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1. Uvod a cile prace
Biologicky aktivni latky pfirodniho plvodu jsou hlavni inspiraci pfi vyvoji novych
farmaceutickych vyzkumnych latek. Typickym piikladem maze byt napi. Aspirin®. Tento
derivat kyseliny salicylové byl poprve ziskan esterifikaci kyseliny salicylové pomoci
acetanhydridu v roce 1897 némeckym chemikem Felixem Hoffmanem (firma Bayer). AvSak
dle zadznamia z laboratornich deniki se v roce 2000 zjistilo, Ze na tento objev piisel
Hoffmanuv nadfizeny, a to Arthur Eichengriin. Jeho autorstvi bylo vymazano na pocatku 30.

let 20. stoleti kviili jeho Zzidovskému piivodu.t

Zde se musi podotknout, ze u¢inky kyseliny salicylové ziskané extrakci vrbové kury,
byly znamy jiz nejméné od 5. stoleti pf. n. 1., kdy Hippokratés poznamenal, Ze tyto extrakty
ti$i horecku a pomahaji od bolesti. Postupem ¢asu se povedlo znovu izolovat u¢innou latku
kyselinu salicylovou (1838, italsky chemik Raffaele Piria, Sorbona, Patiz), avsak jeji hoika
chut' a vedlejsi ucinky (paleni Zaludku, prijmy) zpusobovaly problémy spojené s jeji
administraci. Dalsi nevyhodou byla naro¢na izolace z rostlin, pfi¢emz Cistota izolované latky
nebyla nikterak vysoka. Takze rozmach Aspirinu® jako ,,izasného léku na viechno®, tak jak
jej zname dnes, musel poc¢kat do ptichodu dvou raznych udalosti. Prvni z nich se udala roku
1859, kdy némecky chemik Hermann Kolbe popsal vyrobu kyseliny salicylové z fenolu.?
Druhou piihodou byl jiz zminovany objev acetylace kyseliny salicylové v roce 1897
(Hoffman/Eichengriin). Tyto dvé pfi¢iny odstranily mnozstvi vedlejSich ucinkd dané
kyseliny diky vyssi nerozpustnosti Aspirinu® ve vods, a tedy jeji lepsi administraci. A to, co

se stalo poté, je jiz historie...

Témito sledy udalosti jsem se snazila ukéazat jakou cestou se v ramci mé bakalaiské
préaci ubirame. V nasi skuping se inspirujeme piirodnimi latkami. Vybirame si ty, které se
nam pozdavaji jako potencialné biologicky aktivni a nasledné je strukturné upravujeme
s cilem zajistit jakym zplisobem ovliviiuji biologickou aktivitu v rdmci biotestil. Zaroven je

modifikujeme tak, aby se biologicka aktivita zvysila.

V ramci mé prace se zabyvam strukturnimi modifikacemi cyklopropyl laktonu
vyvinutého v ramci doktorské prace Mgr. Daniely Konradové, Ph.D.3# Ve své pilotni studii
ukazala, ze pfirodni sekundarni metabolit fenylpropanoidového typu (lignan, izolovany
z pepiovniku) nazvany (-)-sanguinolignan A , jenz byl ve formé extraktu vyuzivan samany
v Jizni Americe k 1é€bé koznich forem leishmanidzy, ma biologickou aktivitu, ktera

odpovidala publikované hodnoté. Nasledné¢ se zamétila na prozkouméani tohoto strukturniho



motivu v kontextu vztahu struktury a aktivity (structure activity relationship — SAR) a
zjistila, ze jednoduchy cyklopropyl lakton (Obrdzek 1), ma mnohem vyssi aktivitu nez

ptavodni (-)-sanguinolignan A.

Cilem mé bakalaiské prace se stalo prozkoumani tohoto typu strukturniho motivu
se zietelnosti na prozkoumani sulfonové ¢asti z pohledu jejiho vlivu na biologickou aktivitu
(Obrézek 1). V ramci teoretické Casti své prace se nejprve zabyvam leishmaniozou jako
takovou a nasledné antileishmaniotiky se vztahem mezi strukturou a aktivitou téchto latek.
Poté se zabyvam experimentalnimi pfistupy k syntéze danych latek s modifikovanou

sulfonovou ¢asti a ohodnoceni jejich biologickych aktivit.

strukturni motiv zodpovédny za Modifikovanéa ¢ast
pozorovanou aktivitu molekuly
PhO,S /7 PhO,S 7
<5 —> <
cyklopropyl lakton cyklopropyl lakton

Obrazek 1. Chemicka struktura cyklopropyl laktonu s antileishmanialni aktivitou.
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2. Teoreticka ¢ast
Ve své teoretické Casti se budu nejdiive zabyvat leishmaniézou, parazitickou nemoci
postihujici zejména zemé tzv. tietiho svéta. Poté se budu vénovat piibliZzeni svéta lignani a
neolignand, rostlinnych fenolickych sekundarnich metabolitii, a to z dtivodu propojeni obou

,,svett“ v jeden jediny, jehoz vysledkem by méla byt latka s antileishmanidlnimi vlastnostmi

patfici do skupiny lignant.
2.1 Leishmanidza

Leishmaniéza je parazitarni onemocnéni lidi a zvifat zpisobené riznymi druhy protozoa
rodu Leishmania. Jedna se o tfeti nejzanedbavangjsi tropickou chorobu na svété, ktera se
vlivem zmén klimatu neustale rozsifuje. Endemické ptenaseni bylo potvrzeno v 98 zemich
a 3 teritoriich (Obrazek 2).° Rizikem nakazy trpi celkové 350 milionu lidi ® a nové infikovano

je priblizné 0,7-1 milionu lidi ro¢né (Internetovy zdroj 1).

Pfenos prvoka na hostitele je zpusoben kousnutim samicich pise¢nych musek
(phlebotomine sandflies) rodu Phlebotomus nebo Lutzomyia.”® Pise¢né musky rodu
Phlebotomus se nachazeji v oblasti Stfredozemniho mote, Stiedniho vychodu, Afrického
rohu a Indického subkontinentu, v tzv. Starém svété. Novy svét, tj. Stiedni a Jizni Amerika,

je osidlen muskami rodu Lutzomyia.’

Zivotni cyklus paraziti vykazuje dvé stadia. V prvni fadé se jedna o bicikem
pohyblivé promastigoty vyskytujici se ve stfevech pise¢nych musek.®® Ty nésledné prochazi
raznymi morfologickymi a fyziologickymi zménami, jez jsou nezbytné pro vznik infek¢nich
metacyklickych promastigotii.81° Pfenosem muskou do hostitele dochazi po vpichu. V tom
okamziku se parazit pfeménuje ze stadia promastigota na nepohyblivého amastigota, jez

parazituje ve fagocytech hostitele, zejména v makrofazich.®

Existuji dva hlavni Klinické projevy infekce — kozni leishmanioza (CL) a visceralni
leishmanidza (VL). Tyto nemoci se od sebe 1isi na zakladé parazitarnich vlastnosti (typu
leishmani6z), genetickych aspekti a zejména pak zdravi hostitele.!*? Dal3imi formami, jez
jsou podtypy téchto dvou vyse zminénych onemocnéni je napi. difdzni leishmanioza (DCL),
mukokutanni leishmaniéza (ML), post-kala-azar (PKDL) a recidivujici leishmanioza
(RCL).> Nejcastéji se projevuje CL, jejimz diisledkem dochéazi ke vzniku koznich viedi ¢i
nevzhlednych jizev. Ro¢né se CL nakazi okolo 0,6-1 milionu lidi (Internetovy zdroj 1), z
toho 75 % ptipadt se pripisuje zemim tietiho svéta, a to Afganistanu, Syrii a Brazilii

(Obrazek 2).* Nejtézsi formou leishmanidzy je VL, pokud neni lé¢ena mize byt i
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smrtelna.’* Roc¢né se ji nakazi 50-90 tisic osob (Internetovy zdroj 1), z nichz 90 % obyva
Etiopii, Stidan, Indii, Bangladés a Brazilii (Obrazek 2).13

Pro 1é¢bu VL se pouzivaji predevsim nasledujici Iéky s antileishmanialni aktivitou —
amfotericin B, antimonialy, sitamaquin, pentamidin, paromomycin a miltefosin.
V poslednich letech se variace dostupnych 1€kt proti leishmanidze rozsifila, avsak jejich
Sir$i vyuziti je limitovano nezddoucimi ucinky, které pfi nevhodném pouziti mohou vést az
ke smrti pacienta, jez neni spojitelna s vlivem parazita.® V soucasnosti i pies zlepsovani
diagnostiky a 1écby leishmanioz je imrtnost velmi vysoka. Je nutno podotknout, ze diivodem
nesnizovani mortality této nemoci je 1ékatska a epidemiologicka slozitost i oblast, ve kterych
se tyto choroby vyskytuji. Situaci nikterak nepomaha ani vyssi zastoupeni druhti prvoka a
sni spjatd virulence, ani migrace pisecnych musek, globalni oteplovani ¢i socialné

ekonomické faktory.®

12



o o0
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Pocet novych piipadti CL zaznamenanych v roce 2018:

Bl >5000

I 1000-4999 [ ] Nebyly hlaseny zadné autochtonni piipady
B 100-999 Z4dna data

[ ]1-99 [ ] Nelze pouzit

B o

Pocet novych piipadti VL zaznamenanych v roce 2018:

>1000
= 500-999 [ ] Nebyly hlaseny zadné autochtonni piipady
B 100-499 Z4dna data
[ ]<100 [ 1 Nelze pouzit
B o

Obrazek 2. Mapa zaznamenavajict globalni rozsiieni CL a VL. Nejvétsi loZiska se vyskytuji v Jizni a Stiedni Americe,

Africe a Jizni Asii.*®
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2.1.1 Historicky kontext

Nejstarsi prikazny piipad leishmaniozy byl identifikovan v mumiich datovanych piiblizné
do let 2050-1650 pi. n. 1. (hrobka Stfedni fiSe v z&padnich Thébéch, detekce pomoci
leishmanialni mitochondrialni DNA).'® Popisy 1ézi byly nalezly i v knihovné asyrského
krale Ashurbanipala (7. stoleti pf. n. 1.). Tento popis byl nejspise vyvozen na zakladé 4500
3500 let starych textt. V 10. stoleti arabsti 1ékati (Avicenna) 1éze podrobné popsali a setadili.

Od té doby se jim dle mista vyskytu zacalo fikat Orientalni 1éze.!’

Skotsky piirodovédec a 1ékai Alexander Rusell v roce 1756 vypracoval klinicky
popis suché a mokré formy tzv. Orientalnich 1ézi. Na pielomu roku 1824 a 1825 bylo
zaznamenano prvni ohnisko viscerdlni formy leishmaniozy (kala-azar) ve vesnici
Mahomedpore v Indii. Za nékolik let se rozsitila po Indii do Zapadniho Bengalska a Assamu,
a nakonec dokonce i na sever Bengalska.'® Nazev kala-azar neboli ¢erna hore¢ka vznikl na
konci 19. stoleni.®18 A ve stejném obdobi pak rusky lékat Piotr Fokich Borovsky uréil, ze
za pri¢inou Orientélnich Iézi jsou prvoci. V roce 1903 britsky 1ékai Roland Ross publikoval
¢lanek, v némz navrhl pojmenovat prvoka zpisobujiciho kala-azar Leishmania donovani.
Néazev parazita byl oznacen podle irského lékaie Charlese Donovana a skotského patologa
Williama Boog Leishmana, o jejichz studii zabyvajici se popisem paraziti Se R. R0SS

opiral .16

2.1.2 Socialn¢ ekonomické dopady

Mezi rizikové faktory zpusobujici Sifeni a zna¢ny dopad leishmanidzy na populaci patii
predev$im chudoba, podvyziva, negramotnost, poruchy funkce imunitniho systému,
nespravné uzptsobené obydli a environmentalni zmény.'* Diilezitym faktorem stojicim za
rozsiteni leishmanidzy v zemich tretiho svéta jsou velmi vysoké naklady na 1é¢ebnou terapii.
U postizenych jedinct tedy dochazi ke zna¢nému zadluzeni z divodu nakladné 1é¢by.°
Naptiklad v Nepalu je ro¢ni praimérny piijem na osobu nizs§i nez primérny vydaj na lé¢bu
VL. Pacienti jsou v takovych piipadech nuceni prodat domaci zvifata ¢i si vzit pajcku na
pokryti 1é¢ebnych naklada.?® A zpétné nedostatek financi ma devastujici uéinek jak na
psychiku, tak i na celkové zdravi ¢lovéka.?* Dale bylo zjisténo, Ze nizky ptijem bilkovin,
vitaminu A, Zeleza a zinku, ktery je standardné zaznamendvan u valné vétSiny zen a déti
v Africe a Asii, md za nasledek vyssi riziko rozvoje VL po infikovani. Taktéz

pravdépodobnost nakazy ML roste v zavislosti s nutri¢ni proteinovou podvyzivou.*?

14



Leishmani6za ma také vliv jak na psychiku, tak i na socialni postaveni zejmeéna zen
v rozvojovych zemich. Kvuli deformujicim jizvam zpisobenymi CL byvaji navic Zzeny
spoleCensky stigmatizovany. Diky tomuto handicapu se pak nemohou vdat a jiz vdané Zeny
jsou ¢asto manzely opustény.'® V Afganistanu se matky s CL dokonce nemohou starat o své
deti.’2 Jizvy a léze spjaté s CL jsou tak v uréitych zemich zndmkou chudoby.!®

V poslednich letech dochazi z divodu zvySujiciho se z&jmu o navstévy v tropickych
a subtropickych oblasti se zvySenym vyskytem Leishmanie (turismus) a z
diavodu globalniho oteplovani k Sifeni leishmaniézy i do jinych nez endemickych oblasti
svéta. Navic, tato infekce se dale rozsifuje i vlivem synergického efektu (oslabeni imunitniho
systétmu hostitele) s pandemii lidského imunodeficientniho viru (HIV) S velkou
pravdépodobnosti tedy bude nemoc brzy brana jako celosvétovy problém, s nimz se nebudou
potykat jen lidé téetiho svéta. Soucasné s timto ,,rozvojem® (Sifeni) tak roste zajem i o0 vyvoj
vakcin a novych 1ékti s méné zavaznymi nezadoucimi Uc¢inky aplikovatelnych pii 1écbé
leishmanidzy.*

2.1.3 Pienased

Prvoci rodu Leishmania jsou pienaseni na lidi a zvifata piseénymi muskami z fadu Diptera,
podiadu Nematocera, ¢eledi Psychodidae a podéeledi Phlebotominae.?? Vektorem miize byt
pouze Sest rodu téchto musek, kde tii z nich se objevuji v Novém svété — Lutzomyia,
Brumptomyia a Warileya (vyskytujici se pobliz lesit) a dalsi t¥i pochazeji ze Starého svéta —
Phlebotomus, Sergentomyia a Chinius (vyhledavajici suché oblasti). Pouze dva z téchto Sesti
rodd: Phlebotomus a Lutzomyia jsou potvrzeni jako pienaseci lidské leishmanidzy.® Na svété
je prokazano 800 druhi pise¢nych musek, z toho pravdépodobné 93 druhti je pienase¢em
Leishmanii. ® P¥islusna klasifikace jednotlivych rodi Phlebotomine je problematické a i pres
dlouhodobé zkoumani a zdokonalovani identifikace ne vsechny druhy jsou identifikovany a
taxonomicky zafazeny.® Pro odliSeni réiznych druhii ,,flebotomine sandflies se nejéastéji
berou na zfetel jejich morfologické vlastnosti,’ a to napt. forma zlazek na spodiné
jednotlivych spermatickych kanalkd ¢i genitalni atrialni armatury.?

Zivotni cyklus vektoru je provazen dokonalou metamorfézou projevujici se Gtyimi
fazemi — vejce, larva se ¢tyifmi instary, kukla a nakonec imago. Chlupaté télo dospélce je
zbarveno od $kaly takika bilé az po téméf Cernou a neni vétsi nez 3,5 mm. Kiidla napojujici
se na zadni stranu téla vytvafi v klidu pismeno V, coz je povazovano za charakteristicky
znak téchto musek. Maji dlouhé a jemné nohy. Zivi se medovici vyrabénou msicemi a

sladkym nektarem z rostlin. Pro uplny vyvoj vajicek je nutné aby samice ptijimala i krevni
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potravu.?? Avsak samicky infikované Leshmanii maji problém s piijmem krevni potravy
kviili poskozeni stomodealni chlopné na predni ¢4sti stfedniho stfeva (mesenteronu).®
Neékteré druhy pisecnych musek nejsou uzplisobeny pro vyvoj parazitli, a to ma za
nasledek niz§i mnozstvi ptenasec v populaci.?* Vektory se rozlisuji na specifické —
podporujici rist jednoho druhu Leishmananii a permisivni — podporujici rast vice neZ jedno
druhu. Pfenasecem mize byt pouze takova muska u niz lze vystopovat resistenci prvoka na
travici enzymy mesenteronu piseéné musky. P¥itomnost vazebnych mist ve stfednim stievé
vektoru (vhodny lipofosfoglykan pro promastigoty Leishmanii) jsou idealnimi podminkami
pro dokoncéeni vyvoje parazita. Vektor tak po poziti infekéni krve muze leishmaniozu

pienaset 1-3 tydny.®
2.1.4 Leishmania

Paraziti rodu Leishmania, jak jiz bylo feCeno vySe, zpusobuji komplexni onemocnéni
nazvané leishmani6za.?® Taxonomicky se fadi do fise Prostista, tiidy Kinetoplatastea, fadu
Trypanosomatida a ¢eledi Trypanosomatidea.?® Rod Leishmania se roz¢lefiuje na dva znamé
podrody, a to na Leishmania a Viannia lisici se epidemiologii a lokalizaci vyvinu
promastigotii ve stfevech piseénych musek.?®?’ Stary i Novy svét ma mnoho zastupcil
podrodu Leishmania, ktefi se nachazi ve form¢é promastigoti v mesenteronu a také i
v prednim stieve (Suprapylaria) hmyzu. Podrod Viannia se vyskytuje pouze v Novém sveéte.
Jeho bicikata stadia se vyvijeji nejenom ve stiednim stievé, ale i v pfednim a zadnim stievé
(Peripylaria). I ptes neustalé zdokonalovani taxonomie pomoci molekularnich metod, neni
klasifika¢ni systém Leishmanii do dnesniho dne zcela uceleny.?® V soucasnosti rozlisujeme
30 riiznych druhf, pii¢emz 20 z nich je patogennich pro &lovéka.?® V Tabulce 1 jsou

vyznaceny pouze nejvyznamnéj$i druhy Leishmanii cizopasici jak na ¢loveéku, tak i u zvitat.
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Tabulka 1. Vybrané druhy parazita rodu Leishmania.?®

Podrod Druh Vektor ) Klinicka Primarni
. . _ Vyskyt .
parazita parazita Phlebotomus/Lutzomyia forma hostitel
) P. papatasi, P. dubosqi,
L. major ] Hlodavec
P. salehi
Stary CL .
) ] Clovek,
L. tropica P. sergenti svet
Hlodavec
L. aethiopica  P. longipes, P. pedifer CL,DCL Hlodavec
L. mexicana L. longipalpis ] Hlodavec
Novy
. _ L. ) CL
Leishmania L. flaviscutellata svet Hlodavec

amazonensis

P. argentipes,

L. donovani P. orientalis, ) Clovék
o Stary a
P. martini )
o Novy VL
P. ariasil,
) o svet )
L. infantum P. perniciosus, Pes, liska
L. longipalpis
L. wellcomei,
L. brazilelnsis L. complexus, L. ML, CL  Hlodavec
carrerai
o ) L. peruensis, Novy o
Viannia L. peruviana Neznamé
L. verrucarum svét
L. . CL
_ L. umbratilis Lenochod
panamensis
L. guyanensis L. trapidoi Lenochod

Jak jiz bylo feceno, vyvoj parazita je rozdélen do dvou fazi: promastigoticka a
amastigoticka. Bicikaté stadium promastigot s protahlym tvarem méii 12-20 pum; oproti
tomu morfologie bezbicikatych amastigotli je elipsovita dosahujici délky 2,5-3,5 pm,*:%
Zivotni cyklus parazita zapo¢ind nasanim infikované krve hostitele do traviciho traktu
samiCich piseénych musek rodu Phlebotomus ¢i Lutzomyia (Obrazek 3). Pise¢né musky
symbiontizuji pouze s amastigoty, ktefi jsou lokalizovani jen v pokozce. Jiné bezbicikaté

formy Leishmanii, jez napadaji Utrobni organy hostitele jsou pro prenase¢e nedostupné.?*3
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Amastigoti se v mesenteronu hmyzu zac¢nou pieménovat na procyklické promastigoty,
jejichz hlavni funkci je replikace.® Tento proces ale miize byt inhibovan faktorem
blokujicim tuto transformaci, jenz je piitomen v krvi hostitele. Tim ovSem nedochazi
k degradaci promastigota travicimi enzymy hmyzu.®? Procykliéti promastigoti podléhaji
transformaci na nektomonadni promastigoty zhruba za 2-3 dny po nékaze pise¢né
musky.*® Sekre¢ni chitinasy parazita i endogenni chitinasy hmyzu usnadiiuji migraci tohoto
stadia Leishmanii k pfedni ¢asti mesenteronu. Néktefi promastigoti se piipoji k mikroklkim
epitelu, az docili kontaktu se stomodealni chlopni mezi piednim a stiednim stievem.?®°
Nésledujici stddium, tj. leptonadovy promastigot, vytvoii sekre¢ni gel promastigott
dalezity pro prenos parazita. Tento gel totiz pietvafi prostfedi mesodermu pro
metacyklogenezi, pii které dochazi k diferenciaci tohoto stadia na infekéni metacyklické
promastigoty.®® Infekéni promastigoti s bi¢ikem dvojnasobné del$im nez jejich télo
uniknou poté do proboscis.>> Vektor vpravi do savce pfi sani krve sliny obsahujici
metacyklické promastigoty, ktefi odolavaji lyze v prostiedi hostitele a jsou fagocytovani
makrofagy v podobé fagolyzozomu.®® V misté infekce se vyskytuje vétsi mnozstvi
neutrofilnich granulocytl, které paraziti podle piedpokladu vyuzivaji jako piechodné
hostitelské buiiky, jez jim umozni vstup do makrofagh bez jejich aktivace.’* Ve
fagolyzozomu se paraziti transformuji na intracelularni amastigoty,® které proliferuji a
nakonec zpusobi prasknuti makrofagu a uvolnéni jeho obsahu do okolniho prostiedi. Zde

promastigoti napadaji dalsi makrofagy.®®
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Obrézek 3. Zjednoduseny popis Zivotniho cyklu Leishmanii jak ve vektoru tak v hostiteli. Inspirovano internetovym
zdrojem 2.

2.1.5 Klinicke projevy

Rozvoj raznych forem leishmanidz zavisi na genetice hostitele, na zanétlivé a imunitni
reakci hostitele na parazita, na druhu parazita i na pivodu a typu vektoru. Druhy Leishmanii
charakterizované spoleénymi specifickymi molekularnimi a biologickymi znaky mohou u
hostitele vyvolat riznorodou $kalu klinickych obrazi od samo 1é¢ivych 1€zi az po smrtelné
nebezpeéné vnitini formy.”*® U 5-10 % pacientl vylé¢enych z VL v Asii do 2-3 let od
infekce propukne PDKL. V Africe je téchto ptipadi mnohem vice, a to az u 50 % piipada
PDKL se zde vyvine jiz do jednoho roku od vyléceni. Naopak u 10 % ptipada s CL, ktera je
mirngjs$i formou leishmaniozy, se vyvine vazna forma leishmanidzy jako napt. ML, DCL ¢i

RCL. Tedy formy, jez vyzaduji rychlou medikaci.’

Od roku 1998 byl zaznamenan rapidni nartst hldsenych piipadi CL, a to hlavné
Vv oblasti Sttedozemniho mofte. Toto lze nejspiSe odiivodnit celkové vyssim celosvétovym
zachytem CL.1® Zadna ze zdravotnich organizaci jako napf. Svétovd zdravotnicka
organizace (WHO), Lékaii bez hranic (MSF) ¢i Iniciativa pro 1éky pro zanedbavané nemoci
(DNDi) nema jednoznaény program pro 1é¢bu CL. Infikovani pacienti s CL tak automaticky
spadaji pod programy zamétené na VL. Sama o sob¢ je sice VL zanedbavanou chorobu, ale

jeji 1é¢ba je upfednostiiovana kvili fatalngjsim dopadim.®®
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Klinicky projev CL se zacina projevovat u pacientt od dvou tydna do tii mésicti po
infikovani v misté bodnuti pise¢nou muskou dermalni 1ézi, ktera zapoc¢ina svédivou papulou,
jez se postupné méni v uzlik (Obrazek 4A). Léze muze postupem ¢asu bud’ bezprostiedné
odeznit, anebo ulcerovat.®” S vétsinou piipada lokalizovanych 1ézi, typickych pro CL, je
lidsky organismus schopny se vyporadat i bez terapeutickych zasahui. Viedy se postupem
nékolika mésict ¢i let samovolné vyhoji, avSsak mista vpichu jsou znetvoiena jizvou.
Ptitomnost viedl lze vidét tedy prevazné na nezakrytych c¢astech téla, a to predevSim na

obliéeji, krku, pazich a nohou.®

Existuji i mnohem zavazn&j$i dermalni formy nez lokalizované, a to predevsim u
pacientt s imunodeficienci ¢i imunosupresi. Pro vylééeni téchto CL je potieba terapeuticka
intervence.®® Jednou z forem CL je pravé DCL, kterd se vyvine z CL po Uplné anergii
pacienta. Pro DCL jsou typické ¢etné uzliny ¢i papuly, které neviedovati. Ve starém svéte
DCL ptendsi L. aethiopica, a v Novém svété naopak L. mexicana a L. amazonensis.®’ Ve
vylécené kozni jizveé nebo jejim okoli se v fadech mésici ¢i let miize objevit papula. Jedna

IV v

se 0 formu zapfi¢inénou infekci zpusobenou L. tropica, kterd se nazyva lupoidni
leishmanidzou, a jejiz 1é¢ba trvava i nékolik let.%®

Nejcastéji se ML projevi po nékolika mésicich a v nékterych piipadech dokonce po
20 ¢&i vice letech pomoci koznich 1€zi, avsak muze dojit i k vyskytu sou¢asné s CL.%%'
Slizni¢ni 1éze jsou bézné v Novém svéte, byvaji zpusobené pievazné podrody Viannia a to
hlavné druhy L. braziliensis a L. panamensis, pticemz velka ¢ast ptipadu je hlaena v Bolivii,
Peru a Brazilii.® Mezi prvni piiznaky patii erytém a viedovaténi nosni dirky pronikajici az
Kk piedni ¢asti chrupavéité nosni piepazky, které zptisobuje ucpani nosni dirky s naslednou
perforaci septa (Obrazek 4B).5% Zhruba v 75% muze také dojit k napadeni hltanu, patra,
hrtanu, pridusnic nebo horniho rtu.® Ulceraci ¢asto predchdzi lymfadenopatie, ktera je
doprovazena horeckou a hepatomegalii. V nejhor$ich piipadech muze dojit k totalni
destrukci chrupavcité tkdné nosu, hltanu a hrtanu, coz ma za nésledek nepriichodnost

dychacich cest.*

Nejveétsi hrozbou je propuknuti systémového onemocnéni ve formé VL, kterd mize
byt bud’ antropologickd (zptsobend L. donovani), anebo zoonotickd (L. infantum).
Zoonoticka VL s prilezitostnymi lidskymi hostiteli se li§i pfenosem od antropologické VL u
niz je prenaseni ve sledu clovék-vektor-¢loveék. Inkubaéni doba VL trva vétSinou 2-6
mésict.*® Parazité se v hostiteli §ifi v makrofazich vnitinich organt, kdy napadaji predevsim

jatra, slezinu, kostni dient a lymfatické uzliny.*! Malatnost, fyzicka slabost, lehce zvysena
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teplota, prujem, kasel, hepatosplenomegalie, Ubytek hmotnosti, pancytopenie a polyklonalni
hypergamaglobulinemie charakterizuji klinické ptiznaky VL (Obrazek 4F).*14? Pokrogile;jsi
ptipady, které se v disledku trombocytopenie projevuji krvacenim ze sliznic, se mohou
vyvinout az do rozvojem sepse. Sepse vétsinou nastava diky bakterialni, virové ¢i mykotické
koinfekci. Leishmani6za ve spojeni s koinfekcf je silng Zivot ohrozujici®! a obtizné 1é¢iteln4.
Bez 1é¢by vede VL z vice nez 95 % k amrti. Bylo zjisténo, Ze tato forma onemocnéni se

vyskytuje pfevazné u déti a mladych dospélych muzského pohlavi.'

D) F)

Obrézek 4. 4) Vied na kizi zpiisobeny CL (internetovy zdroj 3); B) Destrukce nosni chrupavky u pacienta infikovaného
ML (internetovy zdroj 4); C) ML u jedendcti-leté pacientky se syndromem Louis — Barové (internetovy zdroj 5); D)
Pacient infikovany PKDL; F) Podvyzivené dité nakazené VL se znacnou hepatosplenomegalii (internetovy zdroj 6).

Po tspésné 1é¢bé VL (vyvolané L. donovani) se nékdy projevi PKDL,* ktera je pro
hostitele nepiijemnd, ale neohrozuje jej na zivoté (Obrazek 4D).” Zpravidla se PKDL

vyskytuje ve vychodni Africe a je samo hojici. To samé vSak neplati pro indicky

21



subkontinent. V poslednich letech tendence nalezti infikovanych lidi PKDL v Indii vzrista,

aviak tento jev je nejspise projevem vyssi kontroly detekce nemoci.’®
2.1.6 Soucasna lécba

Farmakoterapie se rozd€luje na lokalni (uplatfiujici se pii mirnéjSich prubézich CL) a
systémovou (pii VL, ML a t¢z8ich CL). U CL se v zavislosti na pravdépodobnost i vyvoje
ML, viceCetnych ¢i vétSich 1ézi nad 5 cm a u pacientli nereagujicich na lokalni 1écbu
doporuuje pouziti systémové terapie. V Novém svété se upiednostituje predevsim
systémova 1éc¢ba s vyjimkou infekce zpisobené L. mexicana, u niz se aplikuje lokalni
16¢ba.*® Mezi systémova lé¢iva patii pentavaletni antimonia, pentamidin, imidazoly/triazoly,
miltefosin, amfotericin B/liposomalni amfotericin B a sitamaquin. Pro mistni 1écbu se
vyuzivaji fyzikdlni metody (kryoterapie, termoterapie atd.), CO,, mast s15%

paromomycinem a lokalni pouziti pentavaletniho antimonu.®4344

Mezi nejcastéji vyuzivané derivaty antimonu patii stiboglukonat sodny a meglumin
antimonat, které se n¢kolik desitek let hojn¢ podavaly pro 1é¢bu ML v Novém svéte a VL
vV Novém a Starém svété (Obrazek 5). Jejich vyuziti bylo omezeno z dtivodu rozvoje klinické
rezistence vuci t€émto preparatum Vv Indii a také kvili zvySené kardiotoxicité a obtiznému
podavani.**44 Predev§im nejsou vhodné pro pacienty trpicimi leishmaniézou sHIV
koinfekci zejména kvuli tomu, ze béhem medikace vzristaji nezadouci G¢inky. Amfotericin
B deoxycholat se dfive daval pacientim s VL, u nichz byla potvrzena rezistence na
antimonné derivaty. Nevyhodou tohoto Iéku jsou vsak zna¢né nezadouci UCinky —
nefrotoxicita, kardiotoxicita, iontova dysbalance a reakce na infuzi. K potlaceni téchto
vedlejsich ti¢inkd doslo k zavedeni lipidovych forem.** Pinosem miltefosinu je, Ze se jedna
o0 peroralni 1ék. Ve zna¢né mife se podaval proti VL a ML, zejména pfi rezistenci na jiné
antileshmanialni 1é¢iva. Miltefosin se nesmi pouzivat u téhotnych Zen, jelikoz je
teratogenni.*® Kvili snizujici se G¢innosti a prodlouzené dobé 1é¢by se od uZivéni
miltefosinu pomalu upousti.® Pentamidin se vyuziva pro 1éébu CL a ve vyssich
koncentracich i proti ML.*® V endemickych oblastech pro VL se stile ¢astéji aplikuje
kombinovand chemoterapie, zejména kvuli zamezeni vzniku rezistence na podavani
antiparazitalni latky, snizeni nezadoucich ucinku a i nakladi na 1écbu a na snizeni doby

16¢by. 44
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Obrézek 5. Priklady nejcasteji vyuzivanych 1atek s antileishmanialni aktivitou

Doposud na trhu neexistuje zadna vakcina proti Leishmaniim, ktera by spliiovala
veskeré podminky na né kladené. Vyvoj vakciny znesnadnuji predevSim nedostatecné
informace o patogenezi parazitl, mozna reinfekce pacientii i nedostatek profylaktickych
medikamentll. Z nedavné studie vyplyvd, Ze vakcinace pomoci DNA kodujici
hemoglobinovy receptor Leishmanii se jevi jako velmi slibna, avsak jeji testovani stale neni

u konce.?

Nutnost piipravy novych antileishmanialnich 1é¢iv a vakcin je doposud urgentni.
Dosavadni Iéky nejsou pro pacienty zcela vhodné v dusledku zvySujici resistence parazitt
na medikamenty, zna¢né toxicité a také vedlejsich ucinkd. Kvuli tomu, Ze vétSina typt
leishmanioz se objevuje Vv rozvojovych zemich, dilezitou roli hraji naklady na 1é¢bu a
dostupnost 1é¢iv. Soudoba medikace s prokazanou ucinnosti tvoii zakladni pilii 1é¢by, ale je
nutné usilovat o vyvoj novych semisyntetickych i syntetickych 16ki.° V rostlinné #isi se
vyskytuje nékolik slouc¢enin s riznou bioaktivitou, z nichz praveé dimery fenylpropanoidt by

mohly byt 6ginné proti infekénim stadiim leishmanii.*®
2.2 Sekundarni rostlinné metabolity Sikimatové drahy

V rostlinach probiha nékolik dé&ju zahrnujici syntézu latek pro zivot nezbytnych tzv.
primarnich metabolit. Zaroven s nimi jsou ale tvofeny i sekundarni metabolity, které slouzi

predev§im jako obranny systém viiéi biotickym a abiotickym faktorim.*”4® Dale tyto latky
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slouzi jako ochrana vuéi riznym predatoram. Dalsi metabolity se ucastni i jinych procest u
rostlin véetn¢ rustu, obrany, reprodukce ¢i odpuzovani organismt vyuzivajici rostliny jako
zdroj potravy.*"*° Sekundarni latky jsou ve vysokych davkach obsazeny napt. v ovocnych
slupkach a v listech, kde slouzi jako ochrana proti pigmentaci, UV zafeni a zvySuji odolnost
vaci riznym chorobam. Bylo prokazano, ze maji také antifungalni, antimikrobidlni,
se tento typ latek také vyuziva jako barviva, lepidla, vosky, oleje, ochucovadla, parfémy i
léky. Znaseho pohledu je také dulezité, Ze sekundarni rostlinné metabolity jsou
potencionalni zdroj novych piirodnich terapeutik. Sekundarni metabolity se déli na tii
skupiny podle jejich syntézy - (a) fenolické slouceniny, (b) terpeny a (c) alkaloidy s obsahem

dusiku ¢&i siry.*®

Fenolické slouc¢eniny obecné obsahuji minimalné jeden aromaticky kruh s jednou ¢i
vice hydroxylovymi skupinami. Jednd se o Siroce rozsifené latky, jejichz molekulova
hmotnost je velmi variabilni.*® Dané metabolity jsou syntetizovany prosttednictvim
Sikimatové drahy, anebo pomoci fenylpropanoidni drahy a flavonoidovou drahu (v zavislosti

na druhu vznikajici latky).*

Sikiméatova draha je oznaeni pro kaskadu sedmi enzymatickych reakci jejichz
vyslednym produktem je chorismat, ktery je dale pfeménou na dalsi aromatické slouc¢eniny
(Obrazek 6). Veskeré déje sikimatové drahy se odehravaji v plastidech. Prvnim krokem
drahy je syntéza meziproduktu glykolyzy a pentoso-fosfatové drahy, a to fosfoenolpyruatu
s D-erytroso-4-fosfatem za vzniku 3-deoxy-D-arabino-heptulosonéat-7-fosfatu (DAHP).
Reakci katalyzuje 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfat synthasa. Slou¢enina DAHP je
preménéna na 3-dehydrochinat pomoci enzymu 3-dehydrochinét synthasa, jehoz aktivaci
umoznuji dvoumocné kationty s pouzitim kofaktoru nikotinamidadenindinukleotid (NADY).
Nasledné dochazi k dehydrataci 3-dehydrochinatdehydratasou na 3-dehydrosikimat, ktery je
nasledné redukovan na §ikimét prostednictvim sikiméat dehydrogenasy a redukované formy
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu ~ (NADPH).  Sikimat, prvni identifikovany
meziprodukt, po kterém je pojmenovand celd draha, je fosforylovan Sikimat kinasou za
doprovodu ATP na $ikimat-3-fosfat. Sestym krokem je navézani enolpyruatové Gasti
fosfoenolpyruatu na Sikimat-3-fosfat enzymem 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat synthasou.
Meziprodukt 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat je anti-1,4-eliminovan (fosfatova skupina) a
transformovan na chorismat za katalyzy chorismat synthasy. Vysledny produkt Sikimatové

drahy je poté pifeménén na aromatické aminokyseliny — tryptofan, tyrosin a nebo fenylalanin,
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které se transportuji do cytosolu, kde jsou déle zpracovany na biosyntézu proteinti nebo

sekundarnich metabolit(.>°

Fenylpropanoidni draha sdruzuje n¢kolik reakci umoznujici syntézu tisict strukturné
odlisnych fenolickych latek. Tato draha zacina prekurzorem fenylalaninem, ktery je
katalytickym enzymem fenylalanin amoniak lyasou pieménén na kyselinu skoticovou. Ta
muze byt dale modifikovana ptes p-kumarovou kyselinu, k&dvovou kyselinu, ferulovou
kyselinu ¢i sinapovou kyselinu. Nasledujici reakci mediovanou chalkonsynthasy dochazi
k tvorb¢ meziproduktt, které postupnymi nasledujicimi reakcemi produkuji slouceniny
odvozené od fenylpropanoidt. Nutno podotknout, Ze postranni vétve fenylpropanoidni cesty

zapo¢inaji vzdy u fenylalaninu.®!

Fenylpropanoidy jsou charakterizovany aromatickou strukturou, kterd je tvoiena
fenylovou skupinou navazanou na tii uhlikaty fetézec. Jejich kostra je 0znacovana jako Ce-
C3.%2 Jsou hojné rozsitené v celé rostlinné #i3i a U nékterych mikroorganismd. Avsak riizné
druhy rostlin se zna¢né 1isi podskupinami fenylpropanoidnich struktur, jeZ produkuji. Pocet
fenylpropanoidnich slou¢enin doposud popsanych v literatufe dosahuje fadové nékolika
desitek tisic. Koneéné pocty vsak velmi pravdépodobné budou mnohonisobné vyssi.>®
Fenylpropanoidy se déli na kumariny, aurony, taniny, antokyany, flavonoidy, isoflavinoidy,
stilbenoidy, hydroxycinamové kyseliny, skoficové aldehydy, stibeny, lignany a
neolignant.’>® Jejich koncentrace a biologické aktivita v rAmci rostlin zavisi na mnoha
vlivech jako je napf. svétlo &i stres.>? Biosyntéza téchto latek rostlinAm umoZnuje reagovat

e.5® Dokonce tvoii

na patogeny, byloZravce, svétlo, nedostatek minerald, ¢i chemikali
spojovaci ¢lanky mezi rostlinami a jinymi organismy. Vzdy je v8ak nutné, aby spravny
fenylpropanoid byl ve spravny ¢as na spravném. Jedna se napf. o slouceniny, které ptitahuji
hmyz pro opylovani a také udrzuji strukturni odolnost. Pro své blahodarné biologické ucinky
vyuzivané proti zanétim, nadorum, diabetes mellitus ¢&i patogenim se vyrabi ve
farmaceutickém, kosmetickém i potravinafském prumyslu. Soudoba piiprava spociva
na extrakci z rostlin ¢i rostlinnych bunéénych kultur. Avsak tato metoda neni vzdy zcela

vyhodnd a velmi Casto s sebou nese zna¢né uskali. Dal§imi zpisoby vyroby fenylpropanoidu

je mikrobialni produkce a chemicka syntéza.>®
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2.2.1 Charakteristika a bioaktivita lignant a neolignanii

Bohata tfida fenylpropanoidi se rozdéluje na n¢kolik podskupin latek, které jsou vyznacné
v nékolika aspektech. Radi se mezi n& lignany a neolignany. Lignany jsou slougeniny
tvofené fenylpropanoidnimi dimery propojenych mezi uhliky Cg-Cg' propylovych
postrannich fetézct (Obrazek 7). Neolignany pokryvaji vS§echny ostatni moznosti propojeni
jednotek az na Cg-Cg*.>* Lignany lze klasifikovat do 8 podskupin dle jejich strukturniho
vzorce — dibenzylbutan, aryltetralin, arylhydronaftalen, arylnaftalen, dibenzocyklooktadien,
benzylbutyrolakton, furofuran a furanova jednotka, jez Ize dale rozdélit na tfi podjenotky:
3,4-dibenzyltetrahydrofuran, 2-aryl-4-benzyltetrahydrofuran a 2,5-diaryltetrahydrofuran

(Obrazek 8). Rozmanité&jsi podskupina neolignanii je tvofena 15 riiznymi strukturami.*

8,8' - lignan 2,3' - neolignan 3,8' - neolignan

Obréazek 7. Zdkladni struktury lignanii a neolignanii.>

R

dibenzylbutan aryltetralin ~ aryldihydronaftalen arylnaftalen dibenzocyklooktadien benzylbutyrolakton
o J 1> aUVe
O
furofuran 3,4-dibenzyltetrahydrofuran  2-aryl-4-benzyltetrahydrofuran  2,5-diaryltetrahydrofuran

Obrazek 8. Strukturni vzorce podskupin lignanit.>

Lignany a neolignany se vyskytuji téméf ve viech suchozemskych rostlinach.® Jsou
obsaZeny v celozrnnych obilninach, fazolich, Inénych ¢i sezamovych seminkéch, ¢aji, kave,
zelening, bobulich i jiném ovoci.®” NejenZe jsou soucasti potravy, ale Ize je uzivat i diky
jejich blahodarnych u¢inklim k 1é€eni (tradicni ¢inska a japonskd medicina). U tohoto typy

latek byly potvrzené protinddorové, hepatoprotektivni, sedativni, antioxidaéni,
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antipatogenni, insekticidni, antihypertenzivni, antagonistické a estrogenni biologickych
aktivity.®® Mezi védecky velmi pozoruhodné slou¢eniny produkovanymi rostlinami patii
pinoresinol, lariciresinol, secoisolariciresinol, matairesinol a sezamin (Obrazek 9).
V tlustém stieve jsou tyto glykosidové prekurzory enterolaktonu a enterodiolu preménény
pomoci stievni mikroflory na vyse zminéné savci lignany — enterolakton a enterodiol, jez
jsou také znamé jako fytoestrogeny. I prestoze fytoestrogeny nejspiSe nemaji jakoukoliv
hormonalni funkci, vdZou se v bufice na estrogenni receptory.’ Bylo prokazano, Ze hladina
enterolaktonu v krvi je podstatné niz$i u pacientek s karcinomem mléénych zlaz nez u
zdravych jedinci. Snizit riziko hormondln¢ zéavislého onkologického onemocnéni,
osteopordzy a srdeCnich ptihod lze pravé diky ustdlené hladiné enterolaktonu. I pftes
prokazané pozitivni u¢inky lignanli a neolignanii neni biologickd aktivita mnoha z nich

objasnéna, a proto jsou cilem dalsiho zkoumani.>®

QO\ j OH

pinoresinol sezamin lariciresinol secoisoresinol matairesinol

OH_oH

enterolakton enterodiol

Obrazek 9. Chemické struktury vybranych prirodnich lignanii.>®
2.2.1.1 Ovlivneni centralni nervové soustavy

Jednou z molekul, ktera ma zndmou a znac¢nou aktivitu na centralni nervovou soustavu, je
honokiol (Obrazek 10). Jedna se o neolignanovy bifenol piitomny v semennych Siskach ¢i
kife stromu Magnolia, ktery je hojné vyuzivdn v tradicni ¢inské mediciné jako
analgetikum.>®® Bylo prokazino, Zze ma protiniddorové, protizanétlivé, antitrombdzni,
antipatogenni, antioxida¢ni a neuroprotektivni u¢inky.>®®! Pti experimentech na kulturach

potkanich kortikalnich neuronti zavadénych za ucelem zkoumani neurotropni aktivity
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honokiolu, bylo zjisténo, ze 4'-fenolova a 5-allylova skupina u této latky hraji vyzna¢nou
roli pro rust neuronu. Zarovenn bylo prokazano, ze 4-O-methylhonokiol mé& také
neurotrofickou aktivitu.®* Pravdépodobné diky své malé molekulové hmotnosti miize
honokiol prochazet hematoencefalickou bariérou,%°%! ¢imz piedstavuje potencialni Iék pro
1é¢bu neurodegenerativnich poruch jako je napt. Alzheimerovu choroba (AD). Honokiol
zabranuje zaniku cholinergnich neuronti u AD tim, Ze inhibuje agregaci proteinu 3-amyloidu
(Ap) v mozku, cholinesterasu, oxidativni stres a chelatuje Zelezo.®® Dalsi slou¢eniny, které
vykazovaly pfiznivé u¢inky proti agregaci Ap, jsou (+)-lyonisid a (-)-isolariciresinol 9'-O-
beta-D-glucosid. Pomoci molekularniho dokovani bylo zjisténo, ze inhibice agregace Ap je
zpusobena glykosidovym fetézcem. Navic se ukazalo, ze U¢innost téchto sloucenin je
nasobné vys§i nez u béznych 1é¢iv proti AD (napf. kurkuminu).®? Actigenin, lignan
dibenzylbutyrolaktonového typu, je znamy svou neuroprotektivni aktivitou. Mimo to byly u
tohoto lignanu objeveny protinadorové a protizanétlivé vlastnosti. Dale je v klasické
mediciné vyuzivan pro 1écbu encefalitidy. Pro své neuroprotektivni vlastnosti by arctigenin
a jeho derivaty mohly byt aktivni viéi rGznym nervovym onemocnénim (schizofrenii,
autismus, bipolarni poruchu, mentalni retardaci aj.). Jeho ucinnost spoéiva v inhibici
ionotropnich glutamovych receptord, jez jsou citlivé na kainat, ¢imz brani excitotoxicitu

neurontl. A také miize prochéazet pres hematoencefalickou bariéru.®®

- O HO

/ \

honokiol

arctigenin (-)-isolariciresinol 9'-O-beta-D-glucosid

Obrézek 10. Chemické struktury lignanii a neolignanii s neuroprotektivnimi vlastnostmi.t-63
2.2.1.2 Antioxidacni aktivita

Produkty oxidace vznikaji v rostlinach spontanné pii oxidativnich procesech (O,
peroxidové radikaly aj.). Nadprodukce volnych radikald je vSak pro rostlinu toxicka a
zpusobuje poSkozeni bunéénych struktur. Disledkem muze byt urychlené starnuti bunék.

Tyto negativni U¢inky jsou kli¢ové pro vyvoj chronickych a degenerativnich chorob. Pro
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zabranéni tohoto procesu se vyuzivaji antioxidanty, které neutralizuji tyto reaktivni druhy
volnych radik4ld a pfeméni je na neskodlivé molekuly.% Piirodnimi antioxidanty rostlin jsou
pravé fenolické latky. V zivocisSnych bunkach pak tyto latky mohou fungovat obdobné¢.
Antioxidac¢ni vlastnosti byly prokdzany u sezaminu (Obrazek 11) (zachyt volnych radikala),
ktery zabranuje lipoperoxidaci vyvolané po fyzické namaze. Bylo zjisténo, Ze epoxylignany
s tetrahydrofuranovou skupinou, zejména 3'-hydroxy-4-epi-larreatricin a 4-epi-
larreatricin, maji pomérné¢ vysokou antioxida¢ni aktivitu, ktera je S Vvysokou
pravdépodobnosti spojena s po¢tem a polohou hydroxy a methoxy skupiny na skeletu.
Zaroven tetrahydrofuranové a fenylova skupina také nejspise témto vlastnostem prispiva.
Lignany actigenin, 3" -hydroxy-4-epi-larreatricin a 4-epi-larreatricin jsou u¢inné proti
toxickym trichloromethylovym radikdltim, které vznikaji poSkozenim jaternich bunék
tetrachloromethanem. Dan¢ radikaly zpiisobuji peroxidaci lipidi ¢i se navdZou na proteiny,
lipidy a nukleové kyseliny. Dle publikovanych dat fenolova skupina u lignant hraje pfi

téchto aktivitach nezastupitelnou roli.%®

(-)-sezamin (-)-4'-demethyltraxillagenin: R = OH 3"-hydroxy-4-epi-larreatricin: R = OH
(-)-traxillagenin: R = OCH, 4-epi-larreatricin: R =H

Obréazek 11. Vybrané chemické struktury lignanii zodpovédné za redukci volnych radikalii.%
2.2.1.3 Antikarcinogenni ucinky

Nadorové bunky se déli mnohonasobné rychleji nez zdravé bunky. Tento fakt musi byt
zohlednén pfi jejich 1€cbé, napt. pii 1€cbé malignich naddorovych onemocnéni se obecné
pouziva chirurgicka resekce, radioterapie, chemoterapie i cilena biologicka 1é¢ba. V oblasti
chemoterapie v posledni dobé prudce vzrostl zajem o ptirodni slouceniny S cytotoxickou
aktivitou ¢&i schopnosti blokovat bunéény cyklus.%® Jednou z takovych pfirozené se
vyskytujici latek je podofylotoxin (Podophyllum) (Obrazek 12), ktery je schopen zastavit
replikaci bunék tak, ze se vaze se na tubulin a narusi tak cytoskelet pii bunécném déleni.
Zaroven ma i antivirové vlastnostmi, jelikoz blokuje reverzni transkriptasu. Kwvili
gastrointestinalni toxicit¢ podophylotoxinu musely byt vyvinuty jeho semisyntetické

derivaty — etoposid a teniposid, které nemaji (resp. maji znatné omezené) nezadouci u¢inky.
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Etoposid se pouziva k1écbé karcinomu zaludku, vajecniku, pankreatu, rGznych druht
leukémie atd.®” Dalsi laktonovy lignan, (-)-trachelogenin, byl prokizan jako té&inna latka
pii autofagii nadorovych bun¢k lidského kolorektalniho karcinomu. Mezi G¢inky této latky
patii antihypertenzni, antileukemicka, chemopreventivni, antiproliferacni a cytotoxicka
aktivita.%® Lignan (+)-pinoresinol vykazuje antifungalni, antibakteridlni, protizanétlivou,
antioxida¢ni, hypoglykemickou a protinddorovou aktivitu. Zastavuje bunéény cyklus
nadorovych bunék a navodi tak jejich apoptdzu. Z podrobného vyzkumu vyslo, ze (+)-
pinoresinol blokuje bunétné linie HepG2 hepatocelularninho karcinomu a ma potenciél

inhibovat invazi a migraci tumoru.®®

(0] QHO @ OH
podofylotoxin - mo teniposid E ':' etoposid
A
7 Q
o~ O oH
(-)-trachelogenin (+)-pinoresinol

Obrazek 12. Chemické struktury lignanii s protinadorovymi vlastnostmi.6”-69
2.2.1.4 Protizanétlivé ucinky

Zanétliva reakce je obranou reakci organismu na poskozeni vlastni tkané. Pi pietrvavajicim
napadeni, které muze kontinualné spoustét zanétlivé reakce ¢i pii autoimunitnich
onemocnénich muze dochéazet k rozvoji chronickych zanéta s graduélni obménou tkané.
Nekteré lignany maji schopnost inhibovat expresi prozanétlivych molekul jako napt. oxidu
dusnatého, interleukint, tumor nekrotizujici faktoru, lipooxigenasy aj. Secoisolariciresinol
diglukosid (Obrézek 13) snizuje u¢inky leukocyti zodpovédnych za zanétlivou aktivitu tak,
Ze ptimo brani interakci zanétlivych bunék s hematoencefalickou bariérou. Schisandrin B

a (+)— epizesaminon piisobi proti zanétim obdobng.>®
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(+)-episezaminon schisandrin B secoisolaresinol diglukosid
Obrazek 13. Secoisolaresinol diglukosid a (+)-episesaminon s protizanétlivou aktivitou.%®
2.2.1.5 Antibakterialni a antivirové ucinky

V dtsledku zneuzivani a naduzivani antibakterialnich 1é¢iv vzrista celosvétovy problém
tykajici se vzniku multirezistentnich kmend. Sekundarni rostlinné metabolity s bakteriocidni
¢i bakteriostatickou aktivitou by mohly byt potencionalnim feSenim tohoto problému.
Jednou z takovych latek je hinokinin (Obrazek 14). U této latky izolované z Commiphora
leptophloes byly objeveny slibné antibakteridlni uc¢inky (aktivni va¢i rezistentnim
Staphylococcus aureus).”® Arylnaftelanovy lignan patentiflorin A (syntetizovany i ptirodni,
izolovany z Justicia gendarussa) vykazuje aktivitu proti HIV. Antivirova aktivita je u tohoto

lignanu vyssi v porovnani se standardné vyuzivanym lé¢ivem vici AIDS, zidovudinem.’

(e}
(o]
O\._ I
o] o]
o
hinokinin patentiflorin A

Obrazek 14. Hinokinin s antibakterialni aktivitou a patentiflorin A s virucidni aktivitou 7971,

2.2.1.6 Antiprotozoalni aktivita

Chagasova choroba a leishmanidza se zatazuji k zanedbavanym tropickym onemocnénim.
Na Chagasovu chorobu zptsobenou bicikatymi prvoky Typamasoma cruzi ro¢né zemie
14 000 lidi. Lintetralin, 5-demethoxyniranthin a niranthin (Obrazek 15), které byly
nejspiSe izolovany z listi Phyllanthus amarus, byly testovany proti T. cruzi a Leishmania
amazonensis. Niranthin vykazoval nizkou cytotoxicitu viéi hostitelskym bunikam a zaroven

vysokou antitrypanosomalni aktivitu proti intracelularnim amastigotim. Lintetralin a 5-
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demethoxyniranthin byly u¢inné proti promastigotim L. amazonensis, avsak jejich uc¢innost
byla mnohem vyssi u intracelularnich amastigotd. Jejich schopnost rozpoustét se v tucich je
nejspise klicovym faktorem pro interakci latky s parazitem v hostitelské butice. Pfedpoklada
se, ze dané lignany by mohly byt u¢inné i na jiné druhy Leishmanii.’?
U (+)-nyasolu byla potvrzena aktivita vii¢i promastigotim Leshmania major a zaroven

[ 24

stiedni u¢inek proti ristu prvoka Plasmodium falciparum zpusobujici jednu z nejzavaznéjsi

3 Listy rostliny Piper sanguineispicum  obsahujici

chorob  svéta, malarii.’
(-)-sanguinolignanem A (SA) vykazuji aktivitu proti amastigotim L. amazonensis. |
ptestoze tato latka neni ani zdaleka tak ucinna jako amfotericinu B, byla u né&j objevena
pozoruhodnd nizka cytotoxicita vac¢i makrofagim a karcinogennim i zdravym bunéénym

liniim."™

e

OO 0
~o : O o

niranthin

(+)-nyasol

(-)-sanguinolignan

Obrazek 15. Chemické struktury lignami s antiprotozoalni aktivitou.”7

Chemicka syntéza a biologickd aktivita SA byla nasledné zkoumana v nasi
vyzkumné skuping. Bylo zjisténo, ze klicovy skelet SA, lignano-lakton, je pravdépodobné
pficinou antileishmanidlni aktivity. Cilem projektu bylo, a nadale je, modifikovat tento
skelet zahrnujici alespont 4 rizné funkéni skupiny pro vytvoteni chemicky riznorodé
knihovny, kterd by umoZznila popis vztahu chemické struktury a mechanismu uc€inku
vytvofenych latek. Tato knihovna by pak mohla vytvofit zaklad pro studium a vyvoj nového
antileishmanialniho terapeutika. Jako zakladni skelet pro tento vyvoj byl vybran
cyklopropyl fenyl sulfonyl lakton (Obrdzek 16). Tento lakton byl nasledné transformovan

na nové slouceniny, ¢imz byla vytvofena knihovna prvni generace, ktera obsahovala 101
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latek. Slouceniny byly testované na promastigotech Leishmania major na Hebrejské
Univerzit¢ v Izraeli a nasledné na bunééné linii lidskych makrofazich THP-1 (zjisténi
cytotoxicity). Inhibi¢ni aktivita promastigota L. major byla u dvou latek vyssi nez 80 %,
z ¢ehoz cyklopropyl fenyl sulfonyl lakton znemoznil rist 95 % parazitim. DalSim
pozoruhodnym objevem bylo, ze u obou latek nebyla pozorovana cytotoxicita u bun¢k THP-
1. I kdyz tato bioaktivita neni srovnatelnd s amfotericinem B, tento vyzkum otvird dvete

k syntéze nové knihovny chemickych sloué¢enin.®

O/‘:
4P

Obrazek 16. Priklady syntetickych sloucenin pripravené rozmanité orientovanou syntézou (Diversity-Oriented synthesis,
DOS).4

U cyklopropyl fenyl sulfonyl laktanu nebylo prozatim zjisténo, kterd cast molekuly
ptesné zodpovida za antileishmanidlni aktivitu. Cilem mé prace je pokusit se strukturné
modifikovat sulfonovy fragment dané latky. Diivodem modifikace tohoto fragmentu je
porozumét jeho aktivité ve vztahu s parazitem a pozorovat vliv nové upravenych molekul na
amastigoty a hostitelské makrofagy. Bohuzel z divodu COVID-19 karantény jsem nemohla
testovat tyto latky na leishmaniich (lzrael) a tedy jsem provedla pouze ohodnoceni jejich
aktivity vucéi C. elegans. Biologické testovani vaci bunééné linii MCF-7 odvozené od

prsniho adenokarcinomu bylo provedeno Mgr. Lucii Rarovou, Ph. D.

34



3. EXperimentalni ¢ast
3.1 Chemikalie

Pro jednotlivé kroky byly pouzity tyto chemikalie: acetonitril (CH3CN), bromoacetonitril,
a-bromoethylacetatu, (2-bromomethyl)benzen, 2-bromopentan, destilovana voda,
diethylether (Et20), dichlormethan (CH2Cl.), dimethylsulfoxid (DMSO), ethanol (EtOH),
ethylester kyseliny octove (EtOAc), 1H-tetrazol-5-thiol-1-fenyl, hexan, deuterovany
chloroform, deuterované DMSO, jodomethan, 1-jodopropan, 2-jodopropan, kyselina jodista
(Hs10s), kyselina octova (AcOH), 2-merkaptobenzothiazolu (BT-SH), methanol (MeOH),
methanolat sodny (MeONa), methyl bromoacetat, natrium-benzensulfinat, oxid chromovy
(Cr0Os3), peroxid vodiku (H20250%), petrolether (P.E.), (S)-(+)-epichlorhydrin, siran sodny
bezvody (Na>SOa), siti¢itan sodny (Na2SO3), sodik (Na), triethylamin (EtsN), tetrahydréat
heptamolybdenan amonny (NH4)sM07024 - 4 H>O, tetrahydridoboritan sodny (NaBH4) od
firem Sigma-Aldrich, Merck, Lachner a Fluka. Paklize neni uvedeno jinak, veskeré latky
byly pouzity ve stejné Cistoté, v jake byly dodany. Nasyceny roztok hydroxidu sodného
(NaCl), 2 M vodny roztok kyseliny chlorovodikové (HCl) a suchy EtOH byly ptipraveny

technickym personalem v Laboratofi rustovych regulatoru.

3.1.1 Vizualiza¢ni roztoky pro tenkovrstvou chromatografii (TLC)

Zasadity roztok KMnO4 (20 g K2COs a 9 g KMnO4 v 150 mL 10% NaOH).
Vanilin (2 g vanilinu v 100 mL EtOH s obsahem 1 mL koncentrované H2SOa4).

Hannesiantiv vizualiza¢ni roztok (12 g fosfomolybdenové kyseliny v 250 mL EtOH).
3.2 Pufry a média

Pro kultivaci C. elegans byly pouzity tyto pufry a média: M9 médium (NazHPOg4 - 12 H.O
15 g, KH2PO4 3 g, NaCl 5 g, MgSOg4 - 7 H20 0,25 g, doplnéno destilovanou vodoudo 1 L a
autoklavovano), fosfatovy pufr (KH2POs 136 g, doplnéno destilovanou vodou do 1 L,
upraveno pH na 6 s pouzitim SM KOH, znovu doplnéno destilovanou vodou do 1 L a
autoklavovano), stopové prvky (Na,EDTA 1,869, FeSO4 - 7 H,0 0,69 g, MnCl; - 4 H20 0,2
g, ZnSO4 - 7 H20 0,29 g, CuSO4 0,016 g, doplnéno destilovanou vodou do 1 L a
autoklavovano), citratovy pufr (CsHsKs0- - H20 268,8 g, CeHgO7 - H20 26,3 g, doplnéno
destilovanou vodou do 900 mL, upraveno pH na 6 pomoci 5SM KOH, znovu doplnéno
destilovanou vodou do 1 L a autoklavovano), S bazalni reagent (NaCl 5,9 g, 50 mL nesterilni
fosfatoveho pufru, pfidano 1 mL cholesterolu, 5mg/mL v EtOH, doplnéno destilovanou

vodou do 1 L a autoklavovano), S-complete médium (10 mL sterilniho citratového pufru, 10
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mL sterilnich stopovych prvki, 3 mL sterilniho 1M CaClz a 3 mL sterilniho 1 M MgSOg),
LB médium (trypton 10 g, kvasnicovy extrakt 5 g, NaCl 10 g doplnéno do 1 L destilované
vody a autoklavovano), mrazici roztok (NaCl 5,85 g, KH2PO4 6,8 g, glycerol 300 g, 5,6 mL
IM NaOH, doplnéno destilovanou vodou do 1 L a autokldvovano), pufr na chitinasovy test
(NaOH 40 g, glycin 75 g, doplnéno destilovanou vodou do 1 L a srovnano pH na 10,6),
roztok na v€kovou synchronizaci C. elegans( 8 mL destilované vody, 1,5 mL roztok NaClO
a 0,5 mL 10M NaOH), médium pro rist hlistic neboli nematode growth medium (NGM),
které bylo ptipraveno z NaCl 1,2 g, pepton 1 g, agar 7,8 g v 400 mL destilované vod¢
s pridavkem 400 pl cholesterolu, 5 mg-mL™? v EtOH. Cela smés byla autoklavovana a po
zchladnuti bylo ptidano: 200 pl 1M sterilniho CaCly, 400 pL 1M sterilniho MgSO4 a 10 mL
sterilniho fosfatového pufru s pH 6. Substrat chitinasy a pozitivni kontrola jsou z firmy
Merck. Zbylé latky vétsinou pochazeji z LachNer, ale co se ty¢e kvasnicového extraktu,

tryptonu, peptonu a agaru tak ti jsou z VWR.
3.3 Metody a material

Veskeré slouceniny byly navazovany analytickymi vahami AS 220.R2. Magneticka
michacka s ohfevem Meidolph MR 3001 K byla pouzivana pro pribéh chemickych reakci,
kdy pro kontrolu prubéhu reakci a sledovani orientaéni ¢istoty meziproduktii i produkti byla
pouzita TLC na hlinikovych wvrstvdch pokrytych silikagelem 60 SIL G/UV 254
s fluorescenénim indikatorem od vyrobce Machery-Nagel ¢i Sigma-Aldrich. Kolonovou
chromatografii na silikagelu 34 od vyrobce Sigma-Aldrich (velikost ¢astic 230-400 mech,
velikost port 60 A) byly purifikovany finalni produkty. Eluované frakce byly kontrolovany
pomoci TLC a frakce se stejnym obsahem byly zahu$tény na rota¢ni vakuové odparce
(RVO) Interface 1-300 Biichi. Poté byla zméfena jejich spektra pomoci nuklearni magnetické
rezonance (NMR). NMR byla provedena analyza zatizenim Jeol 500 INM-ECA 500 MHz,
které je vykonné pfi frekvenci 500 MHz (*H) a 125 MHz (*3C). Pro méfeni probihajici za
laboratorni teploty (RT) byly pouzity deuterovana rozpoustédla chloroformu. Chemické
posuny (3) pro deuterovany chloroform byly kalibrovany na: *H — 7,27 ppm a 3C — 77,23
ppm. Protonové interakce jsou uvadény jako singlet (s), dublet (d), dublet dubletu (dd),
triplet (t), triplet tripletu (tt), pentet (p) a multiplet (m). Na inertni standard anebo signal
rezidualniho nedeuterovaného rozpoustédla byla provedena kalibrace 8. Chromatogram byl
ziskdn pomoci kapalinového chromatografu (LC) Agilent 1290 Infinity Il s UV-VIS
detektorem a hmotnostnim detektorem (MS) Agilent InfinityLab LC/MS. Pro ptecisténi
produktii byla pouzita kolona s reverzni fazi Agilent 5Prep-C18 10x21.2 mm, kdy 1 mg
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produktu byl rozpustén v 1 mL 1% MetOH. Rozpoustédlo bylo tvoreno (A) vodou a (B)
MetOH. Byl vyuzivan gradient — 10% MeOH (0 minut), 90% MeOH (10-12 minut), 10%
MeOH (12,5-13 minut) pii pratoku 20 mL/min. Kvartérni pumpa méla prutok 0,5 mL/min
(mobilni faze - 15mM mravenénan amonny : MeOH 50 %). Hmotnostni spektra byla ziskana
hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozlisenim (HRMS) Agilent 6230 Time-of-Flight
s iontovym zdrojem Dual AJS ESI, nebulizatir: 35 psi, teplota odpafujiciho plynu: 350 °C,
teplota a rychlost desolvac¢niho plynu: 260 °C a 11 L/min, napéti na kapilare a kuzelové
napéti: 3500 V a 300 V. Byl nastaven rezim uplného skenovani (100-1700 m/z). Celkové
vyhodnoceni bylo provedeno softwarem MassHunter. Ptistroj B-540 Biichi byl vyuzivan pro
méfeni bodu tani (b.t.). Polarimetrem Pol A Ar 3001 byla métena opticka otacivost pii
vinové délce 589 nm rozpusténim 10 mg ptipravené latky v 1 mL rozpoustédla (chloroformu
anebo CH2Cly).

3.4 Organicka syntéza
3.4.1 Cilena synteza cyklopropylfenylsulfonyl laktonu

3.4.1.1 2-(Fenylsulfonyl)acetonitril (3)

Br—_-CN 02

502 Na® 5 S_CN
©1 DMSO,RT ©/ 3

Sodna sul benzensulfinatu 1 (5 g; 30,5 nmol; 1,2 equiv) byla rozpusténa v DMSO (50,8 mL;

0,5 M vuci bromoacetonitrilu 2) za RT. Po dvou minutach byl roztok ochlazen na 0 °C
(voda/led) a za 5 minut byl pfidan 2 (3 g; 25,4 mmol; 1 equiv). Po 30 minutdch michani
smési byla oddélana lazen a roztok byl michan po dobu 2 hodin pfi RT. Ke smési byla
ptidana destilovana voda (50 mL) a cela smés byla extrahovana pomoci Et2O (3x 150 mL).
Spojené organicke faze byly promyty nasycenym roztokem NaCl (150 mL). Organicka faze
byla suSena nad bezvodym NazSOs, zfiltrovana a zahu$téna na RVO. Vysledkem reakce byl
snéhobily produkt 3 (4,6 g; 99%).

b.t. = 110-112 °C

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm): 8.02 (dt, J = 8.6, 1.1 Hz, 1H), 7.83 — 7.75 (m,
1H), 7.67 — 7.59 (m, 1H), 4.13 (s, 1H)

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 136.77, 135.58, 129.95, 128.95, 110.68, 45.86
MS (ESI*), m/z (%): 182 [M+H]* (100)

HRMS (ESI™) calcd. pro CgHsNO.S [M+H]": 182.0270, nalezeno 182.0270
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3.4.1.2 Cyklopropylfenylsulfonyl lakton (+)-5

0,
o, A~C PhO,S O
N +)-4
S C (+) . a:«/o
3 MeONa/MeOH
RT (+)-5

Pro rozpusténi 3 (4,6 g; 25,3 mmol; 1 equiv) v MeOH (114 mL) byl ptidan MeONa (34,3
mL; 25 % v MeOH; 6,1 equiv) za RT. Po 30 minutach pti RT byl ptfidan
(S)—(+)-epichlorohydrin (+)-4 (2,6 g; 27,8 mmol; 1,1 equiv). Smés byla michana po dobu 24
hodin pfi RT. Na RVO byl odpafen MeOH. Sm¢s byla zfedéna destilovanou vodou (114
mL), okyselena pomoci ledové AcOH na pH 4 a michana dalsich 24 hodin. Poté byla
provedena extrakce celé reakéni smési pomoci CH2Cl, (3x120 mL). Spojené organicke faze
byly promyty nasycenym NaCl (120 mL), suseny nad bezvodym Na»SOs, zfiltrovany a
zahu$tény na RVO. Hnéda olejovitd kapalina byla extrahovana krystalizaci v chlazeném
MeOH (50 mL), smés byla nasledné vlozena pod ultrazvuk a ulozena do lednice pfes noc.
Z reakéni smési vykrystalizoval produkt a byl odsat. Zbytek smési byl odpaien a ¢istén
pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; P.E.: EtOAc = 10:1 — 4:1— 2:1). Spojené
precisténé faze dali vznik produktu ve formé bilych krystala latky (1R)-1-(phenylsulfonyl)-
3-oxabicyclo[3.1.0]hexan-2-one (+)-5 (1,2 g; 20 %).

b.t.=113-115°C

a2’ = 4+90,3 (c 1.00, CHCl3)

IH NMR (500 MHz, CDCI3) & (ppm) = 1.46 (1 H, dd, J = 5.4, 5.4 Hz), 2.19 (L H, dd, J =
5.4,8.7 Hz), 3.18 (L H, ddd, J = 4.8, 5.4, 8.7 Hz), 4.19 (L H, d, J = 9.7 Hz), 4.40 (L H, dd, J
=4.38,9.7 Hz), 7.60 (2 H, dd, J = 7.3, 7.8 Hz), 7.71 (1 H, dd, J = 7.8, 7.8 Hz), 8.07 (2 H, d,
J=7.3Hz)

13C NMR (125 MHz, CDCls) § (ppm) = 19.32, 26.62, 45.93, 66.90, 128.84, 129.06, 134.27,
138.06, 167.65

MS (ESI*), m/z (%): 238 (M*)

HRMS (ESI™) calcd. pro C11H1004S 238.0300, nalezeno 238.0299
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3.4.2 Ptiprava alkyl sulfoni
3.4.2.1 Alkylace heteroarylthiolii 6 a 9

3.4.2.1.1 2-(isopropylthio)benzo[d]thiazol (8a)
)\|
S, 7a S >—
Ly QN
N Et;N N

6 CH,Cl, 8a

Do roztoku BT-SH 6 (1,4 g; 8,37 mmol; 1 equiv) v CH2Cl> (16,7 mL; 8,37 mmol; 1 equiv)
ochlazeném na 0 °C (voda/led) byl ptidan EtsN (3,49 mL; 25,1 mmol; 3 equiv) a nasledné
po kapkéch v pribéhu 5 minut 2-jodopropan 7a (1,7 g; 10 mmol; 1,2 equiv) rozpustény
v CH2Cl2 (2 mL). Vysledna reakéni smés byla ponechana michat po dobu 24 hodin p#i RT a
nasledné roziedéna pomoci CH>Cl> (100 mL). Poté byla promyta 2M ag. HCI (1x50 ml),
nasycenym roztokem NaCl (50 ml), susena nad Na>SQs, zfiltrovana, odpaifena na RVO, ¢imz
poskytla surovy produkt 8a (1,75 g; 99%).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.90 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.82 — 7.72 (m, 1H),
7.43 (ddd, J=8.3,7.2,1.3 Hz, 1H), 7.31 (ddd, J = 8.2, 7.3, 1.1 Hz, 1H), 4.10 (p, J = 6.8 Hz,
1H), 1.52 (d, J = 6.8 Hz, 7H)

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 166.83, 153.50, 135.44, 126.22, 124.48,
121.79, 121.14, 39.73, 23.50

MS (ESI*), m/z (%): 210 [M+H]"
3.4.2.1.2 2-(propylthio)benzo[d]thiazol (8b)

NN /_/
S 7b S
Qs X
N EtsN N

6 CH,Cl, 8b

Do roztoku BT-SH 6 (5 g; 29,9 mmol; 1 equiv) v CH2Cl, (100 mL) ochlazeném na 0 °C
(voda/led) byl ptidan EtsN (12,5 mL; 89,7 mmol; 3 equiv) a nasledné po kapkach v pribéhu
5 minut 1-jodopropan 7b (6,1 g; 35,9 mmol; 1,2 equiv) rozpustény v CH2Cl> (5 mL).
Vyslednd reakéni smés byla ponechana michat po dobu 24 hodin pii RT a nasledné
roziedéna pomoci CH2Cl, (100 mL). Poté byla promyta 2M ag. HCI (50mL), nasycenym
roztokem NaCl (50 ml), susena nad Na,SQg, zfiltrovana a odpafena na RVO. Ze smési byl

izolovan surovy produkt 8b (5,4 g; 99%).
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'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm): 7.88 (dd, J = 8.1, 1.0 Hz, 1H), 7.78 — 7.74 (m,
1H), 7.42 (ddt, J=8.2, 7.2, 1.0 Hz, 1H), 7.30 (ddt, J = 8.1, 7.4, 0.9 Hz, 1H), 3.40 — 3.30 (m,
2H), 1.87 (h, J = 7.3 Hz, 2H), 1.10 (t, J = 7.4 Hz, 3H)

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 8 (ppm): 167.61, 153.54, 135.34, 126.21, 124.32,
124.26, 121.64, 121.11, 121.05, 35.74, 22.89, 13.59.

MS (ESI*), m/z (%): 210 [M+H]*

3.4.2.1.3 2-(methylthio)benzo[d]thiazol (8c)

H3C_|
S 7c S /
Q¥ Ly
N Et3N N
6 CH,Cl, 8c

Do roztoku BT-SH 6 (11.2 g, 66.9 mmol, 1 equiv) v CH.Cl, (134 mL) ochlazeném na 0 °C
(voda/led) byl piidan EtsN (27.9 mL, 201 mmol, 3 equiv) a nasledné po kapkach v pribéhu
5 minut jodomethan 7c (11.4 g, 80.3 mmol, 1.2 equiv) rozpustény v CH2Cl> (5 mL).
Vyslednd reakéni smés byla ponechana michat po dobu 24 hodin pfi RT a nasledné
roziedéna pomoci CH2Cl> (100 mL). Poté byla promyta 2M ag. HCI (100mL), nasycenym
roztokem NaCl (100 ml), susena nad Na>SOg, zfiltrovana ptes fritu a odpatfena na RVO. Ze
smési byl izolovan surovy produkt 8c (9.6 g, 99%).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm): 7.92 —7.86 (m, 1H), 7.81 — 7.75 (m, 1H), 7.43
(ddd, J=8.3,7.2,1.3 Hz, 1H), 7.33 - 7.28 (m, 1H), 2.81 (s, 3H)

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) § (ppm): 168.31, 153.57, 135.35, 126.28, 124.31,
121.60, 121.18, 16.15

MS (ESI*), m/z (%): 182 [M+H]*

3.4.2.1.4 Methyl 2-(benzothiazol-2-ylthio)acetat (8d)

- QL i YS\/”\ -
. cﬁgmz e

BT-SH 6 (5 g; 29,9 mmol; 1 equiv) byl rozpustén v CH2Cl> (52,3 mL). Roztok byl ochlazen
na 0 °C (voda/led). Byl do n¢j piidan methyl bromoacetat 7d (4,6 g; 29,9 mmol; 1 equiv) a
po 3 minutach byl pfidan EtsN (8,31 mL; 59,8 mmol; 2 equiv). Po 5 minutach byla

odstranéna vodni lazen a smés byla michana 48 hodin pii RT. Ke smési bylo piidana HCl
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(50 ml, 2 M) a vodni vrstva byla extrahovana pomoci CH2Cl2 (3x50 mL). Spojené organické
faze byly promyty nasycenym roztokem NaCl (50 mL), suseny nad Na2SQa, zfiltrovany pies
Celite® a odpafeny do sucha na RVO. Odparek poskytl surovy sulfid 8d (5 g; 70%).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm): 3.79 (s, 3H), 4.20 (s, 2H), 7.30 (td, J = 7.3, 1.3
Hz, 1H), 7.42 (td, J = 7.3, 1.3 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 8.9 Hz, 1H)
MS (ESI*), m/z (%): 240 [M+H]"

3.4.2.1.5 Methyl 2-((1-phenyl-1H-tetrazol-5-yl)thio)acetate (8e)

0
Ph E;'r\)J\o/ Ph 0

1
-N 7d N._S
N , e
Il >—SH N \)J\o
N~N Et;N N-N
9 CH,Cl, 8e

Tetrazol 9 (5 g; 16,7 mmol; 1 equiv) byl rozpustén v CH2Cl> (139 mL). Roztok byl ochlazen
na 0 °C (voda/led) a byl do n&j piidan methyl bromoester 7d (2,64 mL; 16,7 mmol; 1 equiv)
a po 3 minutach byl pfidan EtsN (7,72 mL; 33,3 mmol; 2 equiv). Po 5 minutach byla
odstranéna vodni lazenl a smés byla michana 4 dny pii RT. Smés byla rozifedéna pomoci
CHCI2 (100 mL) a nasledné promyta pomoci 2,0 M ag. HCI (80 mL). Vodni vrstva byla
extrahovana pomoci CH2Cl, (3x80 mL) a spojené organické faze byly promyty nasycenym
roztokem NaCl (80 mL), suseny nad Na>SOg, zfiltrovany a odpatreny do sucha na RVO, ¢imz
doslo k izolaci surového produktu 8e (3,42 g; 49%).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm): 7.58 (m, 5H), 4.19 (s, 2H), 3.75 (s, 3H)

MS (ESI*), m/z (%): 251 [M+H]*

34216 2-((1-phenyl-1H-tetrazol-5-yl)thio)acetonitril (8f)

Ph Bra_-CN Py
-N 2 N._-S<_CN
N , N
I />—SH N, W/
N~N Et;N N-N

9 CH,Cl, 8f

Tetrazol 9 (3 g; 16,7 mmol; 1 equiv) byl rozpustén v CH2Cl> (83 mL). Roztok byl ochlazen
na 0 °C (voda/led) a byl do n¢&j ptidan methyl bromoacetonitril 7d (2,1 g; 16,7 mmol; 1
equiv) a po 3 minutach byl pfidan EtsN (4,63 mL; 33,3 mmol; 2 equiv). Po 5 minutach byla
odstranéna vodni lazeit a smés byla michana 4 dny pii RT. Smés byla roziedéna pomoci
CH2Cl; (100 mL) a nasledné promyta pomoci 2.0 M aq. HCI (80 mL). Vodni vrstva byla

extrahovana pomoci CH2Cl. (3x80 mL) a spojené organické faze byly promyty nasycenym
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roztokem NaCl (80 mL), suseny nad Na>SOg, zfiltrovany a odpatreny do sucha na RVO, ¢imz
doslo k izolaci surového produktu 8f (3,42 g; 95%).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.61 (ddd, J = 4.6, 3.5, 2.1 Hz, 3H), 7.57 —
7.52 (m, 2H), 4.24 (s, 2H)

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) § (ppm): 151.27, 133.09, 131.00, 130.38, 123.87,
114.89, 18.61

MS (ESIY), m/z (%): 218 [M+H]" (45%)
3.4.2.2 Oxidace sulfidii 6 a 9 na sulfony 10

3.4.2.2.1 2-(Isopropylsulfonyl)benzothiazol (10a)

s, )— 202 s, )—
: cat. (NH4)6MO7024 . 4H20 :
N EtOH/H,0=10:1 (V/V) N

8a 0°C->RT 10a

Do roztoku 8a (1,75 g; 8,36 mmol; 1 equiv) v EtOH (33,4 mL), ktery byl ochlazen na 0 °C
(voda/led), byl postupné ptidan roztok (NH4)sM07024 - 4 H20 (2,1 g; 1,67 mmol; 0,2 equiv)
v H202 (4,74 ml; 50% vodny roztok; 83,6 mmol; 10 equiv). Vysledna smés s oranzovym
zakalem byla michana pfi RT po dobu 24 hodin. Roztok byl nalit do smési EtOAc (50 mL)
H>0 (50 mL) a vysledny bifazovy systém byl rozdélen. Vodna faze byla extrahovana pomoci
EtOAc (3x50 mL). Spojené organické vrstvy byly promyty nasycenym roztokem NaCl (50
ml), suseny nad Na>SOs, zfiltrovany a odpafeny na RVO. Surovy produkt byl purifikovan
pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (P.E. : EtOAc = 10:1 — 4:1 — 2:1), ¢imz
se ziskal produkt 10a (0,5 g; 25 %) jako viskdzni olej.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm): 8.36 — 8.18 (m, OH), 8.12 — 7.98 (m, OH), 7.63
(dddd, J=22.3, 8.4, 7.2, 1.3 Hz, OH), 3.76 (p, J = 6.9 Hz, OH), 1.49 (d, J = 6.9 Hz, 1H)

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 164.99, 153.18, 137.16, 128.18, 127.83,
125.76, 122.49, 55.63, 15.60.

MS (ESI*), m/z (%): 242 [M+H]*
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3.4.2.2.2 2-(Propylsulfonyl)benzothiazol (10b)

H,0,
SeuSa~_  cat. (NH,)sMo70,, . 4H20 YS\/\
ST
N 8b EtOH/H,0=10:1 (V/V)
0°C->RT

Do roztoku sulfidu 8b (5,4 g; 25,8 mmol; 1 equiv) v EtOH (103 mL), ktery byl ochlazen na
0 °C (voda/led), byl postupné pfidan roztok (NH4)sM07024 - 4 H20 (6,4 g; 5,16 mmol; 0,2
equiv) v H202 (14,6 mL; 50% vodny roztok; 258 mmol; 10 equiv). Vysledna smés byla
michana pti RT po dobu 24 hodin. Roztok byl nalit do smési EtOAc (100 mL) s H.O (100
mL) a vysledny bifazovy systém byl rozdélen. Vodna faze byla extrahovana pomoci EtOAc
(3x100 mL). Spojené organické vrstvy byly promyty nasycenym roztokem NaCl (100 ml),
suSeny nad Na,SOg, zfiltrovany a odpafeny na RVO. Surovy produkt byl purifikovan pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu (P.E. : EtOAc = 10:1 — 4:1), ¢imz se ziskal produkt
10b (3,4 g; 51 %) jako viskozni olej.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm): 8.24 (ddd, J = 8.2, 1.3, 0.7 Hz, 1H), 8.03 (ddd,
J=8.0,1.4,0.7 Hz, 1H), 7.66 (ddd, J=8.3, 7.2, 1.4 Hz, 1H), 7.61 (ddd, J = 8.4, 7.2, 1.3 Hz,
1H), 3.53 — 3.48 (m, 2H), 1.99 — 1.85 (m, 2H), 1.09 (t, J = 7.4 Hz, 3H)

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 166.13, 152.99, 145.14, 128.24, 127.88,
125.70, 122.57, 56.59, 16.48, 13.19.

MS (ESI*), m/z (%): 242 [M+H]*

3.4.2.2.3 2-(Methylsulfonyl)benzothiazol (10c)

S-S 1202 S gz
~N cat. (NH4)5MO7024 . 4H20 N
o - ST
8c EtOH/H,0=10:1 (V/V) 10c
0°C->RT

Do roztoku sulfidu 8c (9,6 g; 53 mmol; 1 equiv) v EtOH (212 mL), ktery byl ochlazen na
0 °C (voda/led), byl postupné pfidan roztok (NH4)sMo07024 - 4 H20 (13,2 g; 10,6 mmol; 0,2
equiv) v H202 (30 mL; 50% vodny roztok; 10 equiv). Vysledna smés byla michana pii RT
po dobu 24 hodin. Roztok byl nalit do smési EtOAc (200 mL) H20 (200 mL) a vysledny
bifazovy systém byl rozdélen. Vodna faze byla extrahovana pomoci EtOAc (3x200 mL).
Spojené organické vrstvy byly promyty nasycenym roztokem NaCl (200 ml), suSeny nad
Na2S04, zfiltrovany a odpafeny na RVO. Surovy produkt byl purifikovan pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu (CH2Clz: EtOAc =2:1), ¢imz se produkt 10c (7,2 g; 64%) jako

viskozni olej.
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'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 8.26 — 8.20 (m, 1H), 8.04 (dt, J = 8.0, 0.8 Hz,
1H), 7.70 — 7.65 (m, 1H), 7.65 — 7.59 (m, 1H), 3.43 (s, 3H)

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 165.54, 156.56, 141.86, 128.33, 127.95,
125.65, 122.61, 42.65

MS (ESI*), m/z (%): 214 [M+H]*

3.4.2.2.4 Methyl 2-(benzothiazol-2-ylsulfonyl)acetét (10d)

\’/ cat. CrO; ~ Y \/”\ e
CH3CN, 0°C->RT

Do roztoku CH3CN (52,2 mL) byl za RT piidan sulfid 8d (5 g; 20,9 mmol; 1 equiv) a Hs1O¢
(14,3 g; 62,7 mmol; 3 equiv). Roztok byl ochlazen na 0 °C (voda/led) a ke smési byl piidan

Cr0O3 (0,63 g; 6,27 mmol; 0.3). Po 30 minutach byla oddélana lazen a smés byla michana po
dobu 24 hodin pti RT. Roztok byl ochlazen na 0 °C (voda/led) a ke smési byl pfidan
nasyceny roztok Na;SOs (52 mL). Vznikla ¢erna kapalina byla zfiltrovana pies Celite® a
vznikly roztok byl extrahovan pomoci EtOAc (5x50 mL). Spojené organické faze byly
promyty nasycenym roztokem NaCl (50 mL), suSeny nad Na>SOs, zfiltrovany a odpateny na
RVO, coz poskytlo produkt 10d (4,4 g; 76%) jako Zlutou krystalickou latku.

b.t. = 68-70°C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 8.35 —8.17 (m, 1H), 8.11 — 8.00 (m, 1H), 7.65
(ddd, J = 7.9, 7.2, 1.4 Hz, 1H), 7.61 (dtd, J = 10.6, 7.2, 1.5 Hz, 1H), 4.58 (s, 2H), 3.74 (s,
2H).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 164.95, 162.25, 152.55, 137.13, 128.43,
127.92, 125.72, 122.53, 77.48, 77.16, 76.85, 58.66, 53.53.

MS (ESI*), m/z (%) 272 [M+H]*

HRMS (ESI) m/z: [M + H]* spo¢itano pro Ci10H10NO4S; 272.0046; nalezeno 272.0043
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3.4.2.2.5 Methyl 2-((1-phenyl-1H-tetrazol-5-yl)sulfonyl)acetate (10e)

Ph o) Hsl0g Ph o, O
\ cat. CrOg N

N ] _ N ] _
N T o - N, T o
N-N CH43CN, 0°C->RT N-N

8e 10e

Do roztoku CH3CN (35 mL) byl pfi RT ptidan sulfid 8e (3,4 g; 15,7 mmol; 1 equiv) a Hs10e
(10,8 g; 47,2 mmol; 3 equiv). Roztok byl ochlazen na 0 °C (voda/led) a ke smési byl ptidan

CrOs3 (0,5 g; 4,72 mmol; 0,3 equiv). Po 30 minutach byla oddélana lazen a oranzovy roztok
byl michén po dobu 48 hodin pfi RT. Roztok byl ochlazen na 0 °C (voda/led) a byl ke smési
ptidan nasyceny vodny roztok Na;SOsz (35 mL). Vznikla reakéni smés byla zfiltrovana pies
Celite® a vznikly roztok byl extrahovan pomoci EtOAc (5x35 mL). Spojené organické faze
byly promyty nasycenym roztokem NaCl (20 mL), suSeny nad Na»SOs, zfiltrovany a
odpafeny na RVO, coz poskytlo surovy reakéni produkt 10e, ktery byl purifikovan pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu (P.E. : EtOAc=10:1 — 4:1— 2:1), a poskytl zadany
produkt 10e (0,5 g; 13%).

b.t. = 66-67 °C
'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.95-7.51 (m, 5H), 4.69 (s, 2H), 3.75 (s, 3H)

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 161.6, 153.2, 132.8, 131.6, 129.6, 125.5, 59.2,
53.6

MS (ESI*), m/z (%) 283 [M+H]*
HRMS (ESI") m/z: [M + Na]" spo¢itano pro C10H10N4sNaO4S: 305.0320; nalezeno 305.0317

3.4.2.2.6 2-[(1-Fenyl-1H-tetrazol-5-yl)sulfonyl]acetonitril (10f)

N'NW/SVCN cat. ©ro% - N'N TS 2\/CN
N-N CH3CN, 0°C->RT N-N
8f 10f

Do roztoku CH3CN (35 mL) byl pii RT ptidan sulfid 8f (3,42 g; 15,7 mmol; 1 equiv) a Hsl1Os
(10,8 g; 47,2 mmol; 3 equiv). Roztok byl ochlazen na 0 °C (voda/led) a ke smési byl piidan

CrO3 (0,5 g; 4,72 mmol; 0,3 equiv). Po 30 minutach byla oddé€lana lazen a oranzovy roztok
byl michan po dobu 48 hodin pfi RT. Roztok byl ochlazen na 0 °C (voda/led) a byl ke smési
ptidan nasyceny vodny roztok Na;SOz (35 mL). Vznikla reakéni smés byla zfiltrovana pies
Celite® a vznikly roztok byl extrahovan pomoci EtOAc (5x35 mL). Spojené organické faze
byly promyty nasycenym roztokem NaCl (20 mL), suSeny nad NaSOs, zfiltrovany a
odpaieny na RVO, coz poskytlo surovy reakéni produkt 10e, ktery byl purifikovan pomoci
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sloupcové chromatografie na silikagelu (P.E. : EtOAc=10:1 — 4:1— 2:1), a poskytl zadany
produkt 10f (0,5 g; 13%).

1H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm): 7.83 — 7.47 (m, 5H), 4.81 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 147.84, 132.16, 130.17, 129.92, 124.95,
115.20, 45.89.

MS (ESI*), m/z (%) 250 [M+H]*
3.5 Biologicke testy

3.5.1 Zivotaschopnost lidskych buné&énych linii

Bunééné biotesty byly provedeny Mgr. Lucii Rarovou, Ph.D. Pro stanoveni cytotoxicity
vybranych piipravenych latek a vlivu Zivotaschopnosti lidskych nadorovych bunék byly
pouzity bunééné linie prsniho adenokarcinomu MCF-7. Nejdfive byla provedena kultivace
bun¢k v kultivacnim médiu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) doplnéném o
10% fetalni sérum, 2 mM L-glutamin, streptomycin 100 pg/ml a penicilin 100 IU/mL v CO>
inkubatoru pfi teploté 37 °C. Buiky byly vysazeny podle standardniho protokolu do 96-
jamkové desky o koncentraci 5000 bunék/jamka. Druhého dne byly testované latky pfidany
do jamek vzdy v triplikatu v odli$nych koncentracich, pfi¢emz nejvyssi koncentrace ¢inila
50 mM. Po 72 hodinach byl do jamek aplikovan roztok resazurinu (10 pL), desky byly
nasledné inkubovany po dobu 3 hodin. Poté méla byt zméfena fluorescence piistrojem Tecan
(excitace: 544 nm, emice: 590 nm). Hodnoty poloviny maximalni inhibi¢ni koncentrace
(ICs0) by byla vyhodnoceny v programu Prism 8 (GraphPad Software, Kalifornie). Z divodu

kontaminace bunéénych linii hodnoty fluorescence a hodnoty stanoveni ICsq nebyly ziskany.

3.5.2 Anthelminticka aktivita

Ke stanoveni anthelmintické aktivity byla vyuzita wild-type linie C. elegans N2. Cervi byli
péstovani na Petriho miskdch s NGM osazenymi bakteriemi Escherichia coli OP50
ptipravené z LB média za standardnich kultivacnich podminek. C. elegans i E. coli byly
zakoupeny od Caenorhabditis genetic center (Minnesota, USA). Prace pfevazné probihala
ve flowboxu (aura HZ 72 T — BioAir). Nejprve byly pfipraveny bakteric v LB médiu. Do
sterilni banky s LB médiem byly klickou pfiddiny z LB misky bakterie. Banka
s inokulovanym médiem byla tfepana na tfepacce (IKA KS 260 basic) a zaroven kultivovana
v inkubatoru (Schoeller) pii 37 °C pies noc. Teplé tekuté NGM médium bylo pipetou
naneseno na Petriho misky (60 mm a 100 mm) a po ztuhnuti média byly na misky naneseny
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E. coli v LB médiu, jez byly kultivovany ve 37 °C pies noc. Z udrzovaci misky s ¢ervy byl
vyfiznut ¢tverec NGM, ktery byl pfenesen na cCerstvou misku obsazenou bakteriemi.
Nasledné¢ byla ptipravena bakterialni suspenze v S-complete. Do zkumavky zvazené vahou
AND byla pienesena bakterialni suspenze a stocena na centrifuze (Holm&Halby). Po
odstranéni supernatantu byly stény zkumavky dvakrat omyty S basdlnim cinidlem. Ze
zkumavek byla odebrana prebyte¢na tekutina. Mokry pelet byl rozsuspendovan v S-compete
médiu, aby vysledna koncentrace suspenze ¢inila 60 mg bakterii/mL. Populace C. elegans
byla smyta pipetorem (Swiftpet) z misky pomoci 2 mL M9 média a ptenesena do
mikrozkumavek, jez byly stoceny mikrocentrifugou (Labnet) zhruba na 10 sekund. Po
odstranéni supernatantu byl pfidan 1 mL roztoku na v€kovou synchronizaci, poté byly
mikrozkumavky s hlisty tfepany na termoshakeru (Mixing Block MB-102) pii otdckach
15000 rpm a RT tak dlouho, dokud nedoslo k rozpusténi cervii s vyjimkou vaji¢ek. Zhruba
po 10 minutach byly vzorky sto¢ené na 15 sekund. Supernatant byl odebréan a pelet s vajicky
byl 3x promyt 1 mL M9 média a 1x 1 mL S-complete médiem. Mikrozkumavky byly
centrifugovany a pelet s vaji¢ky byl pienesen pomoci 5 mL S-complete média do 15 mL

zkumavky. Cervi byli umisténi do inkubétoru na tfepacku pti 150 rpm, 20 °C, na 24 hodin.

Pocet Cerstveé vylihnutych larev hlistt byl spo¢itan na 1 mL. Do roztoku S-complete
média s larvami byly pfidany bakterie E. coli kultivované v LB médiu o koncentraci 60
mg-mLt. Vysledna koncentrace média obsahujici hlisty a bakterie ¢inila 3 mg-mL™. Dany
roztok byl napipetovan multikanalovou pipetou (Transferpette S-12) do 96 jamkoveé desky
tak, aby kazda jamka byla obsazena 15-30 Cervy. Testovani vybranych latek bylo provedeno
ve dvou koncentracich, a to 50 pmol-L? a 5 pmol-Lt. Ve stejnych objemech jako
testovanych latek byla pouzita pozitivni kontrola ivermektinu (1 umol-L™*a 0,1 pmol-L?) a
negativni kontrola DMSO (0,1 % a 0,01 %). Jednotlivé jamky obsahovaly 100 pL finalni
suspenze. Deska byla zajisténa folii a byla inkubovéna na tfepacce pii 150 rpm, 20 °C, po
dobu 3 dni. Deska byla pozorovéna v mikroskopu (Leica) a kazdé jamce bylo ptidéleno
skére — mrtvi, zastaveni vyvoje, zpomaleni vyvoje, mirné zpomalené/méné potomstva a
v potadku. Nasledoval chitinasovy test. Deska byla stocena pti 1500 rpm na 2 minuty, aby
se zbavilo kondenzace na folii. Do jednotlivych jamek bylo pfidano 2,5 pL roztoku 4-
metylumbelliferyl B-D-N, N*, N""- triacetylchitotriosidu o koncentraci 0,8 mmol-L™*. Deska
byla inkubovana na 1 hodinu pii 37 °C. Po uplynuti inkuba¢ni doby byl pfidan pufr pro
chitinasovy test o objemu 50 pL. Fluorescence desky byla méfena piistrojem Tecan —

excitace: 360 nm a emise: 460 nm.
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4. Vysledky
4.1 Cilend modifikace sulfonové ¢asti cyklopropyl laktonu

4.1.1 Piiprava dosud nepiipraveného enantiomeru latky 5

Mym prvnim cilem bylo (znovu) pfipravit laktonovy bicyklus 5, ale v jeho opa¢ném
antipodu (Schéma 1). Tedy moje syntéza bicyklu 5 se od téch provedenych Mgr. Danielou
Konradovou, Ph.D. a Bc. Terezou Golkovou lisila absolutni konfiguraci na Cz a C4 atomech

uhliku u (+)-5. Celkové tato dvoukrokova syntéza vyustila v tvorbu (+)-5 ve 20% vytézku.

0,
o @ Bf\/CN AT pros, P
SO2” Na ~FC (+)-4 a:‘(/
- o}
©/ DMSO, RT ©/ MeONa/MeOH
1 3 (99%) RT (+)-5 (20%)

Schéma 1. Priiprava cyklopropyl laktonu ve dvou krocich s 20 % vytézkem.

4.1.2 Modifikace sulfonové ¢asti u latky 5

Hlavnim cilem mé préace bylo vyvinout metodu a nasledné pomoci ni pfipravit modifikované
struktury bicyklolaktonu v oblasti fenylsulfonové ¢asti. Hlavnim cilem zde bylo ptipravit
alkylsulfonem  substituované bicyklolaktony 11 a heterocyklem substituované
bicyklolaktony 12 (Obrézek 17).
9 06

(0]
alkyl—s’ heteroaryl-é”O o

o <{—= Phoiilfo — {go

1 12

cyklopropyl lakton

(modifikovana cast )

Obréazek 17. Planované modifikace na bicyklo laktonovém kruhu — zndzornéni modifikované édsti.
4.1.3 Syntéza alkyl substituovanych bicyklolaktont 11

Planovana syntéza alkyl substituovanych sulfonovych derivatt 11 méla byt dosazena v 5
krocich z alkyl halidu 7 a BT-SH 6 (Schéma 2). Piiprava byla zaloZena na modifikaci latky
7 na odpovidajici sulfon 10, ktery by byl podroben redukci mediovanou NaBHa, ktera by
dala za vznik sulfinové soli 13. Tato stl by reagovala s bromoacetonitrilem 2, ktery by pak
v bazicky mediované cyklizaci s epichlorhydrinem poskytl zadany bicyklolakton 11.
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(:[ />—SH
N
6 S oxidace
alkyl—X alkyl” \“/S _oxidace a|ky|/ Y
7 8 N@ redukce na
sulfinatovou

X=Br, | sul
alkyl—&7° O o, o ®
v, 2
~_Cl ~S<_CN Bra_-CN alkyl,302 Na
O 7 alkyl -~
(*)- 14 13
11

Schéma 2. Syntetické schéma vedouci k alkyl sulfonyl bicyklolaktonu.

Zapocala jsme syntézou alkyl benzothiazol-sulfidi 8 (Tabulka 2). Substituce se
povedla u alkyl jodidu 7a-c (tadek 1-3), ale nikoliv u alkyl bromida (7d a e, fadek 4 a 5).
Nasledna oxidace pfipravenych sulfidi 8a-c pak poskytla oc¢ekavany sulfon. Bohuzel jejich
dvoukrokova transformace na odpovidajici kyano derivat 14 vhodny pro néslednou
cykliza¢ni laktonizaci naprosto selhala (Tabulka 3). Z dosazenych vysledkd je

nejednoznacéné, ktery ze dvou kroku transformace nefungoval.

Tabulka 2. Priprava alkyl sulfonii vhodnych pro naslednou pripravu

S,
@E />—SH
N H20,

cat. (NH4)6M07024 4H,0

6 S S,
alkylmX —————> alkyl - alkyl/s
7 EtsN, CH,Cl 8 \y\\}/ EtOH/H,0=10:1 (V/V) \r
0°C->RT
s )
ARt -
7a 8a (99%)

10a (25%)

S-S S, —
) ~N N ©I pury
7b 8b (99%)N N

10b (51%)

,S s CH3
H,C—I HaC™ N ,)—so2
3 7e N

Radek

0,
8¢ (99%) 10c (64%)
4 Ph/\/Br P75 \r
> @
(<5%)

Br

5 /\)\ _
Te 8h (<5%)
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Tabulka 3. Transformace alkyl benzothiazoy! sulfonii 10 na cyklizacni prekurzory 14

0,
alkyl/s\fs NaBH, (2.0 ekviv)
o 0

EtOH, 0°C->RT

Sulfon (10)

1 ©I:/>_S>Oz_

10a

. Cs

10b

s, CHs
| />_302
3 N

10c

Bra_CN
502 |, @ 0,

alkyl”> "2 Na~ | ——— S _CN

pmso,RT A%,
o Cykliza¢ni prekurzor
Sulfoniova sil (13)
14

degradace -

. sl o)
Nejednoznacné “H 8 _cN
NMR spektra 14b (<5%)

Nejednoznaéné *H 0,
oS ON
NMR spektra 14c (<5%)

4.1.4 Syntéza heteroaryl substratd

Syntéza heterocyklem substituovanych laktont byla zalozena na tfikrokové syntéze

(Schéma 3). Jako modelové slouceniny byl vybran BT-SH 6 a fenyltetrazol 9. Jejich

transformace na odpovidajici cyklizaéni prekurzor 14 anebo 15 probihala pies odpovidajici

sulfid, a poskytla cilové latky v akceptovatelnych vytézcich. Bohuzel nasledna cyklizace za

standardnich podminek (Schéma 5) nevedla ke zadoucimu vysledku. Ve vsech pfipadech

doslo pouze k degradaci vychozich latek.

S
/>—SH

Ph 2 -
NI nebo
N~ (0]
U] />—SH
N< Br
N 9 \)j\OMe
7d

S
heteroaryl” "

nebo

15

Oz
S._-CN
heteroaryl” ™~~~ heteroaryl—&2° O
14
—_— O
o
CO,Me 12

Schéma 3. Syntetické schéma vedouci k heteroaryl sulfonyl bicyklolaktonu 12.
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\)LOMe Hs106
@[ N SH Y OMe cat. CrO; \7/ OMe
6 EtsN, CHoClp, RT 8d (70%) CH5CN, 0°C do RT 10d (76%)

Y

o
B

N'Ph r\)LOMe Ph‘ O HslOg Ph‘ 0, 0
N />—SH — T4 5 N,N\”/S\/U\OMe cat. Cr0s - N,N\”/S\/U\OME,
NN g  FtN, CHClo, RT N-N o 8e (49%) CH4CN, 0°C do RT WoN 108 (13%)

Br<__CN

°h ~~ Ph Hsl0g Ph O,
N*N>_ 2 \’/ cat. CrO3 l\\l\,/S\/CN
I p—SH ————————— > ,

N N

NN g EtoN. CHCly, RT N-N (95%) CH4CN, 0°C do RT \,‘\j,h 10f (13%)

Schéma 4. Priprava cyklizacnich prekurzori 10d-f.

0, N
. Cl (0]
0, (0] l/\/ ©: \>_SOZ
+)-4 S
N\\I/S\)]\OMe ( )X > O degradace
S MeONa/MeOH H
10d RT 12a

O,/: fN
Ph 02 1) l/\/C| El \>—802 0]
\ +)-4 =N
INYS\)LOMe ( )X > bh o degradace
No I 106 MeON&/MeOH H
N RT 12b
o)
Ph (+)<4 s H—80,
Sv X > N 0 degradace
N \l/ MeONa/MeOH Ph
10f RT H

12b
Schéma 5. Pokousend cyklizace prekurzorii 10d-f na cilové laktony 12a,b.
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4.2 Anthelminticka aktivita

Z divodu neuspésnych syntéz, které nevedly k tvorbé pozadovanych finalnich produkta 11
a 12 byly na testovani chitinasové aktivity na C. elegans pouzity pouze piipravené
meziprodukty 10a-c (Schéma 6).

NO>— N O ,— N Q/

[\ N ) (\Y

@\ S\\ @[ S\‘ Q\: S\\
S (e} S (o] S @]

10a 10b 10c

Schéma 6. Chemické struktury pouzitych meziprodukty na chitinasové biotesty na C. elegans — 10a-c.
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Graf 1. Chitinasova aktivita v C. elegans — urcend pomoci procentudlni intenzity signdlu, jez byla vztaZena k negativni
kontrole, 100 % DMSO. Vzorky 10a-c byly testované ve dvou koncentracich: C/ = 50 umol-I* a C2 = 5 umol-I*.
Koncentrace pozitivni kontroly ivermektinu cinila pro C1 = 0,1 umol-I'* a pro C2 = 0,01 umol-I'*. Jednotlivé hodnoty byly
zprimeérovany ze tri opakovani. Chybové usecky znaci stiedni chybu priiméru.

Biotesty na C. elegans byly zaméteny na chitinasovou aktivitu. Zdravi a mnozici se ¢ervi
produkuj chitinasu, kdezto mrtvi a nemocni Cervi nikoli. Pfi tomto testu se vyuZziva chitinasa
pro méfeni reprodukéni kapacita hlisti. Pfipravené latky (10a-c) byly testovany ve dvou
koncentracich 50 umol-L't a 5 pmol-L™. Ani u jedné z latek nebyl zaznamenam pokles
signalu chitinasové aktivity (Graf 1). Toxicky efekt a snizena produkce nebyla zaznamenana

ani pfi vizualnim hodnocenim v mikroskopu.
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5. Diskuse

Cilem bakalarské prace bylo pfipravit derivaty slouceniny cyklopropyl fenyl sulfonyl
laktonu. Tuto latku ve své disertacni praci ptipravila Mgr. Daniela Konradova, Ph.D. a
pouzila ji jako zékladni skelet pro syntézu dalSich 101 sloucenin. Zjistila, Ze dany lignan a
nékteré jeho derivaty disponovaly znac¢nou 0G¢innosti proti Leishmaniim. V pozorovani
vztahu mezi strukturou a biologickou aktivitou dosla k zavéru, ze fenylsulfonovy fragment

a laktonovy kruh jsou pii¢inou slibnych biologicky aktivnich vlastnosti (Obrazek 18).
strukturni motiv vykazujici
o 0 antileishmanidini aktivitu

cyklopropylfenylsulfonyl lakton

Obrézek 18. Struktura modifikovaného lignanu.

Tato prace klade dliraz na pozménéni prave sulfonové skupiny proto, aby bylo mozné
zjistit, jak se tato ¢ast skeletu podili na svych biologickych vlastnostech. Ugelem bylo
ptipravit sedm latek lisicich se zminénym fragmentem a nasledn¢ tyto latky ohodnotit na
biotestech. Jelikoz nam docasna situace ovlivnéna pandemii SARS-CoV-2 nehréla do karet,
nebylo bohuzel mozné provést v Izraeli testovani na parazitalnich Leishmanii, které mély
byt pfedmétem naseho zkoumani. Kviili tomuto divodu se vybrané latky testovaly pouze na
C. elegans a bunéénych linii MCF-7 odvozenych od lidského adenokarcinomu. A ve druhém
ptipadg, testovani na burikach, doslo z divodu COVID-19 k dal$im dvéma nepiijemnostem:
(1) z davodu restrikci jsem nemohla testovat vzorky sama (zamezen piistup na katedru
LRR), a (2) doslo knékolika na sobé navazujicim kontaminacim bunécnych kultur

Vv laboratoti Mgr. Lucie Rarové, Ph.D., které znemoznili vyhodnotit testy na mych latkach.

5.1 Organicka syntéza

Experimentalni prace byla zalozena na dvou odliSnych organickych syntézach, pti kterych
mély vzniknout nové laktonové derivaty substituované na sulfonu bud’to alkylem (latky 11a-
e) anebo heteroarylem (latky 12a,b) (Obrazek 19). Bohuzel se ukazalo, ze v piipadé struktur
11 navrzena syntéza (5-ti krokova) ma nékolik uskali. Nejprve jsme zjistili, ze hned prvni
krok, a to substituce benzothiazoylthiolu pomoci alkyl halidi neni tak obecna, jak by se
mohlo zdat, a ze pokud nejsou vyuzity alkyl jodidy, tak nedochazi k substituci (Tabulka 2).
Z mych pozorovani vypliva, Ze reakce bézely v potadku, pokud byla odstupujici skupina

radné aktivovana (jodid) anebo pokud bylo elektrofilni centrum na alkyl bromidu dodatecné
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aktivovano (ptitomnost elektron akceptorni skupiny). V piipadé alkyl bromida 7d a e
s velkou pravdépodobnosti v reakéni smési dochazi k neocekavané vedlejsi reakei, eliminaci
(Schéma 7). Této vedlejsi reakci, ktera se z divodu pomalejsi reaktivity viaci sulfidu 6 stava
hlavni, by se dalo obejit pouhou zménou baze z EtsN na napt. diethylisopropylamin
(DIPEA). To vsak nebylo v mé praci vyzkouseno, nebot’ pii paralelné provadénych reakcich
jsem zjistila, ze stejné nejsem schopna ptipravit touto cestou (Schéma 2) zadouci prekurzory

k latkam 11.

®
By  EtN NE Et;N
7d

Br
EtsN EtsN /\J )
/\)\ —»3 /\)\Gl.)\lEt:g Br@ 3 > + /1"’1/

Te

Schéma 7. Mozné vedlejsi reakce, jez jsou pritomny pri reakci alkyl bromidii 7d a e.

Druhou nevyhodou, paklize pominu nizkovytéZznou oxidaci sulfida 10a-c, ktera by se dala
zvysit pouzitim jinych vhodngj$ich oxidacnich podminek (napf. mCPBA,” nebo
HslOs/CrOs systém’®) (Tabulka 3), jsme zjistili, Ze publikovana metoda pfipravy
sulfinovych soli 13 je nereprodukovatelnd’’ (a to ani na modelovych substratech —
nezahrnuto v mé préci). V tomto okamziku neni naprosto jasné, kde se pti mé reprodukci

objevila chyba a tento postup bude muset byt jesté pfezkouman v budoucnu.

N\
Cilené alkyl substituované laktony 11 Cilené heterocyklické laktony 12

>~so2 2 s0, HyC-80, [} N 0 N-N 0
_/ H—s0, i1 H—s0,
0 o o S o N<\ o
\
H H H Ph
11a 11b 11c H H
0 0
_/—soz SO,
Ph o o
H H
11d 11e

12a 12b
\ J

Obrazek 19. Cilené finalni laktony 11 a 12.

Nasledné jsem se zaméfila na piipravu heterocycklickych laktona 12 (Schéma 3).
Tato syntéza byla zalozena na tiikrokové ptiprave laktonového kruhu, ktera transformovala

heteroaryl sulfid 6 a 9 na odpovidajici estery, resp. kyano slouc¢eniny 10d-f (Schéma 4).
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Nejprve se tedy transformoval thiol na sulfid a nasledné byl sulfid oxidovan pomoci
HslOg/cat. CrOs systému’® na odpovidajici sulfon 10. Reakce probihaly v dobrych anebo
akceptovatelnych vytézcich a jejich optimalizace nebyla prozatim zkoumana, protoze jsme

nejprve chtéli védét, jestli finalni cyklizace bude fungovat.

Pro vlastni cyklizaci nezalezi na tom, jestli bude reagovat odpovidajici ester 10d,e anebo
nitril 10f (Schéma 8). V obou pfipadech totiz jako hlavni produkt reakce bude izolovana
latka 12. Bohuzel se ukazalo, Ze v mém piipadé nedochazi ke vzniku produktu ani v jednom
ptipad¢€. V reak¢ni smési byly vzdy detekovany pouze produkty degradace vychozich latek
(na zakladé *H NMR analyzy surové reakéni smési).

A - tvorba laktonu 12b z kyano derivatu 14f

o Ph O,
NC 2 ,\§—> NC SOzHet+ L2 _o — NC OzHet

B

N
I\ @ Ce SO, Het

B - tvorba laktonu 12 z odpovidajicich esteru 14d,e

MeO,C.__SO,Het

14d,e

lllo

o)
MeO,C._SO,Het + %m — MeOZC\iSI/OZHet
H

l CH40®

MeOzC SO, Het

— &z

Schéma 8. Cyklizace sulfonii 10 s nitrilovou funkcni skupinou (A) a esterovou funkcni skupinou (B).

Na zaklad¢ téchto pozorovani se domnivame, ze s velkou pravdépodobnosti dochazi

v reakéni smési k degradaci vychozi latky 10 anebo jednoho z intermediatt diky pfitomnosti

55



methanolatu sodného (Schéma 9). Tato teorie musi byt jeSté potvrzena nasledujicimi

experimenty.

©
S __CHO™  Meo,Cc_ Y
—_—

C)

:<9

\Hrs

10d

pd

CHZOH || CH30

0,47
© .0
MeO,C_ S>(S ——» MeO,C._ SO, + HsC \WS
H,C—-0 N
N
©

v po protonaci
SO, + MeDzC © | vznik methyl
s acetatu

Schéma 9. Prredpokladané vedliejsi reakce, jez pravdépodobné degraduji vychozi sulfony (anebo intermedidty reakce, kde
interakce na obdobném principu budou hrat stejnou roli).

5.2 Biologickeé testovani

Chitinasovy biotest je zalozen na detekci signalu enzymu chitinasa, ktery produkuji embrya
paraziti C. elegans do kultiva¢niho média. Reproduk¢ni potencial populace hlisti se da urcit
pomoci  fluorogenniho  substratu  enzymu  (4-methylumbelliferyl ~ B-D-N,N’,N"'-
triacetylchitotriosid), pficemz maly signal znaci naruseni produkce potomstva a zaroven i
mortalitu ¢i naruseni vyvoje hlistt.”® Zadna z vybranych latek 10a-c ani pii vyssi koncentraci
nevykazovala anthelmintickou aktivitu na C. elegans. Zajimavé je, ze procentualni intenzita
signalu u slouceniny 10b pfi koncentraci 50 pmol-L™ byla vy$si v porovnani s negativni
kontrolou 100 % DMSO. O néco nizsi signal v porovnani s negativni kontrolou Ize
zaznamenat u latek 10a a 10c pii koncentraci 5 umol-L?, bohuzel t¢innost byla velmi
zanedbatelnd, a proto tyto slouceniny nema cenu dale vyvijet sohledem na jejich

anthelmintickou aktivitu.
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6. Zavér

V predlozené bakalarské prace je strucné popsdna problematika tykajici se komplexu
parazitarnich onemocnéni, zvané leishmaniozy. Byl zde kladen diraz na souhrn informaci,
co se puvodce, pfenasece, mechanismu ucinku a soudobé 1é¢bé tyce. Zaroven literatura byla
zamétena na sekundarni rostlinné metabolity, a to pfedevsim na lignany a neolignany jako
tzv. potencialni 1é¢iva proti leishmaniézdm a byl popsan jejich vztah mezi strukturou a
biologickou aktivitou. Experimentalni ¢ast navazovala na disertacni praci Mgr. Daniely
Konradové, Ph. D., ktera ptipravila lignan cyklopropyl laktonu, jez vykazoval zna¢nou
antileishmanialni toxicitu a nebyl toxicky na testovanych hostitelskych bunikach. Cilem této
prace bylo modifikovat skelet zminéné latky, a to na sulfonovém fragmentu. Z divodu
dosavadni pandemie (SARS-CoV-2) nebylo mozné provést biologické testovani na
leishmaniich, a proto jsem v laboratoti Mgr. Aleny Kadlecové, Ph.D. provedla otestovani
nékterych pripravenych latek na C. elegans. Dalsi naplanované testovani na bunéénych linii
MCF-7 odvozenych od prsniho adenokarcinomu bohuzel muselo byt také zruseno, nebot’
Vv laboratofi Mgr. Lucie Rarove, Ph.D. doslo ke kontaminaci bungk, a tak nebylo mozné
ziskané vysledky, jakkoliv interpretovat, resp. vyhodnotit.

Moje prace ukazala, ze vybranym smérem (syntéza) nelze dané laktony modifikovat.
Zaroven i odhalila, ze synteticky piistup (nez nami vybrany) musi byt zvolen k piipravé latek
se sulfonyl laktonovym skeletem s alkylovym anebo heteroarylovym skeletem na necyklické
¢asti sulfonu. Z pohledu struktury a jejich modifikaci, tento typ modifikace je vice nez

zadouci a mél by byt podrobnéji zkouman.
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