Touto strukturou se stal chinazolin-4-on

(20). Vasicinon, vasicin a chinazolin-4-on byly podrobeny testovani in vivo a in vitro.

Obr. 10 Vasicinon, vasicin a chinazolin-4-on

o)
o)
NH
= =
N N
OH OH N)
16 (-)-vasicin 18 (-)-vasicinon 20 chinazolin-4-on

Pfi testech in vitro na izolovanych tracheach morcat ! se ukazalo, Ze
vasicinon a chinazolin-4-on maji bronchodilata¢ni aktivitu (100 pg/ml), pfi dvojnasobné
davce nez aktivita adrenalinu (50 pg/ml), zatimco vasicin zpusobil pouze nepatrnou
relaxaci pii koncentraci 10 pg/ml, ale pii vysSich koncentracich pusobil
bronchokonstrikéng. '

Testy in vivo na zivych morcatech prokazaly u vasicinu antihistaminovou
aktivitu. Bylo prokazano, ze 38 pg vasicinu je tieba na redukci bronchospasmu
vyvolané¢ho podanim 2 pg histaminu. Vasicin byl podan intraven6zné 30 sekund pied
podanim histaminu, jeho bronchodilata¢ni Uc¢inek se dostavil do 5 minut po podani
histaminu. Pokud byl vasicin podan 4 - 6 minut pfed podanim histaminu, neobjevila se
zadna antagonisticka aktivita vi¢i histaminu. Vasicinon a chinazolin-4-on nevykazovaly
v tomto testu téméef zZadnou bronchodilatacni aktivitu a pfi vysSich davkach (nad 100
ug) byla pozorovéana aktivita bronchokonstrikéni. Ackoliv je bronchodilata¢ni uc¢inek
vasicinu velmi specificky, je pomérné slaby a trva pouze kratkou dobu. To svéd¢i o jeho

rychlém odstranéni nebo metabolizaci v organismu.™
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1.4.2. RLX

Dalsi latkou pusobici bronchodilata¢né je RLX (21) (6,7,8,9,10,12-
hexahydroazepino[2,1-b]chinazolin-12-on), ktery byl ziskan chemickou modifikaci
molekuly vasicinu, 5-¢lenny cyklus pyrrolidinu je zde nahrazen 7-¢lennym cyklem
azepanu. Byl sledovan vliv RLX (po p.o. podadni) na degranulaci zirnych bunék,
uvoliiovani histaminu a prostaglandinu E (PGE), uptake 45Ca a aktivitu cAMP
dependentni fosfodiesterazy (PDE) a lipooxygenazy. Jako material byly pouzity
peritonealni 7irné buiiky a zhomogenizovana plicni tkan. Uginek byl pozorovan na
modelu uméle navozeného astmatu u potkanti. RLX v davce 10 a 20 mg/kg inhiboval
degranulaci zirnych bunék a uvoliovani histaminu, zvySoval odplavovani PGE z plic a
inhiboval uptake 45Ca Vv peritonealnich zirnych buiikach. Dale byl zaznamenan pokles
aktivity PDE a lipooxygendzy v plicich.?

Tyto vysledky ukazuji, ze latka RLX by mohla byt u¢innd stejné jako
kromoglykat sodny a aminofyllin (viz oddil 1.2.1.) s u¢innosti po peroralnim podani a

dlouhou dobou pﬁsobeni.12

Obr. 11 Synteticka latka RLX

O

O

H
21

1.4.3. Sloucenina 73/602

Sloucenina 73/602 (22) (7-methoxyvasicinon; 2,3-dihydro-7-
methoxypyrrolo[2,1-b]chinazolin-9(1H)-on) je strukturnim analogem vasicinonu a byla
u ni nalezena potencialni antialergickd aktivita na mysich, potkanech a morcatech.
Antialergicka aktivita byla studovéana jako antagonistické plisobeni proti kozni alergické
reakci u mysi a potkanti. Vysledky ukazuji, ze latka 73/602 ucinn¢ inhibuje antigenem
zprostiedkovanou alergickou kozni reakci o 77 — 92 % po peroralnim podani davky 0.5

— 1.0 mg/kg. Uvolovani histaminu indukované antigenem bylo také vyznamné
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redukovano, a to o 62 — 100 %. Jako sloucenina pro kontrolu vysledkd byl pouzit

kromoglykat sodny. Latka 73/602 je nové antialergické slougenina ve vyvoji."

Obr. 12 Nova antialergicka slou¢enina 73/602

0]

1O

N
22

H3CO
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2. CiL PRACE

Cilem mé prace byla modifikace syntézy vasicinonu (schéma 1) s pouzitim co
nejmensiho poctu reakénich krokl a provedeni zdkladnich farmakologickych testl s

danou latkou.
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3. VYSLEDKY S KOMENTAREM

3.1. Navrh syntézy vasicinonu

Pfi zkoumani moznosti totalni syntézy (-)-vasicinonu (18) jsme vychazeli z
publikovanych syntéz. NejkradSi byla posledni syntéza publikovana v roce 2001
Argadem a Mhaskem.” Tento postup vychazi z anthranilamidu, ktery je ve &tyfech
krocich pieveden na vasicinon (schéma 2). Reakci anthranilamidu s (S)-
acetoxysukcinanhydridem vznik4 kyselina A. Konverzi této kyseliny na methylester B a
naslednou redukci esterové funkce vznika primarni alkohol C. Tato latka pak podléha
spontanni cyklizaci na chinazolinovy derivat D a zbyly kruh je pak uzavien reakci
s diethylazodikarboxylatem v pifitomnosti trifenylfosfinu za vzniku vasicinonu.

Pii pokusu o rekonstrukci tohoto postupu jsme se setkali s nékolika problémy
zpusobenymi relativné kyselym vodikem amidové skupiny kyseliny A a pouzitim
tetrahydridohlinitanu lithného jako redukéniho c¢inidla. Pfi methylaci karboxylové
kyseliny A pomoci diazomethanu, za podminek uvedenych ve zminéné syntéze 7, doslo
k sou¢asné methylaci karboxylové funkce i anodického dusiku (schéma 1). I kdyz se
pozdé&ji podarilo ptfipravit ester B, pfi jeho redukci pomoci LAH jsme doséahli pouze 15
% vytézku.”® Na zékladé t&chto vysledki jsme se rozhodli pro modifikaci syntézy.
Z literatury™ je znamo, ze specifickym redukénim &inidlem pro karboxylové funkce je
redukéni ¢inidlo boranového typu, které selektivné redukuje karboxylovou skupinu na

primarni alkohol i v p¥itomnosti fady dalgich funkénich skupin.®

Schéma 1
O /
COgHz OH o
CHyNy N :: :ng‘ij/OCHg
N

N
H
/ COCH;g |
CH; OCOCH;

\

Quuinn
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Schéma 2 Syntéza (-)vasicinonu podle Argade a Mhaske’

o O

‘OCOCH; COCH,

Qmunm

anthranilamid (S)-acetoxysukcinanhydrid A

CONH, OH o
(@] CONH2 OCH
iii o 3
-

Iz

H
B © _ OCOCH,
C B
Q o)
OH _
_—
=
>
o NTE
OH C
D 18 (-)-vasicinon

(i) Et,0/CgHe/1,4-dioxan (2:2:1), laboratorni teplota, 2h
(if) CH:N,, Et,0, laboratorni teplota, 1h

(iii) LAH, THF, 90 min

(iv) DEAD, PPhs, THF, laboratorni teplota, 1h
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3.2. Vysledky s komentarem

3.2.1.  Priprava (S)-acetoxysukcinanhydridu

Jako vychozi latku jsme pouzili kyselinu (S)-jable¢nou (23), kterou jsme
pfevedli na (S)-acetoxysukcinanhydrid (24) né&kolikahodinovym  varem s
acetylchloridem (schéma 3)’. Vznikly produkt (24) jsme pak pouzili do dalsi reakce bez
Cisténi. Podstatou této reakce je nukleofilni substituce a cyklizace za vzniku anhydridu.
Identita (S)-acetoxysukcinanhydridu se v *H NMR spektru projevila vyskytem dubletu
dubletl s chemickym posunem 3.04 ppm a 3.40 ppm, pfitomnost acetoxyskupiny jako
singlet pfi 2.20 ppm. Podafilo se nam dosahnout vytézku 88 % (Argade a Mhaske’

dosahli témér kvantitativni reakce - 98 %).

O
0
HO CH3COCI _
HO 140 °C Q
//OH /,/////
‘OCOCHg
(e}
23 24
Schéma 3

3.2.2.  Priprava kyseliny (3S)-acetoxy-4-(2-karbamoylfenylamino)-4-

oxobutanové

Pripraveny (S)-acetoxysukcinanhydrid (24) jsme ptevedli na kyselinu 26
reakci s anthranilamidem (25) v dioxanu jako rozpoustédle. Podstatou této reakce je
jednoduchd nukleofilni adice dusikaté baze na anhydrid kyseliny za vzniku amidu
(schéma 4)’. Surovy produkt (26) jsme piedistili sloupcovou chromatografii a ziskali
jsme tak vytézek 69 % (literatura7 uvadi 98 %). Piitomnost benzenového jadra se v H

NMR spektru projevila vyskytem signalti s chemickym posunem 7.16, 7.49, 7.76 a 8.51
ppm.
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“OCOCH; H

Qi

COCHz
25 24 26
Schéma 4

3.2.3. Redukce

V dal$im reak¢nim kroku jsme testovali prubéh redukce kyseliny 26 na (2S)-
(2,4-dihydroxybutyramido)benzamid. Reakci jsme provadéli v inertni atmosféie (Ar) a
za stalého chlazeni na 0 °C. Roztok kyseliny 26 v THF jsme pfi této teploté postupné
prikapavali k roztoku redukéniho ¢inidla (BH3.MeS) (schéma 5), a po ptidani veskeré
vychozi latky jsme reakci nechali probihat dalsi 2 hodiny. Vznikly produkt jsme
charakterizovali pomoci *H NMR a bez pre¢isténi pouzili do dalsi reakce. PH pouZiti
malych mnozstvi (desitky mg) byla vychozi kyselina kvantitativné pfevedena na
pozadovany alkohol 27. Ve vétsim mnozstvi (1.30 g) byl vytézek této reakce 55 %.
Pfitomnost methylenové skupiny s primarni —OH skupinou se ve spektru projevila
tripletem s chemickym posunem 3.70 ppm. Druhd methylenova skupina se ve spektru
projevila jako multiplet s chemickym posunem 1.55 — 1.65 ppm a methinovy vodik
skupiny CH-OH jako multiplet pfi 4.15 — 4.25 ppm. Timto postupem se nam podafiilo

zkratit syntézu navrzenou Argadem a Mhaskem’ o jeden krok.

CONH, ©

NS 0°C N

H H
OCOCH; OH

26 27

Schéma 5

3.2.4. Dehydratace a cyklizace

Primarni alkohol 27 byl podroben cyklizaci na (S)-hydroxypegamin (28)

V bazickém prostfedi (schéma 6). Podstatou této reakce je deprotonizace amidu
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karboxylové kyseliny piisobenim baze (NaOH) a vznik aniontu. Nasleduje nukleofilni

adice tohoto aniontu na karbonylovou skupinu, uzavieni cyklu, dehydratace a izomerace

na

(S)-hydroxypegamin

2-[(1S),3-dihydroxypropyl]-3,4-dihydrochinazolin-4-on

(schéma 7). Vznikly produkt 28 jsme vycistili sloupcovou chromatografii a ziskali

Gistou latku ve vytezku 63 % (literatura’ uvadi 92 %). Identitu (S)-hydroxypegaminu

jsme ovéfili pomoci 'H NMR spektra a latku pouzili do nasledujici reakce.

L

(@]
CONH, OH
j\)/ 5% NaOH,EtOH
NI 120 °C
H
OH
27 28
Schéma 6
_ . _
CONH;, OH NH -
(rry —— >
NN uﬂ(
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@f}\/r‘k)/o'* [ I "NH
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©f‘\ OH
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I
N
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Schéma 7

25

=2
-
T

Qi
T

o
I



3.25. Intramolekularni cyklizace

V poslednim kroku syntézy dochazi k cyklizaci (S)-hydroxypegaminu (28) na
(-)-vasicinon (18) stejné jako v postupu dle Argada a Mhaska’. Podstatou reakce je
intramolekularni cyklizace dle Mitsunobu (schéma 8)’. Jedna se o variantu nukleofilni
substituce, kdy primarni hydroxyskupina je aktivovana pomoci DEAD a PPhs, nasledné
dochazi k jejimu odstépeni a uzavieni cyklu. Vytézek této reakce byl pouze 45 %
(literatura’ uvadi 90 %). Identitu ziskany produktu jsme ov&fili pomoci *H NMR, *C

NMR a IR spekter. NMR a dalsi spektra byla ve shod¢ s jiz publikovanymi tdaji.

Q o)
OH
M DEAD, PPh; N
OH OH
28 18
Schéma 8

3.2.6.  Pokus o pripravu (S)-acetoxypegaminu a (S)-acetoxyvasicinonu

Na zaklad¢é nizkého vytézku pifi intramolekularni cyklizaci s DEAD-PPh;
jsme se pokusili o cyklizaci alkoholu 27 pomoci uhli¢itanu draselného (je slabsi bazi
nez NaOH) vbezvodém prostiedi acetonitrilu (schéma 9). Na zikladé TLC
chromatografie jsme zjistili, ze doslo ke vzniku jediného produktu. Po vycisténi tohoto
produktu sloupcovou chromatografii a charakterizaci pomoci *H NMR spektra jsme
zjistili, ze nejde o jeden produkt, ale o smés dvou latek, a to (S)-hydroxypegaminu (28)
a (S)-acetoxypegaminu (29). Pfitomnost acetoxyskupiny se v tomto spektru projevila
jako singlet s chemickym posunem 2.15 ppm. Domnivame se tedy, Ze acetoxyskupina je

zna¢né labilni a dochazi k jeji hydrolyze pfi Cisténi (S)-acetoxypegaminu na silikagelu.
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Schéma 9

COCHs

Sm¢és obou latek (hydroxypegaminu a acetoxypegaminu) jsme pak pouzili pfi
pokusu o pripravu (S)-acetoxyvasicinonu, ve snaze ziskat vyS§i vytézek pii
intramolekularni cyklizaci. Smés obou latek jsme podrobili cyklizaci dle Mitsunobu
v ptitomnosti DEAD a PPhs (schéma 10). Vznikly produkt jsme charakterizovali
pomoci "H NMR spektroskopie a zjistili jsme, Ze se nejedna o (S)-acetoxyvasicinon, ale
0 (-)-vasicinon (18). Toto zjisténi nas dale utvrdilo o zna¢né nestabilité acetoxyskupiny
za uvedenych podminek. Vytézek (-)-vasicinonu (18) se nam timto zptisobem zvysit

nepodafilo.

O
©)
I
O

zZ
t
T

Qi
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o™
I

DEAD, PPhs D
(A) - A~

28 R=H 18
29 R=COCH;
Schéma 10

3.2.7.  Pokus o spontanni cyklizaci

Ze struktury kyseliny 26 plyne, Ze je v principu mozné pievézt tuto latku na
tricyklicky produkt 32 dvojnasobnou dehydrataci v jednom kroku. Pokusili jsme se
proto dosdhnout této trasformace varem S molekulovymi sity (schéma 11).
Predpokladali jsme, ze dojde k dehydrataci kyseliny za vzniku meziproduktu 30, ktery
izomeraci ptejde na druhy meziprodukt 31. Ten by podlehl dalsi dehydrataci a doslo by
k uzavieni tfetiho cyklu za vzniku produktu 32 2,3-dihydro-(3S)-acetoxy-1H,9H-
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pyrrolo[2,1-b]chinazolin-1,9-dion. Na zakladé TLC chromatografie jsme zjistili, Ze
v reakéni smési doslo k vymizeni vychozi latky, a proto jsme provedli 'H NMR

analyzu, na zéklad¢ které jsme zjistili, Ze se jedna o zcela neidentifikovatelnou reakéni

smes.
0
o HO. o}
CONH, N
r N H
H™ N\ Hoo
OCOCH;z 2 L _
26 30
0
0 o)
HO o
N U
=~ { N N
N H,0
OCOCH; OCOCH;z
32 31
Schéma 11

3.3.  Predbézné farmakologické testy

Synteticky ptipravena latka 18 byla podrobena ptedbéznym farmakologickym
testim na katedie farmakologie a toxikologie. Byla provedena pilotni studie, ve které
byly zkoumany ucinky vasicinonu na modelu alergického astmatu (ovalbuminem
aktivné senzitizovani potkani kmene Wistar, samci, 260 — 320 g) za 24 hodin po
senzitizaci antigenem. Byla stanovena reaktivita dychacich cest na i.v. podany
bronchokonstriktor (5-HT, 5 — 50 pugkg') a provedena analyza bundk
v bronchoalveolarni lavazi (BALF). Vasicinon (50 mg.kg ™) nebo vehikulum (kontrolni

skupina) byly podavany Zzalude¢ni sondou 1 hodinu pifed senzitizaci antigenem a za 23
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hodin po senzitizaci. Navozeni experimentdlniho astmatu bylo ovéfeno
histopatologickou analyzou plic. Vasicinon v tomto modelu astmatu:

e snizil reaktivitu dychacich cest na serotonin (obr. 13)

e snizil signifikantné infiltraci bun€k do plic (obr. 14)

e snizil podil bunék zanétu (neutrofili a eozinofili) v bronchoalveolarni

lavazi (obr. 15).2

Obr. 13 Reaktivita dychacich cest

Rezistence (%

%
500,00

400,00

300,00

200,00

100,00

5-HT (ug/Kg)

—&— kontrola nesensibilizovani na OA (negatiwni)
—B— kontrola sensibilizovana na OA (pozitivni)

= =a= = skupina sensibilizovana na OA, vasicinon 50 mg/kg 1 hod pfed OA a za 23 hod
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Obr. 14 Pocet bun¢k zanétu (celkem)

X 10+6 Pocet bunék/ ml (x 10+6)

1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

0,4

0,3

0,2 4

0,1

0,0

DOkontrola nesensibilizovana na OA (negativni)
M kontrola sensibilizovana na OA (pozitivni)
B skupina sensibilizovana na OA, vasicinon 50 mg/kg 1 hod pfed OA a za 23 hod

30



Obr. 15 Pocet bunék v bronchoalveolarni lavazi

Bunky v BALF (x 10+6 /mL)
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3
0,2 -
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0,0
neutrofily eosinofily makrofagy lymfocyty
DOkontrola nesensibilizovana na OA (negativni)
@ kontrola sensibilizovana na OA (pozitivni)
B skupina sensibilizovana na OA, vasicinon 50 mg/kg 1 hod pfed OA a za 23 hod
celulas (BALF) %
120,00 -
100,00 1
80,00 -
60,00 1
40,00 1
20,00 -
0,00 -
neutrofily eosinofily makrofagy lymfocyty
Okontrola nesensibilizovana na OA (negativni)
B kontrola sensibilizovana na OA (pozitivni)
B skupina sensibilizovana na OA, vasicinon 50 mg/kg 1 hod pfed OA a za 23 hod
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité experimentalni postupy

Pro syntézu byly zakoupeny vychozi latky od firmy Sigma-Aldrich, a to
kyselina (S)-jable¢na a anthranilamid.

Teploty tani viech latek byly méfeny na Koflerové bloku. Méfeni IC
spekter bylo provedeno na pfistroji NIKOLET IMPACT 400, u pevnych latek
v tabletach 400 mg KBr s 0.7 mg vzorku, u olejovitych latek v 0.25 ml CDCl;
nebo CHCI3 s 15 mg vzorku. NMR spektra vSech latek byla méfena v roztoku
CDClj3 pfi laboratorni teploté na pfistroji VARIAN MERCURY - Vx BB 300
pracujicim pti 300 MHz pro *H a pii 75 MHz pro **C. Chemické posuny byly
zméfeny jako hodnoty o v parts per milion (ppm) a byly nepfimo vztazeny
K tetramethylsilanu  (TMS) jako standardu pomoci zbytkového signalu
rozpoustadla (7.26 pro *H a 77.00 pro 13C). Data jsou prezentovana v nasledujicim
potadi: chemicky posun (§), integrovand intenzita (v protonovych spektrech),
multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, q: kvartet, qd: kvartet dubletti, bd:
Siroky dublet, dd: dublet dubletd, m: multiplet), interak¢éni konstanty (Hz) a
pfifazeni (v n¢kterych ptipadech).

Konecné produkty syntéz byly cCiStény sloupcovou chromatografii na
Silicagelu 60 (Merck).

Pribéh reakce a Cistota vyslednych produktl byla kontrolovana pomoci
tenkovrstvé chromatografie na Silufolu UV 254 (Kavalier) s detekci pod UV
lampou a na aluminiovych TLC deskach Silica gel 60 Fys4 (Merck) s pomoci
detekéniho ¢inidla Ce(SO4)2.4H20 (2 g), Ha[P(M03O010)4] (4 g), konc. H,SO4 (10
ml), H,0 (200 ml) a zahtati.
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4.2.  Vlastni experimentalni ¢ast

4.2.1.  2(S)-acetoxysukcinanhydrid

0
o)
o cHicocl
HO 140°C Q
"OH
'0OCOCH,
o)
23 24

Pracovni postup:

Ke kyseling (S)-jablecné (23) (3.50 g, 26.1 mmol) jsem piidala
acetylchlorid (15 ml). Vzniklou reak¢éni smés jsem zahtala na 40 °C a pii této
teploté a za stalého michdni nechala reagovat 2 hodiny. Poté, co TLC analyza
ukazala ptechod vychozi latky na (S)-acetoxysukcinanhydrid (24), jsem reakéni
smés zpracovala a vznikly produkt jsem pouzila do dalsi reakce bez ¢isténi.
Vytézek: 3.70 g (88 %), bila krystalické latka, t.t. 55.0 °C; *H NMR (CDCls, 300
MHz) 6 2.20 (3H, s, -CHj3), 3.04 (1H, dd, J;=18 Hz, J,=8 Hz), 3.40 (1H, dd, J;=20
Hz, J,=8 Hz), 5.55 (1H, dd, J;=8 Hz, J,=6 Hz).

4.2.2.  3(S)-acetoxy-4-(2-karbamoylfenylamino)-4-oxobutanova kyselina

O
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Pracovni postup:

Roztok anthranilamidu (25) (2.58 g, 18.9 mmol) ve smési rozpoustédel
benzenu (19 ml) a 1,4-dioxanu (9.5 ml) (2:1) jsem pomalu pfidavala k roztoku
anhydridu kyseliny jable¢né (24) (3.00 g, 18.9 mmol) v diethyletheru (19 ml).
Vzniklou reakéni smés jsem za stalého michéni nechala probihat za laboratorni

teploty 2 hodiny. Po ukonceni reakce jsem reakéni smés zpracovala a vznikly
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produkt (26) jsem piecistila sloupcovou chromatografii na silikagelu (PE:EtOAc
1:1 az 3:7).

Vytezek: 3.85 g (69 %), hnéda olejovita kapalina; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &
2.26 (3H, s, -CH3), 2.92 (1H, d, J=6 Hz), 2.95 (1H, d, J=2 Hz), 5.53 (1H, dd, J;=8
Hz, J,=4 Hz), 7.16 (1H, t, J=8 Hz), 7.49 (1H, t, J=8 Hz), 7.76 (1H, d, J=8 Hz),
8.51 (1H, d, J=8 H2).

4.2.3. (S)-2-(2,4-dihydroxybutanamido)-benzamid
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Pracovni postup:

K roztoku redukéniho ¢inidla (BH; . THF) (3.63 g, 21.255 mmol)
Vv tetrahydrofuranu (10 ml) jsem pomalu po ¢astech ptidavala roztok kyseliny (26)
(2.5 g, 8.49 mmol) v tetrahydrofuranu (20 ml) pti 0 °C pod inertni atmosférou
(Ar). Takto vzniklou reakéni smés jsem nechala za stdlého michani a chlazeni
reagovat jesté 2 hodiny. Poté, co TLC analyza ukézala ptechod vychozi kyseliny
na primarni alkohol, jsem reak¢ni smés zpracovala a vznikly produkt (27) jsem
bez ¢isténi pouzila do dalsi reakce.
Vytézek: 1.30 g (55 %), zluta viskozni kapalina; "H NMR (CDCls, 300 MHz) &
1.55 - 1.65 (2H, m, -CH,-), 3.70 (2H, t, J=6 Hz, -CH,-OH), 4.15 — 4.25 (1H, m),
7.19 (1H, t, J=8 Hz), 7.50 (1H, d, J=8 Hz), 7.65 (1H, t, J=8 Hz), 8.52 (1H, d, J=8
Hz).

4.2.4. (S)-hydroxypegamin

CONH, OH oH
C[ j\j 5% NaOH,EtOH M
NN 120 °C N
OH OH
27 28
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Pracovni postup:

Roztok primarniho alkoholu (27) (1.0 g, 3.6 mmol) ve smési

rozpoustédel hydroxidu sodného (8.6 ml) a ethanolu (4.3 ml) (2:1) jsem za stalého
michani a zahtivani (120 °C) nechala reagovat po dobu 5 minut. Poté, co TLC
analyza naznacila zménu primarniho alkoholu na (S)-hydroxypegamin (28), jsem
reak¢ni smés po vychladnuti na laboratorni teplotu zpracovala pomoci nasyceného
roztoku NaCl (10 ml) a EtOAc (10 ml) a vznikly produkt jsem pfecistila
sloupcovou chromatogragii na silikagelu (hexan:EtOAc 4:6 az 3:7).
Vytézek: 0.50 g (63 %), zluta krystalick4 latka, t.t. 134 — 136 °C; *H NMR
(CDCl3, 300 MHz) & 1.85 — 2.25 (2H, m), 3.78 (2H, t, J=6 Hz, -CH,-OH), 4.65 —
4.85 (1H, m), 7.49 (1H, t, J=8 Hz), 7.66 (1H, d, J=8 Hz), 7.79 (1H, t, J=8 Hz),
8.18 (1H, d, J=8 Hz).

4.2.5. (-)-vasicinon
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Pracovni postup:

Kroztoku (S)-hydroxypegaminu (28) (0.50 g, 2.25 mmol)
Vv tetrahydrofuranu (10 ml) jsem ptidala trifenylfosfin (0.77 g, 2.94 mmol) a
diethylazodikarboxylat (0.43 g, 2.48 mmol) pod inertni atmosférou (Ar). Reakéni
smés jsem nechala za stalého michéani pfi laboratorni teploté reagovat 30 minut.
Poté, co TLC analyza ukazala piechod vychozi latky na (-)-vasicinon (18), jsem
reakéni smés zpracovala a kone¢ny produkt piecistila sloupcovou chromatografii
na silikagelu (hexan:EtOAc 4:6).
Vytézek: 0.21 g (45 %), bila krystalicka latka, t.t. 200 — 201 °C; 'H NMR
(CDCls, 300 MHz) & 2.20 — 2.45 (1H, m), 2.60 — 2.80 (1H, m), 3.90 — 4.15 (1H,
m), 4.30 — 4.50 (1H, m), 5.27 (1H, t, J=6 Hz), 7.40 — 760 (1H, m), 7.65 — 7.85
(2H, m), 8.13 (1H, d, J=6 Hz); *C NMR (CDCls, 75 MHz) & 29.4, 43.5, 72.0,
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121.1, 126.7, 126.8, 126.9, 134.4, 148.6, 160.1, 160.6; IR (Nujol) vmax 3169,
1683, 1635, 1463 cm™.

4.2.6.  Pokus o pripravu (S)-acetoxypegaminu a (S)-acetoxyvasicinonu
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Pracovni postup:

K roztoku kyseliny (26) (200 mg, 0.71 mmol) v acetonitrilu (5 ml) jsem
pfidala uhli¢itan draselny (176 mg, 1.78 mmol). Takto vzniklou reakéni smés
jsem zahtivala (85 — 90 °C) a reakci nechala probihat 2 hodiny. Potom, co TLC
analyza prokazala piechod vychozi latky v produkt, jsem reakci ukoncila a po
zchladnuti na laboratorni teplotu jsem reakéni smés zpracovala ptidanim
nasyceného roztoku NaCl (5 ml) a EtOAc (5 ml). Vznikly produkt (29) jsem
vycistila sloupcovou chromatografii (hexan:EtOAc 75:25).

Vytezek: 103 mg (55 %), zluta krystalicka latka; "H NMR (CDCls, 300 MHz)
smés dvou latek (28,29).
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Pracovni postup:

K roztoku smési (S)-hydroxypegaminu (28) a (S)-acetoxypegaminu (29)
(86 mg, 0.328 mmol) v THF (2 ml) jsem piidala trifenylfosfin (112 mg, 0.426
mmol) a diethylazodikarboxylat (63 mg, 0.361 mmol) pod inertni atmosférou

(Ar). Reakéni smés jsem nechala za laboratorni teploty a stdlého michédni reagovat
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30 minut. Poté, co TLC analyza po 30 minutach prokézala Gplny piechod obou
vychozich latek na jediny produkt, jsem reakéni smés zpracovala a vznikly
produkt jsem prtecistila sloupcovou chromatografii (hexan:EtOAc 4:6).

Vytézek: 38 mg (47 %), bila krystalickd latka , t.t. 200 — 201 °C; 'H MNR
(CDCls, 300 MHz) 6 2.20 — 2.45 (1H, m), 2.60 — 2.80 (1H, m), 3.90 — 4.15 (1H,
m), 4.30 — 4.50 (1H, m), 5.27 (1H, t, J=6 Hz), 7.40 — 760 (1H, m), 7.65 — 7.85
(2H, m), 8.13 (1H, d, J=6 Hz); *C NMR (CDCls, 75 MHz) & 29.4, 43.5, 72.0,
121.1, 126.7, 126.8, 126.9, 134.4, 148.6, 160.1, 160.6; IR (Nujol) vmax 3169,
1683, 1635, 1463 cm™.

4.2.7.  Spontanni cyklizace
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Pracovni postup:

Roztok kyseliny (26) (250 mg, 0.85 mmol) v toluenu (5 ml) jsem
zahtivala (120 °C) spolu s molekulovymi sity po dobu 3 hodin pod inertni
atmosférou (Ar). Poté co TLC analyza ukazala uplny ptechod vychozi kyseliny na
produkt, jsem reakci ukoncila, reakéni smés zpracovala a vznikly produkt
precistila sloupcovou chromatografii (hexan:EtOAc 85:15).

'H NMR (CDCls, 300 MHz) neidentifikovatelna latka.
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5. ZAVER

Uspééné se nam podafilo modifikovat syntézu vasicinonu, a to pouzitim
redukéniho ¢inidla boranového typu, které selektivné zredukovalo karboxylovou
skupinu na primarni alkohol. Timto krokem se nam podatilo zkratit syntézu vasicinonu
(Argade a Mhaske’) o jeden krok.

S ptipravenou latkou byly provedeny zékladni farmakologické testy, které
ukazaly, ze vasicinon v modelu uméle navozeného astmatu snizil reaktivitu dychacich
cest, snizil infiltraci bun¢k do plic a snizil podil bunék zanétu v bronchoalveolarni

lavazi.

38



10.
11.

12.

13.

14.

15.

. LITERATURA

. Kasgak V. Asthma bronchiale, Maxdorf, Praha 2005

. Spicak V., Kasak V., Pohunek P. Globdini strategie péce o astma a jeho prevenci,

CIPA, Jalna, Praha 2003

Fendrich Z. a kol. Farmakologie pro farmaceuty 1., Karolinum, Praha 2002

Hartl J., Palat K., Dolezal M., Miletin M., Opletalova V. Farmaceuticka chemie 11/1,
Karolinum, Praha 1997

Joshi B.S., Newton M.G., Lee D.W., Barker A.D., Pelletier S.W. Tetrahedron
Assymetry 1996, 7, 25-28 a odkazy tam uvedené

Claeson U.P., Malfors T., Sukman G., Bruhn J.G. J. Ethnopharmacology 2000, 72,

1 - 20 a odkazy tam uvedené

Mhaske S. B., Argade N. P. J. Org. Chem. 2001, 66, 9038 — 9040 a odkazy tam
uvedené

Suchankova J. — osobni sdéleni

Pour M. — osobni sdéleni

Palecek J., Hampl F. Farmakochemie, VSCHT, Praha 1997

Cambridge G.W., Jansen A.B.A., Jarman D.A. Nature 1962, 22, 1217 a odkazy tam
uvedené

Johri R.K., Zutshi U. Indian J. Psysiol. Pharmacol. 2000, 44 (1), 75 — 81 a odkazy
tam uvedené

Paliva J.K., Dwivedi A.K., Singh S., Gupta R.C. Intern. J. Pharamac. 2000, 197
213 — 220 a odkazy tam uvedené

Carruthers W., Coldham I. Modern Methods of Organic Synthesis, Fourth edition,
Cambridge 2004

Fékova H. — nepublikované vysledky

39



