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SEZNAM ZKRATEK

ADP — adenosin fosfat

B.t. — bod tani

CD4* — CD (cluster designation) znaky
spadajici pod pomocné lymfocyty, které
zahaijuji specifickou imunitni odpoved
CL - cutaneous leishmaniasis (kozni
leishmani6za)

CpG - cytosin-fosfat-guanin

CRS3 — komplementovy receptor 3

C3b — vznika stépenim komplementoru
3, dllezity pfedevsim pfi opsonizaci

d — dublet

dd — dublet dubletu
DCM - dichlormethan
DMC -

methoxychalkon

2*,6°-dihydroxy-4*-

DMF — dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina
epi-SA — epimer sanguinolignanu A

eq. — ekvivalent

EtOAc — ethylacetét

E4P — D-erythro-4-fosfatem

FML — fukosa-manosa ligand

HIV — human immunodeficiency virus

(virus lidské imunitni nedostatecnosti)

ICso — half maximal inhibitory
concentration  (polovina  maximalni
inhibi¢ni koncentrace)

LML - lokalizovana mukozni
leishmaniéza

LPG - lipofosfoglykan
l.t. — laboratorni teplota
m — multiplet

MCL — mukokutanni leishmani6za

MeOH — methanol

nm — nanometr

MRNA - mediatorova ribonukleova
kyselina

NADPH -
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NaOMe — methanolat sodny

p — pentet

PANC-1 - pancreatic cell line 1
(pankreaticka bunééna linie 1)

PE — petrolether

PEP — fosfoenolpyruvat

PKDL - post-kala-azar dermalni
leishmani6za

Ppm — parts per milion (pocet ¢astic na
milion)

PSG — promastigotni sekre¢ni gel

ROS - reaktivni kyslikové formy

RVO - rotacni vakuova odparka

s — singlet

SA - sanguinolignan A

SAR — structure activity relatioship
(vztah struktury a aktivity)

t — triplet

tt — triplet tripletu

TEA — triethylamin

THF — tetrahydrofuran

TLC - tenkovrstevna chromatografie
TMS — trimethylsilan

VL - visceral leishmaniasis (Gtrobni
leishmani6za)
WHO - svétova zdravotnicka
organizace

d — chemicky posun



1 UVOD A CiL PRACE

Leishmanioéza je nemoc zplsobena prvoky rodu Leishmania. Kazdoro¢né tato nemoc
postihne az 350 milién{ lidi po celém svété. PfedevSim se jedna o tzv. zemé tretiho
svéta, mezi které patfi napf. Indie a dale pak zemé severni Afriky a Jizni Ameriky.
Parazité rodu Leishmania jsou fyziologicky velmi podobni parazitim rodu Trypanosoma,
ktefi zplsobuji spavou anebo Chagasovu nemoc. Lécba leishmaniozy, kterd je
pfenasena hmyzem infikovanym parazity rodu Leishmania, je v sou¢asné dobé& pomérné
slozita z davodu zvysujici se rezistence prvoka vuci IéEbé a také kvuli vedlejSim uginkim
pouzivanych légiv.

Vramci na8i laboratofe se zaméfujeme na vyvoj novych latek,
které by vykazovaly kyZenou antileishmaniélni aktivitu. Latky, které jsou v této souvislosti
vyvijeny, strukturné vychazi z pfirodnich rostlinnych sekundarnich metabolit(
fenylpropanoidového typu, ale jsou pfipravovany de novo pomaoci organické syntézy.
U nékterych latek tohoto typu, zejména u dimert fenylpropanoidd, tedy lignand, byly totiz
pozorovany zajimavé antiparazitické vlastnosti.? Tato prace tematicky navazuje
na predchazejici studii v nasi skupiné,® ve které bylo zjisténo, Ze bicyklicky lakton
vykazuje zajimavé antileishmaniélni vlastnosti. V tomto ohledu se zd4,
Ze za pozorovanou aktivitu je zodpovédny cyklopropanovy motiv, ktery ale musi byt
substituovan dvéma elektron akceptornimi skupinami na uhliku C2. V ramci této prace
navazeme na jiz dfive provadény vyzkum, ale z divodu COVID-19 situace nebudeme
jej moci rozsifit dale do oblasti antileishmanialnich vliastnosti. Ddvodem je, Ze testovani
na tento typ viastnosti je provadéno ve spolupraci s laboratofi prof. Jaffeho na Hebrejské
Univerzité v Izraeli. Z tohoto divodu jsme se tedy rozhodli otestovat pfipravené latky
na jejich antihelmintickou aktivitu ve spolupraci se skupinou Dr. Kadlecové (katedra
Experimentalni Biologie).

Cilem této prace je tedy (a) vypracovat literarni reSerSi na téma vztah
mezi strukturou a biologickou aktivitou vybranych antileishmaniatik (plvodni projekt)
a nasledné popsat, jak a pro€ probiha testovani latek na C. elegans, které slouzi jako
modelovy organismus pro studium antihelmintické aktivity; (b) navazat na predchozi
vyzkum a vytvofit novou knihovnu chemickych latek, respektive prozkoumat cesty k ni,
ktera bude obsahovat strukturné modifikované latky zaloZzené na bicyklolaktonu
vyvinutym Dr. Koutskou (Konradovou). Jinymi slovy pokusit se pfispét k objasnéni vlivu
substituce na cyklopropanu k zachovani biologické aktivity. V8echny produkty

pak budou charakterizovany pomoci dostupnych fyzikalné-chemickych metod.



2 TEORETICKA CAST

2.1 LEISHMANIOZA

Leishmanioza je od roku 2010 zafazena Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO)
na seznam ,opomijenych nemoci‘. Od té doby se WHO snazi kontrolovat Sifeni
této nemoci v ramci svétové populace. Leishmanioza je nemoc zplisobena parazity rodu
Leishmania.* Dosud bylo popsano asi 20 druhd prvokd Leishmania,
ktefi vykazuji patogenitu pro Clovéka.® Nastésti valna vétSina téchto parazitu je
pfenaSena a zpusobuje infekce u dalSich savcl, respektive dal$ich obratlovcu.®
Pfenos je primarné zprostfedkovan bodnutim samickou piseéné mouchy
rodu Phlebotomus a Lutzomyia, kdy z téchto dvou rodt az 100 rtiznych druh je schopno
infikovat lidské hostitele a zpUsobit leishmaniézu u ¢lovéka.’

Zivotni cyklus (Obr. 1) parazitickych prvoki rodu Leishmania je rozdélen do dvou
fazi.® V prvni fazi dochazi ke kousnuti infikovanou pise¢nou mouchou a timto kousnutim
se do kUZe hostitele dostavaji metacykli¢ti promastigoti.’® Ti jsou fagocytovany
hostitelskymi  burfikami, prevazné makrofagy. Ve fagolysozomech makrofagu
se promastigoti transformuji na amastigoty.® Tato pfeména promastigoti na amastigoty
je zpusobena vzrlstajici teplotou a snizenim pH uvnitf fagolysozomu.
Amastigoti se replikuji a nasledné se Sifi v téle hostitele, kde mohou infikovat dalsi
makrofagy, a to jak lokalné, tak i ve vzdalengjSich tkanich, a zpusobit leishmaniozu.
Ve druhé fazi, pokud hmyz nasaje krev z tohoto hostitele, dochazi k dokoné&eni zivotniho
cyklu Leishmanie. Hmyz totiz pozije amastigoty a ti se vjeho stfevé transformuji
na procyklického nektomonadniho promastigota (neinfekéniho). V této formé
pak promastigot putuje az do Ustniho Ustroji. V Gstnim Ustroji a Castecné jesté i v travicim
traktu se tito neinfekéni promastigoti diferencuji na leptomonadni promastigoty
(infekéni), ktefi jsou zodpovédni za sekreci PSG gelu (promastigote secretary gel).
Pravé PSG gel je kliCovy pro pfenos do hostitelskych bunék, nebot lokalné neutralizuje

imunitni systém hostitele a umoznuje infekéni promastigoty penetrovat do makrofagt .®
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Obr. 1: Zivotni cyklus prvokd rodu Leishmania. PFevzato a upraveno z Reithinger, R.; Dujardin,
J. C.; Louazir, H.; Pirmez, C.; Alexander, B.; Brooker, S., Cutaneous leishmaniasis, Lancet Infect.
Dis., 2007, 7, 581-596, doi: 10.1016/S1473-3099(07)70209-8.

2.1.1 Patogeneze

Aby mohli parazité prezit v hostitelském organismu, vytvofili si obranné mechanismy,
které jsou schopné obejit & vyfadit rdzné imunitni odpovédi hostitele.
V nékterych pfipadech jsou dokonce parazité schopni vyuzit imunitni odpovédi
hostitelského organismu nebo dokonce zasdhnout do jeho signalnich drah, jen aby se
mohli ,zabydlet* a rozSifit infekci po celém hostitelském organismu. U rdznych druhd
Leishmanie byly identifikovany jedine¢né virulentni faktory, které podporuji patogenezi
u sav€ich hostiteld. Nékteré faktory pomahaiji pfi pfichyceni a na nasledné pohlceni
parazita do makrofagl a dendritickych bunék, jiné faktory naopak podporuji intracelularni
preziti parazitd. Parazité jsou také schopni ,modifikovat” signalni drahy uvnitf hostitelské
bunky tak, aby se vyhnuli leishmanicidnim imunithnim reakcim organismu.
Tento mechanismus ma obecné za nasledek mnohem horsi prib&h onemocnéni.t®

Z mechanistického pohledu je ,pohiceni“ promastigotd makrofagy proces
zprostfedkovany aktivnim receptorem (C3b) a vlastnimi molekulami parazita, které jsou
pfitomné na parazitu a také v PSG gelu pfi vstupu parazita do téla hostitele.!
Z pohledu promastigotd, jejich povrch je nejCastéji pokryt lipofosfoglykany (LPG) —

polymerem opakujicich se fosfocukernych jednotek, které jsou pfipojeny



ke glykolipidovym molekuldm. Tyto glykolipidy pak slouzi k udrzeni fosfocukernych
zbytk( na povrchu parazita. Tento typ molekul se nasledné vaze na receptor CR3 a také
na povrch makrofaga, ¢imz usnadiiuje jeho uchyceni.'? PFitomnost (koncentrace)
polymerd LPG byla identifikovana jako dulezity faktor virulence u L. donovani
a L. major.t?

Poté, co parazité vstoupi do hostitelskych bunék prostfednictvim interakce
s povrchovymi molekulami, jsou pohlceni a tim vznika fagolysozom.* Fagolysozom je
mistem pro akumulaci reaktivni kyslikové formy (ROS), ktera je zodpovédna za eliminaci
intracelularnich patogenu, avSak parazité Leishmania inhibuji tvorbu komplexu
s NADPH. Hlavni zbran obranného mechanismu tedy nemuize byt spusténa.
Inhibice komplexace s NADPH tedy vede kinhibici tvorby ROS a hlavni ,zbran
hromadného nieni“ v téle hostitele pro prvoky z rodu Leishmania je tak zneSkodnéna.®
Parazité také mohou ovliviiovat vyvoj fagosoml v nevyvinutych dendritickych bufkach
kostni dfené (nemohou vSak jiz pusobit na vyvinuté fagosomy). Coz muze zpUsobit
pfenos parazitt do lymfatickych uzlin a zpUsobit rozSifeni infikace dale do téla hostitele
(vaznéjsi formy leishmaniozy).® Parazité jsou také schopni u¢inné ovliviiovat vyvoj

fagolysozom, a tim si zaijistit preZiti uvnitt hostitelskych bunék.°

2.1.2 Rozsifeni a epidemiologie

Leishmanialni parazité jsou pfenaseni na Clovéka (hostitele) nezavisle na biotopu,
kde Zije (od meést po pousté a deStné pralesy napfi€ vSemi kontinenty).
Limitace jeho vyskytu je tak spojena pouze s vyskytem (schopnosti pfezit) jeho vektoru
(poustnich musek).!” PrestoZze se vyskytuje témér po celém svété (Obr. 2 a 3),
nejvice postizenymi oblastmi jsou nékteré c¢asti Afriky (Kerfia, Sudan, Etiopie
a Somalsko), jizni, stfedni a jihozapadni Asie, Brazilie a Latinské Ameriky.("®
Kazdorotné se objevi az 1,3 miliénd0 novych pfipadd leishmaniozy.
nejCastéjsi pfi¢ina umrti u onemocnéni fazenych do tropickych chorob. Vétsi amrtnost
nez na leishmaniézu se mezi parazitarnimi chorobami t&Si pouze malarie (Plasmodium,
Trypanosoma) a lymfatické filari6zy (Wuchereria bancrofti).1” | pfesto se tak tato nemoc
fadi mezi tfi nejvice opomijené tropické choroby.'® Neexistuje jednoduché vysvétleni,
proc je leishmaniéza do zna&né miry celosvétové ignorovana. Kromé toho, Ze postihuje
pfedevsim nejchudS$i oblasti svéta, je to také pro jeji sloZitou epidemiologii a klinickou
riznorodost. KliGové faktory zplsobujici komplexnost leishmaniézy a jeji Sifeni nelze
odvodit pouze od Siroké genetické diverzity prvokd rodu Leishmania, & z ddvodu
komplexni interakce mezi pfirozenymi hostiteli a jejich prostfedi. V potaz se musi vzit

totiz i vyrazné regiondlni rozdily v klinickych projevech nemoci, rozdilné zdravotni stavy
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pacientl ¢i pridruzené rizikové faktory.'® Je ale dllezité si uvédomit, Ze zmény klimatu
a dalsi enviromentalni vlivy mohou v budoucnosti zna¢né rozsifit geograficky dosah

vektord (poustnich musek) a tudiz i pfenos leishmaniézy.?°

Number of new VL cases reported, 2018

B >1000

I 500 - 999

B 100 - 499 7] No autochtonous cases reported
[ <100 [ No data

B o [T Not applicable

Obr. 2: Mapa zobrazujici rozsifeni visceralni formy leishmaniézy. Pfevzato a upraveno

z internetového zdroje (1).

Number of new CL cases reported, 2018

I >5 000

B 1000-4999

B 100 - 999 ] No autochtonous cases reported
[] <100 [ No data

o [ Not applicable

Obr. 3: Mapa zobrazujici rozSifeni kozni formy leishmaniézy. Prevzato a upraveno

Z internetového zdroje (2). 11



2.1.3 Kilinické projevy

Nejcastéji jsou popisovany dvé nebo ftfi klinické formy leishmaniézy, z nichz nejvétsi
zastoupeni ma kozni a visceralni.* Rizné druhy prvoku rodu Leishmania, zplsobuijicich
leishmaniézu po infikaci hostitell, maji odliSné klinické projevy. Dle zavaznosti se pak
mohou projevovat ,pouze* samohojicimi se koznimi Iézemi, ale mohou také skongit jako
Zivot ohroZujici visceralni choroby.?

ViscerdIni leishmaniéza (VL) je obvykle zplsobena L. donovani,
ktera se vyskytuje pfedevsim v oblastech Asie a Afriky, a L. infantum, ktera je typicka
pro stfedomofské oblasti, Stfedni vychod, Stfedni Asii a Jizni a Stfedni Ameriku.
pro hostitele fatalni, paklize je nelé¢ena.?? Charakteristické pfiznaky VL jsou pfedevsim
kolisavd horecka, splenomegalie vyrazné blednuti a Ubytek na hmotnosti.?*
Mimo tyto typické pfiznaky lze také pozorovat zmény v epidermalnich strukturach
napf. suché, kiehké a depigmentované vlasy; fasy jsou naopak dlouhé a hedvabné.
V pozdnich fazich se objevuje pancytopénie, hepatomegalie a hypergamaglobulinémie.
Akutni podvyziva je typickym pfiznakem velkého rozmnozeni parazita v hostiteli,

zejména pak u malych déti (Obr. 4).2

Obr. 4: Dité trpici visceralni leishmaniézou

(VL). Pfevzato z internetového zdroje (3).
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Nastup VL muze byt bud akutni, nebo postupny, az ,zakefny“. Doba inkubace
se pohybuje od 2 tydnu az po 8 mésicl a bez IéEby nemoc vétSinou konéi smrti do 2 let
od propuknuti nemoci, vétSinou v disledku sekundarni bakterialni infekce nebo tézkeé
anémie. Neékterym infikovanym lidem se v8ak pfiznaky mohou projevit
az za nékolik let po infikaci v okamziku, kdy je jejich imunita potlatena napfiklad
v dusledku jiného onemocnéni (tzv. koinfekce, viz nize).?®

Komplikaci provazejici 1é¢bu VL je tzv. post-kala-azar dermalni leishmaniéza
(PKDL) zpusobena L. donovani. Rizikovymi faktory pro vznik této formy VL leishmaniozy
je neuplna (nedokonéend) léCba a vystaveni ultrafialovému svétlu.?® Pfi této nemoci
vznikaji na kOzi léze (Obr. 5), které pak pro pacienty predstavuji pfedevs§im estetické
problémy.?” Patofyziologie tohoto typu leishmaniézy je pravdépodobné spojena
s imunitni odpovédi hostitele proti zbytkovym dermainim parazitim.?® Zda se totiz,
Ze parazité prezivaji v kizi i po 1é¢bé&.2® Dal$im problémem komplikujicim Ié¢bu VL je
koinfekce s HIV. Obé tyto onemocnéni sdileji imunopatologicky mechanismus zahrnujici
makrofagy a dendritické buriky, coz ma pfi koinfekci za nasledek zrychlenou progresi
obou nemoci kvuli zvy$ené replikaci jednotlivych patogent.?® Jinymi slovy, VL je velmi

zavazné onemocnéni vyzadujici specifickou a neodkladnou Ié¢bu.?*

Obr. 5: Muz trpici post-kala-azar dermdlni leishmaniézou. Pfevzato

z internetového zdroje (4).

Kozni leishmaniéza (CL) se vyskytuje hlavné v tropickych a neotropickych
oblastech. CL je spiSe nez nazev jedné nemoci nazvem souboru onemocnéni
s velkym spektrem klinickych pfiznakud. Na rozdil od VL je CL vyjime&né zakon&ena smrti
hostitele,® a je zpUsobovana vétSim mnozstvim poddruh(l Leishmania spp.

V zavislosti na hostiteli se také 1i§i odpovéd hostitele na tuto infekci.
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Ve velké vétSiné pfipadld totiz hostitelé ani nepociti pfitomnost parazita
a CL nepropukne.® Paklize nemoc propukne, pak se obvykle nejprve objevi maly
erytémem v misté, kde doSlo ke kousnuti pise€nou muskou. Poté se erytém vyvine
v papulu a nasledné v uzlik, ktery se postupné méni ve vied (2 tydny az 6 mésicu
po infekci). V kone¢né fazi se prfeméni vlézi (Obr. 6). Tato léze je typicka
pro lokalizovanou kozni leishmaniozu (LCL). Tyto léze se pak li§i pfipad od pfipadu
ve své zavaznosti, klinickém vzhledu a zejména v Case, za jak dlouho dojde
spontannimu vylégeni.?! Cim je doba lé&eni delsi, tim dochazi k vétsi pravdépodobnosti
Sifeni parazitl pres lymfaticky systém a postizeni lymfatickych Zl4z.*? U lézi dochazi
k proménlivé tendenci u samohojeni (2—6 mésicl od nastupu onemocnéni), v zavislosti
na druhu parazita, ktery infikuje organismus. Spontdnni hojeni obvykle vede
k celozivotni ochrané pred leishmaniézou, ktera mize, ale také nemusi byt omezenou
pouze na urcity druh Leishmania spp. Po zahojeni v3ak na kizi zlistane celozivotni jizva,

kterd kvuli své velikosti u vétsiny hostiteld zpusobuje nemala doZivotni traumata.

Obr. 6: Léze u kozni formy leishmaniézy. Prevzato

z internetového zdroje (5).

Dalsi formy leishmaniozy, at' uz akutni, nebo postupné se rozvijejici, jsou méné Casté,
neidentifikované anebo Iékafi ignorovany. Tyto formy jsou obvykle kombinaci nékolika
primarnich stavl, anebo vznikaji jako dlsledek prodélani jedné z hlavnich forem
leishmaniézy. Jedna se o lokalizovanou leishmanialni lymfadenopatii, lokalizovanou
mukézni  leishmaniézu (LML), mukokutanni leishmaniézu (MCL), difazni
a diseminovanou CL a jiz vySe zminénou post-kala-azar dermdlni leishmani6zu.

Ackoliv je patogeneze VL a CL pomérné dobie prozkoumana, u MCL je stale nejasna.3*
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2.1.4 Lécba

2.1.4.1 Vakcinace
Idedlni formou lé&by leishmanidzy by bylo vytvofeni imunity organismu. Ze tento pfistup
je teoreticky mozny je zfejmé, nebot lidé vyléCeni, resp. ti, ktefi prodélali CL,
ziskavaji dozivotni imunitu (minimaln€) vaci Leishmania spp., kterym byli infikovani.
Na druhé strané i pfes znacné usili doposud nebyla vyvinuta a schvalena zadna vakcina
proti leishmanidze. Zatim pouze existuje nékolik studii, které se jejim vyvojem zabyvaji.
Vakciny, které jiz byly vyvinuty a testovany, se daji rozdélit do tfi skupin — vakciny prvni,
druhé a ftfeti generace. Do prvni generace patfi vyuziti mrtvych bunék parazitd
Leishmania, frakciovanych antigend Leishmania a Zivych atenuovanych bunék.®®
Mrtvé bunky parazitd mély uspéch predevsim v 1&é€bé leishmanidzy u zvifat (pst) a zdaly
se byt vhodnym kandidatem i pro vyuZiti v lidské mediciné.®® AvSak neuspély v prabéhu
treti faze klinického testovani kvuli své malé ucinnosti.3’ Existuji dva prototypy
vyuzivajicich frakciovanych antigent CaniLeish a Leishmune. Tyto vakciny jsou
vyuzivany v prevenci u psi leishmaniézy a zabranuji také jejimu pfenosu ze psa
na Clovéka.®® Pravé frakciované vakciny by se asi daly vyuzit predevsim v nejvice
ohrozenych oblastech.®® Pripravek Leishmune je zaloZzen na ligandu fukosy-manosy
(FML) a saponinu jako adjuvantu. FML je exprimovan ve vSech cyklech Leishmanie,
a proto maze byt pouzit jako vhodny antigen u psi a lidské sérodiagnostiky. FML uzité
v Leishmune byly purifikovany z promastigotd L. donovani.®® CaniLeish je jedinou
schvalenou vakcinou v Evropé (uziti u zvifat). Tato vakcina byla pfipravena
z extrahovanych sekretovanych proteind L. infantum. U ps0 oc¢kovanych
takto pfipravenou vakcinou se imunitni odpovéd vyvinula jiz béhem 3 tydnu
od aplikace.*®

Zivé atenuované buriky parazit( byly taktéZ testovany na zvifecich modelech.
Tito parazité jsou pfijimani hostitelskymi bufikami podobnym zplGsobem jako virulentni
parazité a pretrvavaji v nich urcitou dobu bez replikace, coz umozni hostiteli vyvinout
imunitni odpovédi proti parazitickym antigenm. Pravé radiologicky oslabeni
a biochemicky pozménéni parazité poskytovali mysim nejlep$i ochranu, avSak moznost
jejich pfemény zpét na virulentni znemoznuje jejich pouziti u lidi. Cilena eliminace gent
virulence by pak mohla byt vhodnou cestou, jak piekonat tento problém .34

Do vakcin druhé generace se fadi rekombinantni proteiny, které jsou pfipraveny
pomoci geneticky upravenych bunék. Bylo pfipraveno nékolik rekombinantnich protein(,
které ale nasly vyuziti zatim pouze u zvifat. Jeden z nich je protein Leish-111F, ktery je
kédovan tfemi geny — L. major homologem eukaryotického thiol-specifického

antioxidantu, L. major protein-1, induktorem stresu a L. braziliensis elonganénim
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a iniciaénim faktorem. V kombinaci s adjuvans monofosforyl lipidem A (MPL-SE)
vykazoval ochranné uc€inky u mysSi trpicich visceralni nebo kozni leishmani6zou,
ale selhal u psu infikovanych L. infantum.3* Navzdory tomu se jedna o prvniho kandidata
na vakcinu proti leishmaniéze u lidi a byl jiz testovan na dobrovolnicich v Americe,
u kterych uc¢inné indukoval ochrannou imunitu u zdravych jedincu.3®

Treti generaci tvofi DNA vakciny, jejichz vyhodou je nizka cena, trvala exprese
vloZzenych antigend a ucinné vytvofeni efektorovych a pamétovych imunitnich
odpovédi.*’ Navic jedinym konstruktem mlzZe byt produkovano i vice antigena.
A pokud nedoch&zi k metylaci na CpG ostrivcich u bakterialni DNA, tato vakcina
by nam méla poskytnout i dalSi vyhody jako je aktivace k produkci interleukinu-12,
ktery mlze pfipravit CD4* T-buriky na jejich transformaci na Th1 buriky.*

Vakcinace je nejefektivnéjSim zplisobem, jak kontrolovat tento typ infekéniho
onemocnéni. Abychom ale vyvinuli uspé&Snou vakcinu, tak musime nejprve pochopit
imunobiologické interakce mezi patogenem-hostitelem, vybrat vhodného kandidata,
ze kterého budeme brat patogenni informaci, a i zvolit sprdvné adjuvans/nosice
pro vybranou vakcinu. Kromé toho musi byt vakcina schopna vyvolat dlouhodobou
imunitu a musi byt identifikovany vSechny typy imunitni ochrany, které vakcina
produkuje, ohodnotit u€innost vakciny a vyzkousSet ji v klinickém testovani na lidech.
Jednim z hlavnich duvodu, pro€ vyvoj vakcinace proti leishmaniéze trva tak dlouho,
je velké mnozstvi parazitd, ktefi musi jit touto vakcinou zabit. V idealnim pfipadé by totiz

méla byt vyvinuta vakcina, ktera bude G¢inna proti véem druhtim 3*

2.1.4.2 Chemoterapie

Zatim  nejuc¢inngjsi moznosti 1éCby leishmaniézy je chemoterapie.
NejCastéji pouzivana léCiva jsou pentavalentni antimoniani latky, amfotericin B,
miltefosin a paromomycin.! Pentavalentni antimonialni latky jako antimonoglukonéat
sodny (Obr. 7) a meglumin antimoniat jsou standardni IéEbou pro kozni a visceralni
formu leishmanidzy jiz od 60. let 20. stoleti.*? Jsou podavany jak intramuskularné,
tak intraven6zné. BohuZel intramuskularni cesta je velmi bolestiva a IéCivo vykazuje
mnoho vedlejSich U¢inku jako je nauzea, slabost a také hepatotoxicitu a kardiotoxicitu.*3
V dnesni dobé jejich vyuziti limitovano zvySujici se rezistenci parazitd v endemickych
oblastech vici této 1é¢bé.* Mechanismus Gcéinku antimonidlnich latek nebyl prozatim
zcela objasnén. Pravdépodobné jejich antileishmanialni u€inek zavisi na in vivo redukci
formy SbY na toxi¢téjsi Sb", ktery nasledné pFitomné parazity otravi. Bylo prokazano,
Ze vuci ShY jsou citlivi pouze amastigoti.*® Pasobeni SbY ovliviiuje bioenergetiku parazita

Leishmania za inhibice glykolyzy, R-oxidace mastnych kyselin a inhibice fosforylace

16



ADP.%¢ Bylo také zjiSténo, Zze muze zplsobovat nespecifické blokovani SH skupin

na proteinech amastigottl, ¢imz zpUsobuje inhibici topoizomerasy 1.4’

COZ- Na+

CO, Na*

/
O/"’Sb

HO T 0N ’S'b\o
S H (0] H (@) O

~

HO Na+
OH

Obr. 7: Struktura antimonoglukonatu sodného.

V dlsledku zvysujici se rezistence paraziti na pentavalentni antimonialni latky
se zacal vyuzivat amfotericin B (Obr. 8). Tato latka je v dnesni dobé uzivana jako hlavni
Iék pro IéCbu visceralni leishmaniézy, ikdyz i u amfotericinu B se zacina objevovat
rezistence.*® Amfotericin B je antimykotické antibiotikum s makrolidovym skeletem,
které bylo objeveno jiz v roce 1956 v bakterii Streptomyces nodusus.*® Leishmanicidni
aktivita amfotericinu B je zpuUsobena jeho selektivitou k substituovanym sterolum,
konkrétné ergosterolu. Tato selektivita umozniuje v sav€ich bunkach zvySit selektivitu
|[&éCiva v0C¢i mikroorganismu. Parazitické buriky jsou pak zniCeny diky otevieni
transportnich pérd v burice pro kationty a anionty. Toto ma za nasledek perforaci
bunéénych stén.>° Hlavnim limitujicim faktorem u amfotericinu B je jeho vysoka toxicita
a Spatna vstfebatelnost v gastrointestinalnim traktu. Proto byla vyvinuta lipidicka forma
amfotericinu B, AmBisome, ktery ma nizSi toxicitu a také vykazuje vyraznéji

vétsi udinnost.>

Obr. 8: Struktura amfotericinu B.

Miltefosin (Obr. 9) je prvnim a prozatim jedinym IéCivem, které je podavané
ordlné pro |éCbu viscerdlni leishmaniézy. Jeho UuCinky byly prokazany

jak u imunokompetentnich pacientt, tak u pacientl imunokompromitovanych.5?
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Miltefosin plsobi na savCéi bufiky tak, Zze zplUsobuje modulaci receptord
na bunétném povrchu, ovliviiuje metabolismus inositolu, aktivaci fosfolipazy,
proteinkinasy C a dalSich mitogennich drah. Jeho vliv vede k ,,rozhaSeni“ systému,
které nakonec vyvrcholi apoptézou.® BohuZel viak jako vedlej$i efekty jsou u miltefosinu
pozorovany nejenom poruchy v gastrointestinalnim traktu a renalni toxicita (reverzibilni
symptomy), ale navic i teratogenni vlastnosti. Proto jeho podavani je zakazano pro zeny

v téhotenstvi a u Zen v plodném véku.>*

Obr. 9: Struktura miltefosinu.

Paronomycin (Obr. 10) je aminoglykosidovy aminocyklitol, ktery je produkovan
bakterii Streptomyces riomosus. Je ucinny proti Sirokému spektru bakterii a prvokua.*®
Jeho antileishmanialni aktivita byla prokdzana v Sedesatych letech minulého stoleti.®
Ackoliv je pomérné Spatné absorbovan v téle pfi oralnim podani, paklize je podan
intramuskularné, absorbuje se velmi dobfe.*® Jeho mechanismus Gc¢inku neni zcela
objasnén, ale bylo prokazano, ze u prvokl inhibuje syntézu proteint vazbou na 30S
ribozomalni podjednotku. Fixaci 30S-50S ribozomalni podjednotky na start kodon mRNA
zpUsobuje vznik abnormalniho iniciaéniho komplexu.®® Mezi bézné vedlejsi ucinky
paronomycinu patfi ototoxicita a problémy s funkci jater.>” U pacientu, ktefi byli Ié¢eni

paronomycinem ve formé masti, se muze objevit vyrazka, svédéni a otoky.%®

OH
OH 0
HO NH NH;
OH 20
o) NH,
HO OH
H,N O OH
OH

)

Obr. 10: Struktura paronomycinu.

Jak jste si mohli v8imnout, vSechna Ié€iva vyuZivana na l1é¢bu leishmaniozy maji
problémy s toxicitou, dlouhou dobou |é€by, vyvojem rezistence a zejména pak vysokymi

naklady na vyrobu.! Proto se védci snazi vyvinout G¢innou vakcinu.3*

18



Lidé v rozvojovych zemich, ve kterych neni zajiSténa dostateéna Iékafska péce,
anebo k ni nemaji pacienti dostatecny pfistup, se uchyluji k viastni 1éEbé leishmaniozy.
Tyto zpusoby Ié€eni jsou vSak pomérné drastické a zplUsobuji €asto velmi vazné
zdravotni problémy. Napfiklad v Surinamu (Jizni Amerika) se lidé snazi |éCit kozni formu
leishmaniézy pomoci chemikalii, jako je chlor, kyselina z baterii, olovem, insekticidy
¢i herbicidy. Ackoliv se tyto chemikalie strukturalné zcela li§i od |é€iv pouzivanych
pro lécbu leishmanidzy, lidé véfi, ze jim tyto chemické, nebiomedicinské produkty mohou
pomoci zlepsit jejich zdravotni stav. BohuzZel vysledky této domaci IéCby nejsou €asto
vice nez pfiznivé (Obr. 11, D).5°

Al

Obr. 11: Spektrum klinickych projevu kozni leishmaniézy. A: Iéze zplsobena L. tropica (Kabul,
Afganistan); B: mukdézni leishmaniéza zplsobena L. braziliensis (Cochabamba, Bolivie);
C: leishmaniéza zpUsobena L. tropica (Kabul, Afganistan); D: |éze lé¢ena kyselinou z baterie
(Peru). Pfevzato z: Reithinger, R.; Dujardin, J. C.; Louzir, H.; Pirmez, C.; Alexander, B.; Brooker,

S., Cutaneous leishmaniasis, Lancet Infect. Dis., 2007, 7, 581-596, doi: 10.1016/S1473-
3099(07)70209-8.
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2.2 VYBRANE SEKUNDARNI METABOLITY A JEJICH ANTIPARAZITICKA
AKTIVITA

Rostliny vytvafi rozmanitou Skalu sekundarnich metabolitd, diky kterym jsou chranény
pred nejrliznéjSimi nepfiznivymi vlivy. Obecné sekundarni metabolity pomahaji rostlinam
napf. v komunikaci sjinymi organismy, chrani je pfed abiotickym stresem
jako je naptiklad UV zareni atp.®® Proto jsou tyto metabolity dulezitymi slozkami
umoznujici dobry rist a vyvoj rostlin.®* Vyvoj téchto metaboliti a jejich funkce jsou
vysledkem odpovédi rostlin na patogeny a jejich okoli, kter4d se vyvinula v pribéhu
mnoha miliéond let. K dneSnimu dni bylo identifikovano na 100 000 metabolitd,
které se zapojuji do rostlinného obranného systému a mnohé dalSi jsou neustale
objevovany.5?

Nejvice se v obranném systému rostlin uplatriuji latky fenolického typu, zejména
pak fenylpropanoidy a flavonoidy.®® VétSina znich nese fenolické skupiny.
meéni jeho konformacni usporadani. A tato zména pak vede k inaktivaci téchto proteind.
Tyto metabolity jsou schopny vytvaiet kovalentni vazby s volnymi hydroxylovymi,
sulfonovymi ¢&i amino skupinami na proteinech a naruSovat tak jejich prostorové

usporadani.®?

2.2.1 Lignany a neolignany

Lignany a neolignany jsou rostlinné sekundarni metabolity, které vznikaji oxidativni
radikalovou dimerizaci fenylpropanoidi (Obr. 12).%* Biosynteticky pak pochazi
z biosyntetické drahy kyseliny $ikimové (Obr. 13).5° Draha kyseliny 8$ikimové
by se dala popsat jako nékolika krokova enzymatickd syntéza, kterd je spojena
s produkty primarniho metabolismu fosfoenolpyruvatem (PEP pochazejicim z glykolyzy)
a D-erythro-4-fosfatem (E4P pochazejicim z pentdzo-fosfatové drahy). Probiha uvnitf
bunék v plastidech a jeji metabolickd regulace je pfednostné fizena na genetické
Grovni.%® Pfesnéji fe¢eno, lignany a neolignany pochazi z dimerd dvou fenylpropanoid
vychéazejicich z metabolismu L-fenylalaninu.®” Deaminaci L-fenylalaninu vznika kyselina
skoficova a dalSi hydroxylace pomoci enzymd cytochromu P450 vedou ke vzniku
kyseliny p-kumarové a/nebo jejich analogl. Tyto produkty nasledné podstupuji metylaci
zavedenych fenolickych funk&nich skupin, kterou zprostfedkovava O-methyltransferasa.
Timto zpusobem vznikaji derivaty kyseliny skoficové, coz jsou zakladni monomerni
podjednotky fenylpropanoidd. Tuto skupinu karboxylovych kyselin, odvozenych
od kyseliny skoficové, Ize pak dale redukovat za pomoci acetyl koenzymu A na aldehyd,

respektive alkohol. Tyto tfi skupiny sloucenin, derivaty kyseliny p-kumarové
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a znich generované aldehydy a alkoholy, pak pusobi jako vychozi monomery

v biosyntéze lignanti a neolignan(.®®

2 7 9

1 8
3 dimerizace
—_— 4
4 6
5 2X
fenylpropanova vazba 8,8": lignanova
jednotka struktura

8,3" neolignan

absence vazby 8,8":
neolignanova struktura

Obr. 12: Schéma vzniku lignanud a neolignanu. Pfevzato a upraveno z: Zale$ak, F.; Bon D. J.-
Y.; Pospisil J., Lignans and Neolignans: Plant secondary metabolites as a reservoir of

biologically active substances, Pharmacol. Res., 2019, 146, 104284, doi:

U takto vzniklych latek byla prokdzana rozmanitd biologickd aktivita,
od antioxidagnich, antibakterialnich, protivirovych, protizanétlivych ucinkd, az po ucinky
protinadorové nebo proti neurodegeneraci.® Nejznaméjsim lignanem
je bezesporu podofylotoxin (Obr. 16), coz je jeden z mala toxickych lignanu ziskany
z vytazkl  z kofene rostliny mnoholistu  §titnatého (Podophyllum  peltatum).®®
Extrakty s touto latkou se vyuZivaji k 1éCbé genitalnich bradavic. BohuZel vykazuje
mnoho vedlej$ich Gg¢ink(,™ jako napfiklad svédéni, paleni a odlupovani kize v oblasti
mista aplikace. Pfi jeho dlouhodobé aplikaci muze dojit k utlumeni centralniho
nervového systému.’® Biologické vlastnosti podofylotoxinu byly ale zkoumany detailné
a bylo zjisténo, Zze se vaze na tubulin a destabilizuje tim mikrotubuly, ¢imZ zabrarnuje
déleni bunék.” Dal$i modifikace podofylotoxinu cilici na jeho méné toxické modifikace
vedly k pfipravé dvou derivatll — etoposidu a teniposidu (Obr. 14), které se nasledné
dostaly az do praxe a jsou vyuzivany k lIé¢bé rakoviny kize.®* Derivaty se od sebe
odliSuji zejména stereogenim centem na uhliku C4 a zaélenénim D-glukdzy
do postranniho fetézce. Obé tyto zmény maji za nasledek zménu v mechanismu ucinku
obou derivatl. Etoposid a teniposid reaguji s topoizomerasou Il, ¢imz zabrariuji

opétovné ligaci fetézci DNA. U etoposidu se ale vytvofi komplex mezi DNA
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a enzymem” a u tenoposidu dochazi ke stabilizaci meziproduktu topoizomerasy |

a DNA b&hem procesu zesitovani DNA a proteinu.”
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Obr. 13: Biosynteticka draha kyseliny Sikimové. Pfevzato a upraveno z: Vogt, T., Phenylpropanoid
biosynthesis, Mol. Plant., 2010, 3, 2-20, doi: 10.1093/mp/ssp106.
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Obr. 14: Podofylotoxin (A) a jeho derivaty etoposid (B) a teniposid (C).

DalSim vyznamnym lignanem je (-)-arctigenin (Obr. 15), ktery mizeme nalézt
ve vytazcich z lopouchu vétsSiho (Arctium lappa), ktery se vyuziva v japonské mediciné
pro své antioxidacéni, antivirové a protizanétlivé ucinky.”® Jeho mechanismus Uginku
spociva v blokaci aktivace proteinu kinasy B, ktera je indukovana nedostatkem glukozy
u rakovinnych bunék slinivky PANC-1.7°U jeho glukézového konjugétu arctiinu (Obr. 15)
uCinky. PFi jeho vstfebavani, pokud jsou pfitomny stfevni bakterie, mize byt

metabolizovan na bioaktivni metabolity jako je pravé arctigenin a enterolakton.””

OCH; OCHjy OH

0—F° /©/OH 0P i O _OH
“ K E?ZOH
OCHg OCH; “OH

OCHj OCHj

A B

Obr. 15: Arctigenin (A) a jeho biokonjugat arctiin (B).

Skupina lignant tvofici enterolaktony (Obr. 16), konkrétné obsahujici difenolové
zbytky a jejich biokonjugaty s glukézou, jsou savéimi fytoestrogeny. Tyto latky jsou
schopné inhibovat nadorové buriky tlustého stfeva a proliferaci nadorovych bunék prsu.”®
Mechanismus pUlsobeni je pravdépodobné zplsoben schopnosti lignanl soutézit
s ligandy estrogenovych receptortl Il typu a tim indukovat globulin vézajici pohlavni

hormony a inhibovat placentarni aromatasu, ¢imz pusobi jako antioxidanty.”®
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Obr. 16: Enterolakton.

2.2.2 Kumariny

Kumariny se vyskytuji jako sekundarni metabolity pfedevSim u rostlinnych cCeledi
jako jsou routovité, mifikovité, hvézdnicovité a bobovité. Vznikaji pfi biosyntéze
fenylpropanoidli, kdy se do klasické shikimatové drahy zapojuji i ostatni drahy
a vznikaji tak strukturné diverzni kumariny s prenylovanymi zbytky, kondenzované
furokumariny, pyranokumariny, glykosylované kumariny, methylendioxy kumariny
a mnoho dalSich (Obr. 17). U v8ech téchto skupin byla prokazana leishmanicidni aktivita
a zaroven i daldi antiparazitalni aktivita.®® Tato aktivita se neomezuje pouze
na substituované kumariny, ale byla prokadzana i u nesubstituovaného jadra kumarinu.
Jeho vytazky izolované z kmenové kiry Amburana cearensis, rostliny z Celedi
bobovitych, byly in vitro testovany na antileishmanitalni, antimalarickou, antifungalni
i antibakterialni aktivitu. Tento kumarin byl izolovan z methylen chloridového extraktu
a vykazoval aktivitu proti L. amazonensis, L. braziliensis a L. donovani. Tyto druhy jsou

zodpovédné predevsim za koZni, visceralni a mukokutanni formu leishmaniézy .8t

Obr. 17: Obecné schéma kumarinu s moznosti substituce
v pozicich C3 - C8.

Scoparon (Obr. 18) je dimethoxylovany kumarin, ktery byl izolovan
z Platymiscium floribundum, dalsi rostliny z ¢eledi bobovitych. Tato latka byla testovana
na promastigotech L. mexicana, L. major a L. donovani, pficemz nejcitlivéji na ni
reagovala L. mexicana.®> Kromé antileishmanialni aktivity se také zkoumala
jeho schopnost inhibovat acetylcholinesterasu. Na zakladé experimentl bylo zjisténo,
ze inhibice tohoto enzymu vede k nedostate¢nému vychytavani cholinu hostitele

parazitem. Cholin je nezbytny pro syntézu fosfatidylcholinu, coz je fosfolipid,
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ktery je soucasti povrchovych membran a cytoplazmy Leishmania. Proto se inhibice
acetylcholinesterasy scoparonem jevi jako vhodny mechanismus uc€inku pro naruseni

bunék parazita u tohoto typu latky.3

SO S
~o 0 Yo
Obr. 18: Struktura scoparonu.

Aurapten (Obr. 19), prenylovany kumarin izolovany z listu rostliny Esenbeckia
febrifuga (routovité), vykazoval antiproliferaéni GCinek proti promastigotim L. major.
Ruast promastigotu byl jeho aplikaci vyrazné inhibovan, a navic u nich byly pozorovany
i dal$i morfologické zmény jako zvétSené vakuoly a sniZena hybnost bi¢ika.8* Zkoumani
podobnych struktur, ale s delSimi postrannimi fetézci, prokazalo moznou korelaci mezi

délkou postranniho hydrofobniho fetézce a ristem inhibice promastigotd L. major.8®

=
Obr. 19: Struktura auraptenu.

2.2.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou skupinou sekundarnich metabolitl, které maji podobné jako lignany
polyfenolovou strukturu. V rostlinach se vyskytuji v hojném mnozstvi a maji takeé
znacnou biologickou aktivitu. Bylo prokazano, Ze jsou aktivni na mnoha biologickych
cilech, ovliviujicich jak kardiovaskularni, tak neurologické aktivity a to jak rakovinného
typu, tak i u koznich nemoci. Jedna se tedy o terapeuticky aktivni latky, které maji také
antioxida¢ni ucinky a jsou tedy schopné vychytavat volné radikaly.&

Flavonoidy (Obr. 20) se rozdéluji do mnoha tfid, kde mezi ty hlavni patfi flavony,
flavonoly, flavonony, antokyany, isoflavonoidy a chalkony. Tyto skupiny se pak dale déli

do mnoha podskupin.8
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Obr. 20: Klasifikace flavonoidl. Pfevzato a upraveno z: Chandrasekar, R.; Subasish, D.;
Sivagami, B.; Jayasree, P.; Niranjan, B. M., Therapeutic Efficacy of Flavonoids and Terpenoids
an Ongoing Herbal Therapy in the Treatment of Leishmaniasis, Nat. Prod. Ind. J., 2018, 14,
124.

Flavonoidy obsahuji C6-C3-C6 strukturni motiv (Obr. 21), kde C6 je benzenovy
kruh, a navic jedna &i vice z fenolovych skupin muze byt pfimo spojena s cukernou
slozkou. Hydroxylové skupiny se obecné nachazeji v polohach 5 a 7 u A kruhu a B kruhu,
a obsahuji dodatecny pocet alkylovych skupin. Kruh A je kondenzovan na heterocyklicky

kruh B, ktery je pak pfipojeny ke kruhu C.8¢

Obr. 21: Obecna struktura flavonoidu.

Mezi flavonoidy, které byly izolovany z rostlin a byla u nich prokazana ucinnost
proti parazitim, patfi luteolin a quercetin (Obr. 22).8” Dle vysledk( neni quercetin toxicky
pro lidské T-buriky a mulzZe pUsobit jako inhibitor topoisomerasy 1.88 Flavonoidem
plUsobicim proti amastigotiim L. donovani a promastigotim L. major je licochalkon A
(Obr. 22), ktery byl izolovan z Cinské Iékofice. U kfeCkl nakazenych L. major byl
prokazan vyrazny ucinek licochalkonu A na amastigotech ve sleziné a jatrech.
Mechanismus pUlsobeni byl popsan jako plsobeni na ultrastrukturu mitochondrii parazita
a nebyla u ného prokazana $kodlivost pro lidské lymfocyty, leukocyty a monocyty .2 2,6/
dihydroxy-4‘-methoxychalkon (DMC) (Obr. 22) byl izolovan z vytazk( pepfovniku (Piper

aduncum) a byly u ného prokazany ucinky proti L. amazonensis.*® Nitrosylaci DMC
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a jeho zaclenénim v podobé nanocastic byly pozorovany ucinky srovnatelné

se standartné pouzivanymi lé¢ivy — amfotericinem B.%!

OH OH

OH OH
OH O o) O OH O
CLL,

OH O luteolin OH O quercetin
Q OH O
SRS O U0
~
HO 0] OH ~o OH
licochalkon A DMC

Obr. 22: Struktura luteolinu, quercetinu, licochalkon A, a DMC.

2.2.4 CAENORHABITIS ELEGANS - JAKO MODELOVY SYSTEM PRO
TESTOVANI BIOLOGICKE AKTIVITY

Protoze ¢&ast této diplomové prace zahrnuje hodnoceni antihelmintické aktivity
pfipravenych latek, pfiCemz u jedné z pfipravenych latek byla tato aktivita namérena,
dovoluji si zde vlozit podkapitolu o Caenorhabitis elegans, které bylo k tomuto Ucelu
pouzito. C. elegans neboli hadatko obecné je nepatogenni pudni ¢erv o délce 1 mm,
ktery patfi do kmene hlistic (Nematoda). Tento celosvétové se vyskytujici prihledny Cerv
je jiz vice nez 50 let vyuzivan jako geneticky model pro vyzkum v oblasti vyvojové
biologie a neurobiologie, a to predev§im kvlli bezpecné, levné a jednoduché
manipulaci.(™® Jedna se také o prvni mnohobunéény organismus, u kterého byl poprvé
osekvenovan cely genom.®? Je izolovatelny z hnijicich ¢asti rostlin, které jsou bohaté
na bakterie.®® V laboratofi se pak da péstovat na agarovych plotnach bohatych
na bakterie Escherichia coli. Pokud dojde k vy€erpani Zivin v podobé& bakterii,
je pozastaven vyvoj €ervua v alternativnim L3 larvalnim stadiu zvaném dauer. V takovém
stavu mohou vydrzet mésic, pfi vhodné teploté (15 °C) az Sest mésicu. Diky prihlednosti
C. elegans je mozné mimo jiné sledovat jednotlivé zmény na udrovni bunék

pod mikroskopem za vyuziti napf. fluorescenénich protein(i (Obr. 23).(nt)
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Obr. 23: Anatomie nervové soustavy C. elegans zvyraznéna pomoci GFP (green-

fluorescent protein). Pfevzato z internetového zdroje (7).

Za vhodnych podminek (20 °C) se C. elegans vyviji pomérné rychle (3 dny),
celkem prochazi od vajicka Ctyfmi larvalnimi = stadii  (L1-L4) (Obr. 24).
Obvykle se vyskytuje jako hermafrodit, ktery je schopen sam sebe oplodnit,
zfidka se pak vyskytuji i samci. Hermafroditi jsou samicky, které doCasné produkuji
spermie, nez za¢nou produkovat oocyty. Obecné hermafroditi produkuji o néco méné
vlastnich potomku, nez kdyz jsou spojeni se samci.®* Po oplozeni se vytvofi nepropustna
skotapka, ktera embryu umozni vyvijet se zcela nezavisle na matce. Cast vyvoje embrya
probiha uvnitf téla hermafrodita, po nakladeni vajicek je vyvoj dokoncen a lihnou se larvy
(L1). Mezi jednotlivymi stadii je pak spankové obdobi, tzv. letargus, ve kterém je
vytvofena nova kutikula.®® Letargus konéi sviékanim staré kutikuly, poté se vyvinou
jedinci (L4) a pfiblizné po dobu 3 dnl jsou schopni produkovat potomstvo, dokud

nevyuziji véechny své vlastni spermie."®
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Dospélec

Obr. 24: Vyvojova stadia C. elegans. Pfevzato a upraveno z internetového zdroje (8).

Jak bylo jiz zminéno vyse, C. elegans je vhodnym modelem eukaryotické biologie
nejen pro genetické studie. Hlavni vyhody jsou jeho celkova mala velikost,
a naopak velky pocet potomku, snadna kultivace, nizké naklady na udrzbu, priihlednost,
neménny pocCet bunék a vyvoj. Diky tomu, Ze jsou volné Zijici, jsou dobfe dostupni
a prace s nimi nepfedstavuje zadné riziko.("® Pro pochopeni patogeneze nékterych
lidskych onemocnéni se vyuZivaji vétSinou savCi modely, avSak vyuZiti nesav€ich
modell neni Uplné nova zalezitost. Pravé C. elegans také pfispélo jako nastroj
pro hledani genl zplsobujicich vznik lidskych chorob. Studie, které vyuzivaji tento
jednoduchy organismus, totiz nabizeji dobrou rovnovahu mezi schopnosti rekapitulovat
mnoho aspektl lidskych nemoci a stale nabizeji mnozstvi vykonnych bunécéné
biologickych, genetickych a genomickych nastroji pro objevovani gend zodpovédnych

za vznik nemoci.%
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2.3 PREDCHAZEJICIi VYSLEDKY VE SKUPINE

2.3.1 Syntéza Sanguinolignanu A — vystfel na slepo, co zasahl cil

Tato prace volné navazuje na pfedchozi vyzkum na$i skupiny, kterym se zabyvala
Dr. Koutskd (Konrddova) ve svych zavéreCnych pracich  (diplomova
a doktorsk& prace). Prace vychazela ze znamych udaju o latkach s leishmanicidnimi
vlastnostmi, které jsou soucasti tradicni 1éEby v nékterych zemich (napf. Latinska
Amerika) a vychazi z extraktd lokalnich rostlin. Tyto rostliny obsahuji mnoho
sekundarnich rostlinnych metabolitl s rGznym chemickym sloZzenim. A tato rozmanitost
je pak vychozim bodem pro potencialni vyvoj novych léiv pravé z téchto struktur.®’
Zajimavé a potencionalné vyuzitelné latky poskytuji napfiklad rostliny z Celedi
Piperaceae (pepfovnikovité). Analyzy extraktd zrostlin rodu Piper odhalily latky
s antiprotozoalnimi i antileishmanialnimi uginky. Uginné protizanétlivé latky obsahuje
ve svych listech rostlina Piper sanguinespicum. Pravé ztéto rostliny byl izolovan
(-)-sanguinolignan A (SA) (Obr. 25), u néhoz byly prokazany antileishmanialni u¢inky.%
Prvotnim krokem pFedchazejici prace ve skupiné byla tedy syntéza SA a potvrzeni
jeho struktury, ktera byla do té doby urCena pouze na zakladé NMR strukturni analyzy.
SA patfi strukturné do skupiny lignant, a pravé i jeho podobnost s jinymi sekundarnimi
rostlinnymi metabolity lignanového typu se stala zajimavym ladkadlem pro nasi
vyzkumnou skupinu. Pro pfipravu SA byly pouzity dva rGzné pfistupy — (a) cilené
orientovana syntéza (Target-Oriented synthesis — TOS) a (b) diverzitné orientovana
syntéza (Diversity-Oriented synthesis — DOS). Vysledkem vyuziti téchto postupl byla
pfiprava rGznych derivatd fenylpropanoidd a kumarinl a intermediatd nezbytnych
k syntéze SA.°°® Kromé antileishmanialni aktivity u SA byla pozorovana aktivita
i u jeho epimeru epi-SA (Obr. 25), av8ak tato aktivita nebyla vyznamna proti parazitim

Leishmania.

(SA) epi(SA)

Obr. 25: Struktura sanguinolignanu A a epi-sanguinolignanu A.
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2.3.2 Syntéza a modifikace fenylsulfonyl laktonu

Po téchto zjiSténich tedy doslo k navrhu strukturniho motivu, jez by mohl byt zodpovédny
za pozorovanou biologickou aktivitu. Z pohledu strategie ted tedy byla syntéza rliznych
derivatd plvodniho SA zaloZzena na Schreiberové B/C/P (Build/Couple/Pair) principu,
pomoci néhoZ byla pfipravena chemicka knihovna latek.'® Tato strategie je zaloZena
na pripravé jednoho strukturniho derivatu jeZz nasledné slouZi jako jakasi matefska
molekula pro syntézu celé cilové knihovny. Jako takovy byl zvolen plurifunkéni
fenylsulfonyl lakton (Obr. 26). Tento lakton je transformovatelny ve 3-5 krocich
do strukturné rozmanitych latek — vede tedy k ziskani strukturné diverznich slou€enin
potazmo knihovny (Obr. 26).2 U téchto slouéenin byla vyhodnocena biologicka aktivita,
pfedevSim leishmanicidni aktivita proti L. major. Ze 101 pfipravenych sloucenin
vykazovaly nejslibnéjsi aktivitu 2 latky (viz. Obr. 26). Tyto latky inhibovaly 80-95 %
parazitd (L. major). U téchto latek byla stanovena polovina minimalni inhibiéni

koncentrace na zakladé sériového fedéni od 50 uM do 0,097 uM (Tabulka 1).1%

PhO,S

\Pk{o PhO,S
TBSO nBu }>....\ 0

PhO,S.,,
N3

PhO,S

Obr. 26: Vybrané latky, které byly pfipraveny pomoci B/C/P pfistupu. Struktury zvyraznéné
Cervené vykazovaly aktivitu proti L. major. Pfevzato a upraveno z: Konradov4, D.; Bon D. J.-Y;
Pospisil J., 1-(Phenylsulfonyl)-3- oxabicyclo[3.1.0]hexan-2-one as a Building Block in Organic
Synthesis, J. Org. Chem., 2018, 83, 12229-12238, doi: 10.1021/acs.joc.8b01625.
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Tabulka 1: Hodnoty ziskané z vysledku testovani antileishmanialni aktivity (L. major). ICso uvadi
polovinu z maximalni inhibi¢ni koncentrace pro inhibici rdstu daného bunééného cile. (Pfevzato
a upraveno z: Konradova, D., Biologické aplikace sekundarnich rostlinnych metabolittd fenyl
propanoidového plvodu, Olomouc, 2019, disertacni prace (Ph.D.), Univerzita Palackého v
Olomouci, PFirodovédecka fakulta.)

Struktura ICs9 [M] ICsg [|.IM]

2,87E-06 2,868

2,92E-06 2,917

Ve své praci jsem se tedy zaméfila na dalSi modifikace tohoto typu fenylsulfonyl
laktonu (Obr. 27), kde hlavni diraz byl kladen na strukturni motiv spojeny s laktonovou
¢asti (modra barva). Pivodnim cilem bylo ponechat u takto pfipravenych latek netknutou
cykopropanovou ¢&ast, ale jak uvidi ¢tenafr pozdéji, bohuzel jsem i do tohoto strukturniho
motivu musela ,sahnout‘. VSechny pfipravené latky byly otestovany na jejich
antihelmintickou aktivity, ale jejich aktivita vUici leishmanialnim parazitdm bude

provedena az po ukon&eni mé diplomové prace.

PhO,S O L.--=-..
strukturni motiv = X" \’ * gast molekuly
zodpovédny 3 2 ! . R
za pozorovanou aktivitu o | ktera bude modifikovana
'

.......

Obr. 17: Fenyl sulfonyl lakton.
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3 EXPERIMENTALNIi CAST

3.1 POUZITE CHEMIKALIE

Pro jednotlivé kroky byly pouzity tyto chemikalie: bromacetonitril, benzensulfonova
sodna sul, methanolat sodny (NaOMe), (S)-(+)-epichlorhydrin, methyl 2-(trifenyl-A°-
fosfanyliden)acetat, 1-(trifenyl-A°-fosfanyliden)propan-2-on, chlorid titani¢ity (TiCls),
magnésium (Mg), n-butyllithium, vinylmagnésium bromid, azid sodny (NaNs),
triethylamin (TEA), kyselina octova ledova (AcOH), jodid médny (Cul), fenylacetylen,
trimethylsilylacetylen (TMS), siran médnaty (CuSOQ.), askorbéat sodny, terc-butylalkohol,
propargyl amin, propargyl alkohol, di-tert-butyl-dikarbonat (boc anhydrid), benzylbromid,
hydrid sodny (NaH), dimethyl(2-oxopropyl)fosfonat, 4-acetamidobenzensulfonyl,
4-(dimethylamino)benzaldehyd, 4-methoxybenzaldehyd, 4-chlorbenzaldehyd, uhliitan
draselny (K2CO:s), siran sodny bezvody (Na,SO.), dimethylsulfoxid (DMSQO), methanol
(MeOH), suchy tetrahydrofuran (THF), dichlormethan (DCM, CH.Cl.), dimethylformamid
(DMF), ethylacetat (EtOAc), petrolether (PE), chloroform (CHClIs), toluen a n-hexan
od firem Sigma-Aldrich, Merck, Lachner a Fluka. VSechny latky byly pouzity v takové
Cistoté, v jaké byly dodany, paklize neni uvedeno jinak. Nasyceny vodny roztok NacCl,
nasyceny vodny roztok NH4Cl a nasyceny vodny roztok NaHCOs; byly pfipraveny

v Laboratofi rdstovych regulatorti technickym personalem.

3.2 METODY A MATERIAL

Prabéh vSech reakci byl kontrolovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC)
na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60 SIL G/UVzss s fluorescentnim
indikatorem (Machery-Nagel). Jednotlivé slouCeniny pfitomny v reakéni smési byly
vizualizovany pomoci vizualizaéniho roztoku KMnO..

Finalni produkty byly purifikovany pomoci kolonové chromatografie na silikagelu
34 od firmy Sigma Aldrich (velikost &astic 230-400 mesh; velikost pérd 60 A).
Eluované frakce byly jimany po 20—-30 mL a jejich obsah byl monitorovan pomoci TLC.
Frakce, které mély stejny obsah byly spojeny, zahustény na RVO a nasledné
analyzovany pomoci spektralnich metod.

Spektra nuklearni magnetické rezonance byla ziskana na pfistroji Jeol 500 JNM-
ECA 500 MHz pracujici pfi frekvenci 500 MHz (*H) a 125 MHz (**C). Méfeni probihala
za laboratorni teploty a pro méfeni bylo pouzito deuterované rozpoustédlo — chloroform
(CDCls). Kalibrace chemickych posunu byla provedena na interni standard nebo signal
rezidualniho nedeuterovaného rozpoustédla. Chemické posuny (8, ppm) a Stépici
konstanty (Hz) *H NMR spekter jsou uvedeny standardnim zplsobem vzhledem

ke zbyvajicimu CHCI; pfitomnému v CDCl; (*H = 7,27 ppm). ¥3C NMR chemické posuny

33



(6, ppm) jsou uvadény vzhledem k CDCIl; (6C = 77,23 ppm, prostfedni signal).
Protonové interakce jsou reprezentovany jako singlet (s), dublet (d), dublet dubletu (dd),
triplet (1), triplet tripletu (tt), pentet (p) a multiplet (m).

Hodnoty LC/MS byly ziskany za pouziti kapalinového chromatografu Agilent
1290 Infinity 1l s UV-VIS detektorem a hmotnostnim detektorem Agilent InfinityLab
Lc/MS). Cistota koneé&nych sloudenin byla stanovena dle nasledujiciho postupu:
1 mg slouceniny byl rozpustén v 1 mL 1% methanolu a vstfiknut (10 pL) na kolonu
s reverzni fazi (Agilent 5Prep-C18 10x21,2 mm). Rozpoustédlo (A) bylo tvofeno vodou,
rozpoustédlo (B) bylo tvofeno methanolem. PFi pratoku 20 mL/min byl pouzit binarni
gradient: 0 min. 10% B; 0-10 min. linearni gradient na 90% B; 10-12 min. isokratické
eluce 90% B; 12—13 min. lineérni gradient na 10% B. Eluovana faze byla poté zavedena
do UV-VIS detektoru. Kvartérni pumpa méla pratok 0,5 mL/min, mobilni fazi pak tvofil
15 mM mraven&an amonny: MeOH (50% MeOH). Hodnoty HRMS byly ziskany pomoci
kvadrupolové iontové pasti hmotnostniho analyzatoru Agilent 6230 Time-of-Flight,
iontovy zdroj DUAL AJS ESI, teplota desolvaéniho plynu: 260 °C, rychlost desolvaéniho
plynu: 8 L/min, nebulizator: 35 psi, teplota odpafujiciho plynu: 350 °C,
rychlost odpafujiciho plynu: 11 L/min, napéti na kapilafe: 3500 V a napéti a kuzelové
napéti 300V. Sbér dat byl provadén v rezimu uplného skenovani (100-1700 m/z) a data
byla vyhodnocena v programovém softwaru MassHunter.

Body tani (b.t.) byly méfeny na pfistroji B-540 Blichi® a nejsou korigovany. Mé&reni
optické otacivosti probihalo na polarimetru Pol A Ar 3001 a to tak, ze vzdy bylo
rozpusténo alespon 10 mg dané latky v 1 mL rozpoustédla (CH2Cl;, CHCI3). Méfeni
probihalo pfi vinové délce 589 nm. Latky byly navazovany na analytickych vahéach
znaCky AS 220.R2. VesSkeré reakce probihaly za pomoci laboratorni magnetické
michacky s ohfevem Heidolph MR 3001 K (Heidolph, Nemécko). Latky byly odpafovany
a zahustovany za pouziti vakuové rotaéni odparky Interface 1-300 (Biichi, Svycarsko).

Zasadity vizualiza¢ni roztok KMnO4 byl pfipraven rozpusténim 9 g KMnOs a 20 g
K>COs3 ve 150 mL 10% NaOH.
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3.3 ORGANICKA SYNTEZA
3.3.1 Syntéza fenyl sulfonyl bicyklolaktonu (2)

3.3.1.1 Syntéza 2-(fenylsulfonyl)acetonitrilu (2)

/y N
DMSO
0°C->rt 2

®  Br _CN ©\o
@e ™ o

1

Benzensulfinova sodna sul (14,1 g, 1,2 eq.) byla rozpusténa ve 139 mL DMSO (0,5 M).
Smés byla ochlazena na 0 °C a pomalym pfikapavanim byl pfidan bromacetonitril (5 mL,
1,0 eq.). Po 20 minutach byla odstranéna chladici lazefi a reakéni smés byla ponechana
se ohfat na I.t. Nasledné bylo k reakéni smési pfidano 150 mL H,O a vodna faze byla
extrahovana pomoci etheru (5x 200 mL). Spojené organické extrakty byly promyty
nasycenym roztokem NaCl (100 mL), suSeny pomoci bezvodého Na,SO., odfiltrovany
a odpareny za snizeného tlaku. Vysledny surovy meziprodukt, 2-(fenylsulfonyl)acetonitril
(2) (4,81 g, 38 %), byl pouZit v dalSim kroku.

B.t. 109,5-109,9°C

MS (ESI*), m/z (%): 182 [M+H]* (100)
HRMS (ESI*) calcd. pro CsHgNO,S [M+H]*: 182.0270, nalezeno 182.0270.

Pfifazeni signalti *H-NMR a 3C-NMR spektra 2-(fenylsulfonyl)acetonitrilu 10

125 MHz
1H (500 MHz, CDCl5) : 13C ’

Atom NMR [opm] Intenzita NMR CDCls

[ppm]

1 - - - c-1 110,5

2 H-2 4,06 (s) 2H c-2 45,9

3 - - - C-3 136,8

4 H-4 | 8,03 (dd,J=8;1,5Hz) 2H C-4 129,1

5 H-5 7,54-7,60 (M) 2H C-5 130,0

6 H-6 | 7,79 (tt, J=7,5; 1,5 Hz) 1H C-6 135,6
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3.3.1.2 Syntéza fenyl sulfonyl bicyklolaktonu (2)

©\ 2 Pho23 [
/7 (S)-(+)-epichlorhydrin .
” <

/,S\/ r
O NaOMe
2 (25 % v MeOH) (+)-3

Pro tuto reakci byl pfipraven Cerstvy methanolat sodny (NaOMe). Na tfihrdlou bariku byl
napojen chladi¢ a pfivod dusiku (N2). Nejprve byla pfidana pouze 1/3 z celkového
potfebného objemu MeOH (100 mL), poté byl pfidan Na (6 g, eq. 5,0). Reakce byla
udrzovana pfi mirném varu a poté byl pfidan zbytek objemu MeOH (156 mL).
Po 30 minutach byla reakéni smés zchlazena pomoci chladici lazné na 0°C a byl pfidan
2-(fenylsufonyl)acetonitril (1) (9,27 g, eq. 1,0). Nasledné byla chladici lazeri odstranéna
a smés byla michana dalSich 30 minut. Poté byl pfidan po kapkach (S)-(+)-epichlorhydrin
(5 mL, eq. 1,25). Reakéni smés byla michana 12 hodin a nasledné byla odpafena
za snizeného tlaku. Poté bylo k reakéni smési pfidano 300 mL H>O. Pomoci ledové
kyseliny octové bylo upraveno pH reakéni smési na 4,0. Pfi tomto pH byla smés
ponechdna 12 hodin. Vodna faze byla extrahovdna pomoci CH.Cl, (3x 300 mL).
Spojené organické extrakty byly promyty nasycenym roztokem NaCl (200 mL), suSeny
pomoci bezvodého Na,SO4, odfiltrovany a odpafeny za snizeného tlaku.
Vysledny surovy produkt byl nasledné precistén pomoci kolonové chromatografie (SiOz,
PE:EtOAc = 20:1 — 10:1 — 5:1 — 2:1) a poskytl produkt (1S)-1-(fenylsulfonyl)-3-
oxabicyklo[3.1.0]hexan-2-on (3) (4,86 g, 39 %) ve formé svétle Zluté krystalické latky.
Tento produkt byl pouzit v dalSich reakcich.

adl =+77,5° (c = 1,02, CH,Cl)

B.t. =113-114 °C

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

13C NMR (125 MHz, CDCIs) d (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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3.3.2 Reakce s fenyl sulfonyl bicyklolaktonem

3.3.2.1 Syntéza (1S)-2-butyl-1-(fenylsulfonyl)-3-oxabicyklo[3.1.0]hexan-2-olu (4a)

n-butyllithium —= CHs
—
THF O
(+)-3 Tee (+)-4a

Za |.t. byl smichan produkt z pfedchozi reakce, lakton (+)-3 (250 mg, eq. 1,0)
a THF (12,5 mL). Smés byla zchlazena na -78 °C a po 5 minutach bylo pfidano
n-butyllithium (124 mL, eq. 1,25). Po 2 hodinach a 30 minutach byla odstranéna chladici
lazen a smés byla ponechana za I.t. jes$té 30 minut. Nasledné byl k reakéni smési pfidan
NH.Cl a vodna faze byla extrahovana pomoci DCM (3x 20 mL). Spojené organické
extrakty byly promyty nasycenym roztokem NaCl (20 mL), suSeny pomoci bezvodého
Na.SO., odfiltrovany a odpafeny za snizeného tlaku. Byl ziskan produkt (1S)-2-butyl-1-
(fenylsulfonyl)-3-oxabicyklo[3.1.0]hexan-2-ol ((+)-4a) (0,07 g, 22 %).

a?? =+117,3° (c = 0,11, CH.Cl,)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 60.84 (t, J = 6.9 Hz, 3H), 1.16 — 1.29 (m, 4H), 1.38 (t, J = 7.1
Hz, 1H), 1.81 (dd, J = 10.2, 6.4 Hz, 1H), 1.88— 2.07 (m, 2H), 2.33 (tdd, J = 9.8, 7.6, 5.2
Hz, 1H), 3.66 (dd, J = 11.7, 9.5 Hz, 1H), 4.30 (dd, J = 11.7, 5.2 Hz, 1H), 7.56 (ddd, J =
8.1,5.6, 2.7 Hz, 1H), 7.64 — 7.73 (m, 2H), 7.77 (dd, J = 7.7, 1.0 Hz, 1H)

13C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 13.8, 16.5, 22.8, 25.2, 25.4, 36.4, 52.2, 65.2, 104.1, 128.9,
129.2, 134.1, 139.5

MS (ESI*), m/z (%) 279 [M-OH]* (100), 319 (25) [M+Na]*

HRMS (ESI) calcd. for C1sH1904S [M-H]: 295.1010, found 295.1007.

3.3.2.2 Syntéza (1S)-2-(but-2-en-1-yl)-1-(fenylsulfonyl)-3-oxabicyklo[3.1.0]hexan-2-olu
((+)-4b)

PhO,S O PhO,S OH
«( A MgBr %\/\
o ——>

THF O

(+)-3 -78°C (+)-4b
Za |.t. byl smichan produkt z pfedchozi reakce, lakton (+)-3 (500 mg, eq. 1,0)
a THF (16,7 mL). Smés byla zchlazena na -78 °C a byl pfidan vinylmagnésium bromid
(5,29 mL, eg. 2,5). Po 1 hodiné a 30 minutach byla odstranéna chladici lazen a za I.t. byl
pfidan NH4Cl (20 mL). Vodna faze byla extrahovana pomoci CH.Cl, (3x 30 mL).
Spojené organické extrakty byly promyty nasycenym roztokem NaCl (20 mL),
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suSeny pomoci bezvodého Na,SO., odfiltrovany a odpafeny za snizeného tlaku.
Byl ziskan produkt lakton (1S)-2-(but-2-1-yl)-1-(fenylsulfonyl)-3-oxabicyklo[3.1.0]hexan-
2-ol ((+)-4b) (3,14 g, 51 %).

a?® = +25,5° (¢ = 1,01 M, CH,Cl)

1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 1.22 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 1.94 (dd, J = 8.6, 5.3 Hz, 1H), 2.15
(ddt, J = 14.0, 6.9, 1.1 Hz, 1H), 2.30 (ddt, J = 14.0, 7.7, 1.2 Hz, 1H), 2.52 (ddd, J = 10.0,
8.5, 7.3 Hz, 1H), 3.77 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.01 (dd, J = 8.9, 2.7 Hz, 1H), 4.06 (s, 1H),
4.85 (ddt, J = 17.2, 2.0, 1.4 Hz, 1H), 5.05 (ddt, J = 10.1, 2.0, 1.0 Hz, 1H), 5.65 — 5.76 (m,
1H), 7.57 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.68 (tt, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H), 7.94 (dd, J = 8.5, 1.3 Hz, 2H)
13C NMR (101 MHz, CDCls) & 16.1, 25.4, 41.2, 51.9, 65.3, 103.2, 119.8, 129.1, 129.1,
131.7, 134.0, 139.9

MS (ESI), m/z (%) 264 [M-OH]* (100), 303 (15) [M+Na]*

HRMS (ESI) calcd. for C14H150sS [M-OHJ*: 263.0736, found 263.0737.

3.3.2.3 Syntéza 3-(but-3-en-1-yl)-3-hydroxy-2‘-(hydroxymethyl)-3H-
spiro[benzo[b]thiofen-2-1‘-cyklopropan] 1,1-dioxidu ((+)-5)

PhO,S QH N o
2 WX n-butylithium ©§<¢
s

< b
THF S
(114 78°C 00 ()5

Produkt z pfedchozi reakce alkohol (+)-5 (300 mg, eq. 1,0) byl smichan s THF (15 mL).
Poté byla reakéni smés zchlazena na -70 °C a po 45 minutach bylo po kapkach pfidano
n-buthyllithium (1,5 mL, eq. 2,5). Nasledné byla zvySena teplota na 0 °C a ponechano
pfi této teploté dalSich 30 minut, poté byla chladici lazen ostranéna a bylo pfidano NH.ClI
(20 mL) a chladici lazen byla odstranéna. Byla provedena extrakce DCM (3x 20 mL).
Spojené organické extrakty byly promyty nasycenym roztokem NaCl (20 mL), suseny
pomoci bezvodého Na,SO., odfiltrovany a odpafeny za snizeného tlaku. Vysledny
surovy produkt byl nasledné piecistén pomoci kolonové chromatografie (SiO», PE:EtOAc
= 41 — 2:1 ) a poskytl produkt 3-(but-3-en-1-yl)-3-hydroxy-2*‘-(hydroxymethyl)-3H-
spiro[benzo[b]thiofen-2-1‘-cyklopropan] 1,1-dioxid (+)-5 (0,074 g, 24 %).
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a?? = +12,5°(c = 1.23, CH2Cl)

H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 0.84 (t, J = 6.9 Hz, 3H), 1.16 — 1.29 (m, 4H), 1.38 (t, J = 7.1
Hz, 1H), 1.81 (dd, J = 10.2, 6.4 Hz, 1H), 1.88 — 2.07 (m, 2H), 2.33 (tdd, J=9.8, 7.6, 5.2
Hz, 1H), 3.66 (dd, J = 11.7, 9.5 Hz, 1H), 4.30 (dd, J = 11.7, 5.2 Hz, 1H), 7.56 (ddd, J =
8.1,5.6,2.7 Hz, 1H), 7.64 — 7.73 (m, 2H), 7.77 (dd, J = 7.7, 1.0 Hz, 1H)

13C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 13.7, 13.9, 22.7, 25.7, 28.8, 41.3, 52.6, 60.6, 77.0, 120.8,
125.3, 130.1, 133.9, 136.8, 143.6

MS (ESI*), m/z (%) 279 [M-OH]* (100), 319 (25) [M+Na]*

HRMS (ESI") calcd. for C1sH1904S [M-H]: 295.1010, found 295.1007.

3.3.2.4 Syntéza (1S,5S)-5-(azidomethyl)-1-(fenylsulfonyl)-3-oxabicyklo[3.1.0]hexan-2-

onu — azid (+)-6

PhO,S O o)

NaNg, AcOH 1025,
—_—
0 TEA, DMF Ns 0
(+)_3 60°C (+)-6

Byl smichan produkt z pfedchozi reakce, bislakton (+)-3 (0,5 g, eq. 1,0), NaNs (0,546 g,
eg. 4,0), kyselina octova ledova (0,48 mL, eq. 4,0), DMF (7,0 mL, 0,7 M) a TEA (5,7 mL,
eg. 20,0) za I.t. Reakéni smés byla zahfata na 70 °C a michana pfi této teploté 6 hodin.
Poté byla odstranéna lazen a vysledny surovy produkt byl odpafen na RVO a nasledné
precistén pomoci kolonové chromatografie (SiO,, PE:EtOAc = 10:1 — 5:1 — (isty
EtOAc), pfitemz poskytl produkt (1S,5S)-5-(azidomethyl)-1-(fenylsulfonyl)-3-
oxabicyklo[3.1.0]hexan-2-onu — azid (+)-6 (0,471 g, 79 %).

ab® = +13,4 (c = 1,004 M, CHCl,)

B.t. = 240 °C (rozklad.)

'H NMR (500 MHz, CDClIg) & 3.49 (dddd, J = 10.6, 8.0, 5.6, 5.0 Hz, 1H), 3.66 (dd, J =
12.5,4.8 Hz, 1H), 3.77 (dd, J = 12.5, 5.7 Hz, 1H), 4.00 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 4.15 (dd, J =
9.3,5.1 Hz, 1H), 4.55 (dd, J =9.3, 8.0 Hz, 1H), 7.58 — 7.69 (m, 2H), 7.70 — 7.81 (m, 1H),
7.94 - 8.03 (m, 2H)

13C NMR (126 MHz, CDCls) 6 36.8, 52.0, 65.9, 69.2, 129.6, 129.7, 135.2, 136.6, 167.3
MS (ESI*), m/z (%): 282 [M+H]* (22), 299 [M+NH.]* (100)

HRMS (ESI*) calcd. pro C11H12N304S [M+H]*: 282.0543, nalezeno 282.0544.
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3.3.3 Click chemie — reakce azidu (+)-6 s acetylenovymi substraty

3.3.3.1 Reakce azidu (+)-6 s fenylacetylenem

Ph
0 SOzPh SOZPh
Ph——
PhOzS,,, Ph\(\N J
5 Cul i _
N3 DMF N=N N’N
(+)-6 It (-)-7a (-)-14a

Za |.t. byl smichan azid (+)-6 (100 mg, 1,0 equiv.), Cul (6,77 mg, 0,1 equiv.),
fenylacetylen (0,078 mL, 2,0 equiv.) a DMF (2 mL, 0,1 M). Reak&ni smés byla michana
za l.t. 12 hodin a poté bylo pfidano 15 mL NH.CI. Nasledné byla vodna faze extrahovana
pomoci CH.Cl; (3x 20 mL). Spojené organické extrakty byly promyty nasycenym
roztokem NaCl (10 mL), suSeny pomoci bezvodého Na,SO,, odfiltrovany a odpafeny
za snizeného tlaku. Vysledny surovy produkt byl nasledné precistén pomoci kolonové
chromatografie (SiO2, DCM:EtOAc = 4:1 — 2:1) a poskytl dva produkty (3S,4R)-4-((4-
fenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl)-3-(fenylsulfonyl)dihydrofuran-2-(3H)-on ((-)-7) (0,089
o] 65 %) a (3S,4R)-4-((5-fenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl)-3-
(fenylsulfonyl)dihydrofuran-2-(3H)-on (-)-7 (0,083 g, 34 %).

aly = -9,3° (c = 1,03, CH.Cl)
(-)-7a
H NMR (500 MHz, CDCl3) & 3.84 (dg, J = 13.9, 6.6 Hz, 1H), 4.06 (d, J = 7.3 Hz, 1H),
4.34 (dd, J =9.5, 6.3 Hz, 1H), 4.66 (dd, J = 9.5, 8.0 Hz, 1H), 4.78 (d, J = 1.6 Hz, 1H),
4.79(d,J=2.7Hz,1H),7.40 (d,J=7.2Hz, 1H), 7.48 (t, I =7.5Hz, 2H), 7.61 (t,J=7.9
Hz, 2H), 7.72 (tt, J = 7.3, 1.1 Hz, 1H), 7.85 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.92 (s, 1H), 7.95 (dd, J
=8.5, 1.3 Hz, 2H)
13C NMR (126 MHz, CDCls) & 38.1, 50.4, 65.3, 68.8, 114.1, 126.0, 126.8, 128.9, 129.2,
129.6, 129.8, 130.2, 132.6, 135.4, 166.5
MS (ESI*), m/z (%): 402 [M+NH.4]* (100)
HRMS (ESI*) calcd. for C1gH1sN304S [M+H]*: 384.1013, found 384.1012.

(-)-14a

afy’ = -1,3° (c = 1,04; CH,Cl)
1H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 8.19 (s, 1H), 7.94 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.83
(d,J=8.4Hz 1H), 7.71 (t, I = 7.5 Hz, 1H), 7.59 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.46 (t, J = 7.6 Hz,
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2H), 7.38 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 4.77 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 4.64 (t, J = 8.8 Hz, 1H), 4.33 (dd,
J=9.5,6.2 Hz, 1H), 4.04 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 3.83 (dd, J = 13.9, 6.5 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) & 38.1, 50.4, 65.3, 68.8, 114.1, 126.0, 126.8, 128.9, 129.2,
129.6, 129.8, 130.2, 132.6, 135.4, 166.5

3.3.4 Syntéza acetylenovych latek

3.3.4.1 P¥iprava Ohira-Bestmann reagentu (9)

S/
6] 0]

+N-

AL e
HsCO™ | H > ~OCH;
OCH,4 NaH 0% ~OCHj,
8 THF, 0°C->RT 9

Za |.t. byl smichan dimethyl(2-oxopropyl)fosfonat (8) (0,96 mL, eq. 1,0) a THF (18,9 mL,
0,35 M). Reakéni smés byla zchlazena na 0 °C a byl k ni pfidan NaH (290 mg, eq. 1,1)
a po 1 hodiné byl pfidan 4-acetamidobenzensulfonyl azid (1,8 g, eq. 1,1). Po 30 minutéach
byla reakce ukoCena a odparfena na RVO. Vysledny surovy produkt byl pfe€i§tén pomoci
kolonové chromatografie (SiO,, PE:EtOAc = 1:1 — 1:2 — Cisty EtOAc) a poskytl Cisty
produkt dimethyl (1-diazo-2-oxopropyl)fosfonéat (9) (0,903 g, 70 %).

H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 3.87 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 2.28 (s, 3H)
13C NMR (126 MHz, CDCls) 6 27.08, 53.51, 53.58 (d, J= 5.58 Hz), 16.33, 129.56, 189.85

3.3.4.2 Syntéza tert-butyl prop-2-yn-1-yl-karbamatu (11b)

O
/\NHz Boc,O ///\”J\Ok

TEA, DCM
10 11b

Pfi 0 °C byl smichén propargyl amin (250 mL, eq. 1,0), TEA (1,36 mL, 2,5 geuiv) a DCM
(19,5 mL, 0,2 M). Po 5 minutach byl pfidan boc anhydrid (937 mg, 1,1 equiv). Reakéni
smés byla michana 48 hodin, poté bylo pfidano 20 mL NaHCOs;. Vodna faze byla
extrahovana pomoci DCM (3x 20 mL). Spojené organické extrakty byly promyty
nasycenym roztokem NaCl (15 mL), suSeny pomoci bezvodého Na,SO, odfiltrovany a

odpafeny za snizeného tlaku. Vysledny surovy produkt byl pfecistén pomoci kolonové
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chromatografie (SiO,, PE:EtOAc = 10:1 — 4:1), pfiemz poskytl produkt tert-butyl prop-
2-yn-1-yl-karbamat (11b) (0,299 g, 55 %).

B.t. = 37-38°C

H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 1.46 (s, 9H), 2.24 (t, J = 3.0 Hz, 1H),3.92
(s, 2H), 4.98 (br s, 1H)

13C NMR (125 MHz, CDCI3) & = 28.3, 30.3, 71.2, 79.9, 80.2, 155.4

HRMS (ESI*): m/z calcd. for CBH13NNaO2*[M + Na]*: 178.0838, found178.0839.

3.3.4.3 Syntéza ((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)benzen (11c)

benzyl bromid

7 on —_NaH ©/\0/\\\

12 THF

PFi 0 °C byl smichan propargyl alkohol (0,5 mL, 1,0 equiv), NaH (244 mg, 1,2 eqiv) a
THF (84,6 mL, 0,1 M). Po 1 hodiné byl pfidan benzyl bromid (1,52 mL, 1,5 equiv).
Reakéni smés byla michana pres vikend, poté bylo pfidano 60 mL NaHCOs;. Vodna faze
byla extrahovana pomoci EtOAc (3x 20 mL). Spojené organické extrakty byly promyty
nasycenym roztokem NaCl (15 mL), suSeny pomoci bezvodého Na.SO,, odfiltrovany a
odparfeny za snizeného tlaku. Vysledny surovy produkt byl dvakrat pfecistén pomoci
kolonové chromatografie (SiO2, PE:EtOAc = 10:1 — 4:1). Az poté poskytl Cisty produkt
((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)benzen (11c) (0,272 g, 22 %).

H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 7.29 — 7.18 (m, 5H), 4.52 (s, 2H), 4.08 (d,
J=2.4Hz, 2H), 2.39 (t, J = 2.4 Hz, 1H)

13C NMR (100 MHz, CDCl3) d (ppm) = 137.2, 128.4, 128.0, 127.8, 79.6, 74.6, 71.4,
57.0

3.3.4.4 Syntéza 1-ethynyl-4-methoxybenzenu (11d)
0]

+N_
5 )J\FN
_OCH,4 H
_P Z
H 9 0 ~OCH, Z
~ '
o) 132 K,cO; MeOH,RT 11d

o)

4-methoxybenzaldehyd (105 mL, eq. 1,0), produkt z pfedchozi reakce (13) (250 mg,
1,5equiv) a K.CO3 (239 mg, 2,0 equiv) byly rozpustény v MeOH (8,63 mL, 0,1 M) za |.t.
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Reakéni smés byla michana 18 hodin, poté byl pfidan 5% NaHCOs (5 mL). Vodné faze
byla extrahovana pomoci DCM (3x 10 mL). Spojené organické extrakty byly promyty
nasycenym roztokem NaCl (10 mL), suseny pomoci bezvodého Na,SO, odfiltrovany a
odpafeny za snizeného tlaku. Vysledny surovy produkt byl pfecistén pomoci kolonové
chromatografie (SiO2, PE:EtOAc = 10:1 — 4:1) a poskytl Cisty produkt 1-ethynyl-4-
methoxybenzen (11d) (0,066 g, 57 %).

H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 7.43 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.84 (d, J = 8.9 Hz,
2H), 3.82 (s, 3H), 3.00 (s, 1H)
13C NMR (125 MHz, CDCl3): & (ppm) = 55.3, 75.8, 83.7, 113.9, 114.1, 133.6, 159.9

3.3.4.5 Syntéza 1-chloro-4-ethynyl-benzenu (11e)
o]

o)
_OCHj H
_P. Z
H 9 0% “OCH, Z
>
cl 13b  K,c0o,; MeOH, RT e

Cl

4-chlorbenzaldehyd (101 mL, 1,0 equiv), Ohira-Bestmann reagent 9 (250 mg, 1,5 equiv)
a K2CO3 (239 mg, 2,0 equiv) byly rozpustény v MeOH (8,63 mL, 0,1 M) za |.t. Reakéni
smés byla michana 18 hodin, poté byl pfidan 5% NaHCOs (5 mL). Vodna faze byla
extrahovana pomoci DCM (3x 10 mL). Spojené organické extrakty byly promyty
nasycenym roztokem NaCl (10 mL), suSeny pomoci bezvodého Na,SO., odfiltrovany
a odpareny za snizeného tlaku. Vysledny surovy produkt byl precistén pomoci kolonové
chromatografie (SiO2, PE:EtOAc = 5:1) a poskytl isty produkt 1-chloro-4-ethynyl-benzen
(11e) (0,030 g, 25 %).

H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 2.34 (s, 3H), 3.02 (s, 1H), 7.12 (d, J = 8.1

Hz, 2H), 7.38 (d, J = 8.1 Hz, 2H)
13C NMR (125 MHz, CDCls) d (ppm) = 134.9, 133.4, 128.7, 120.6, 8.5, 78.2
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3.4 BIOLOGICKE TESTOVANI PRIPRAVENYCH LATEK

3.4.1 Antihelminticka aktivita

Hodnoceni antihelmintické aktivity nami vybranych latek bylo provedeno na Cerstvé
vylihnutych larvach C. elegans (L1) wild-type linie N2 pomoci tzv. chitinasové eseje.
Chitinasova esej spociva v tom, ze dospély jedinec chitin neobsahuje, chitin obsahuiji
pouze vajitka, a proto embrya produkuji chitinasu. Chitinasa se uvolfiuje do média
a pridavkem substratu Ize kvantifikovat reprodukéni kapacitu ¢ervll. Diky tomu mizeme
pozorovat toxicitu — zda jsou Cervi mrtvi nebo jen zpomaleni, to pozorujeme
pod mikroskopem.

Larvy byly péstovany na NGM médiu (nematode growth medium) a poté byly
vékové synchronizovany pomoci bleachingu.l®® Dale byly tyto larvy zfedény
na kone¢nou koncentraci 200—300 ¢ervd/mL, krmeny bakteriemi E. coli OP50 (3 mg/mL)
(zdroj bakterii i C. elegans bylo Caenorhabditis Genetic Centre). Nasledné byly
pfeneseny na 96-jamkovou destiCku. Poté byly oSetfeny nami pfipravenymi latkami,
jako negativni kontrola byl pouzit DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit ivermectin —
bézné pouzivané antihelmintikum. Populace byly ponechany rust pfi 20 °C na tfepaéce
(100 otacek/min) po dobu 4 dnd, kdy za vhodnych podminek by v této dobé dosahly
dospélosti a zaCaly se mnozit. Po 4 dnech bylo do kazdé jamky pfidano 20 pM
fluorogenniho chitinasového substratu (4-methylumbelliferyl-B-D-N,N',N"-
triacetylchitotriosid) a destiCka byla inkubovana pfi 37 °C po dobu 1 hodiny.
Poté byla reakce zastavena pfidanim alkalického pufru (1M glycin/1M NaOH, pH 10,6)°?
a byla zméfena intenzita fluorescence (pfistroj Tecan INFINITE 200 Pro,
excitace 360 nm, emise 460 nm). Pfed samotnym testem byla desticka zkontrolovana
vizualné pod invertovanym mikroskopem (Leica) a byly porovnany zmény v jednotlivych

jamkach (mrtvi, zivi Cervi).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem této prace je navazat na pfedchozi vyzkum a vytvofit druhou generaci latek
obsahujicich modifikovany laktonovy kruh, pfesnéji, pokusit se pfispét k objasnéni vlivu
substituce na cyklopropanu pro zachovani biologické aktivity. Prvnim krokem byla
pfiprava fenylsulfonyl laktonu (+)-3, jakozto vychozi latky (kapitola 4.1). Tato latka
jiz byla pfipravena vramci skupiny® a byly u ni prokdzany biologické Gginky
(kapitola 2.4). Proto jsme se rozhodli vyuzit tuto skute€nost a provadét modifikace
na této latce. V navaznosti na to byl pfipraven azid (+)-6 (kapitola 4.2), ktery byl vyuzit
jako vychozi bod pro tzv. click chemii (kapitola 4.2). Tento typ chemie se bohuzel ukazal
mnohem méneé uspésny, nez jsme doufali.

V8echny pfipravené latky byly testovany na cytotoxicitu a antihelmintickou
aktivitu (kapitola 4.3). U jedné z pfipravenych latek byla antihelminticka aktivita

pozorovana pfi vySSi testované koncentraci (kapitola 4.3.2).

4.1 FENYLSULFONYL LAKTON (+)-3 — SYNTEZA

Pro syntézu fenylsulfonyl laktonu byl nejprve pfipraven 2-(fenylsulfonyl)acetonitril (2),
ktery nasledné v reakci s (S)-(+)-epichlorhydrinem v pfitomnosti methanolatu sodného
(Cerstvé generovan rozpusténim sodiku v methanolu) poskytl nas produkt (1S)-1-
(fenylsulfonyl)-3-oxabicyklo[3.1.0lhexan-2-on  (+)-3 jako jediny stereoisomer.
Tento bicyklicky lakton pak nasledné slouzil jako vychozi latka pro pfipravu vsech

ostatnich derivatl vychazejicich z této struktury (Schéma 1).

PhO,S
© ® Br<_-CN (S)-(+)-epichlorhydrin ~
SO02” Na {
—_— S CN ————— > 0
DMSO I NaOMe
1 0°C->rt 2 (38%) (25 % v MeOH) (+)-3 (39%)

Schéma 1. Pfiprava vychoziho bicyklolaktonu (+)-3.

4.2 FENYLSULFONYL LAKTON (+)-3 — ZNAME MODIFIKACE

Kdyz byl bicyklolakton (+)-3 pfirpaven v dostateéném mnozstvi,
tak jsme se zaméfili na jeho ohodnoceni v ramci reaktivity. Nejprve byly provedeny
reakce, které jiz byly publikovany Dr. Koutskou (Konradovou). Bicyklolakton (+)-3 byl
tedy nejprve preveden reakci s n-BuLi a vinyl-Mg-Br na odpovidajici tercialni alkoholy
(+)-4a a (+)-4b (Schéma 2) a nasledné derivat (+)-4b byl transformovan na odpovidajici
tricyklickou spiro slouc¢eninu (+)-5 | kdyZ se nepodafilo pfipravit tyto latky v dostateCném

vytéZku (v porovnani s publikovanou hodnotou Dr. Koutské (Konradove)),
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tak byly pfipraveny v opticky Cisté formé (dfive pouze jako racemické latky). Tyto latky
tak jsou velmi dllezité pro jejich biologické ohodnoceni.

PhOS O PhO,S OH
n-butyllithium -
0 ? 0

THF

(+)3 -78°C->I.t. (+)-4a (22%)
«(0 n-butyllithium — N
_frbutylithium
THF 0
(+)-3 _78°C->It. (+)-4b (51%)

PhO,g OH Hof —OH
f(\/\ n-butyllithium qu
—_—
(0]
THF 4

(+)-4b 78°C->1t. 8 O(+)-5 (24%)

Schéma 2. Testované reakce pro pfipravu pokrocilych intermediatd vzeslych z (+)-3.

Syntéza opticky Cistych latek.

4.3 FENYLSULFONYL LAKTON (+)-3 — MODIFIKACE LAKTONOVEHO
KRUHU

Po téchto uspésnych syntézach jsme se presunuli k pfipravé modifikované laktonové
funk&ni skupiny. Hlavnim cilem bylo ziskat laktonovy kruh, ktery by nemél karbonylovou
funkéni skupinu (Schéma 3). Aby se toho doséahlo, rozhodli jsme se vyuzit znamych
reakci karbonylu v pfitomnosti karbén( titanu (Takaiho, Tebbe a Petassisliv reagent)
a i vpfitomnosti Wittigova reagentu. Provedené experimenty jsou obsazeny

v Tabulce 2.

R

PhO,S
alkylagni @:
Chemy’ 16

PhO,S O PhO,S  CH, PhO,S O

pfesmyk T
0 © —> CH,

(+)-3 15 enolatova 17
chemie
R

PhO,S
= —4~OH
0

18

Schéma 3. Pfedpokladané modifikace karbonylové funk&ni skupiny v laktonu (+)-3.
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Bohuzel se ukazalo, Ze cileny laktonovy karbonyl je znané& nereaktivni a za Zzadné
z testovanych reakénich podminek nedochazelo ke konverzi vychozi latky (+)-3
na cilenou finalni strukturu. Pfedpokladame, Ze tato situace je zpusobena znaénou
stérickou naro¢nosti kolem karbonylové skupiny, ktera znemozfuje za danych reakénich
podminek vznik kyzenych produktd. Cileny typ produkti totiz vibec nereagoval,
at’ jiz v pfitomnosti znaéné reaktivnino Tebbeho reagentu, ani v pfitomnosti lakton-
specifického Takai-Utimoto reagentu a ani v pfitomnosti Wittigovych reagentd.
Z tohoto dudvodu jsme se rozhodli zavést nasi pozornost jinym smérem — k reakcim

s azidy jiz otevieného cyklopropanového kruhu (viz nasledujici kapitola).

Tabulka 2: Reakce laktonového karbonylu (+)-3.

X
PhO,S O Ph%/g
B ——
@ podminky ©
(+)-3 15
. Ocekavany Konverze?
Radek Podminky X
produkt (+)-3 [%]
H +)-3 (1,0 iv), Tebb t
PhOS ’ (+)-3 (1,0 equiv), Tebbe reagen
1 - (Cp2TiCHs(ClI).AlMe3) (1,5 equiv), -H <5
© 154 CH:Clz, -78°C
H _ . - .
PhOsS y (+)-3 (1,0 equiv), TiCls (4,0 ekviv),
2 ; Mg (16,0 ekviv), CH2CI2/THF, 0°C- -H <5
0
15a >\t
H O
PhO,S +)-3 (1,0 equiv), PhsP=C(H)COCHs
3 . 4 (3 ( .q ) ) -COCHs <5
0 (5 ekviv), toluen, 50°C, 12h
15b
H O
PhO,S +)-3 (1,0 equiv), PhsP=C(H)COCHzs
4 A (3 ( -q ) ) -COCHs <5
0 (5 ekviv), toluen, 100°C, 12h
15b
H O
PhO,S (+)-3 (1,0 equiv), PhsP=C(H)COCH?3 -
5 - OMe ) <5
o) ) (5 ekviv), toluen, 50°C, 12h CO2CHs
5¢c

PhOS (+)-3 (1,0 equiv), PhsP=C(H)COCHs3 -
6 - OMe <5
o) (5 ekviv), toluen, 100°C, 12h CO2CHs

a) Zalozeno na *H NMR spektrech surové reakéni smési.
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4.4 CLICK CHEMIE

,Click“ chemie se oznacluje takovy typ reakci, jez probihaji za mirnych reakénich
podminek, neprodukuji zadné vedlejSi produkty, reakce je stereoselektivni
a zaroven stereospecificka, a navic m(ze probihat i ve vodném prostfedi resp.
v biologickych  systémech. Toto oznaceni bylo zavedeno vroce 2001.1%
Typickym pfikladem takovych reakci jsou cykloadiéni reakce azidd a alkynu
(také nazyvané Huisgenova reakce). Tato reakce nejenom, Ze splfuje vySe zminéna
kritéria, ale zaroven nam umoznuje jednoduse vyzkouset jejich typ na nasich substratech
a pripravit tak 1,2,3-triazoly s funkénimi skupinami Siroké $kaly.(™® V kontextu nasich
substratt, Dr. Koutska (Konradova) jiz testovala tento typ reakci s azidem 6,
ktery prostym zahfatim (termicky iniciovana reakce) s fenylacetylenem poskytl
oCekavany produkt 7 (Obr. 28).

i = PhO,S [
PhO,S.,, - =,
o = o
—»
No _N
N3 AT N’
6 7a
Obr. 28: Reakce azidu (6) s fenylacetylenem se zvyraznénym ,,click” mechanismem.

V tomto kontextu jsme se tedy rozhodli vyzkouSet reaktivity azidu (+)-6 (Schéma 4)
v pfitomnosti rznych acetyleni a médnatych (Cu(l)) soli. V tomto pfipadé by totiz
mechanismus reakce mél byt jiny a mohli bychom tedy ziskat nejenom produkt 7,

ale i jeho polohovy izomer 14.

PhO,S O 0
@ NaNj;, AcOH PhO,S,,
O TEA, DMF N3 0
(+)-3 60°C (+)-6 (79%)

Schéma 4. Pfiprava azidu (+)-6.

Jak je Ize vidét v Tabulce 3, nas predpoklad byl bohuzel chybny, protoze cilové produkty
adice se nam povedlo pfipravit pouze v pfipadé fenylacetylenu (Tabulka 3, fadek 1).
V pfipadé ostatnich testovanych alkynd bohuzZel nebyl pozorovan vznik produktu(d).
Predpokladame, Ze tato situace byla zpusobena pfitomnosti koordinaénich mist
v kontextu molekuly (+)-3 a na acetylonovém substratu resp. z divodu snizené reaktivity
substratu v kontextu Huisgenovy cykloadi¢ni reakce. Pouzité acetylenové substraty 11
byly komeréné dostupné, anebo snadno pfipravitelné s vyuzitim Ohira-Bestmanova

reagentu (Schéma 5).
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Tabulka 3: Produkty ziskané po reakci s azidem (6).

X

PO o X—== SO,Ph SO,Ph
\Z/d (2 ekviv) X\(/\N/\EBZO + %\N/\EB:O
N3 O —>Cul N=N J N=N S
(+)-6 (0,1 ekviv) 7 14
DMF, L.t.
v, VytéZzek?
Radek Acetylen Produkty (%]
SO,Ph Ph SO,Ph (-)-7
Ph—— Ph—Z N R %\N \ 0
. = \g:’\i /\E>=O R /\E>:O (65%)
o o (-)-14
()7 (-)-14 (34%)

3 : N 0 n.d.”
7 "N w
1c + -N
Ph/\o/\g:’\i /\E>:o N \“n%o

O —
4 /—< —= HyCO SO,Ph SO,Ph n.d.n
Z N ,

Cl

CI—< >—:
5 o SOzPh SOgPh n.d.b
11e a )
N=N g 0 N=N ©
Te

o]
14e
SO,Ph ™S SO,Ph

TMS—= TMS—Z N R + %\N “
b)
6 1f \QN' /\E>=0 \=N o n.d.

o) o]

7f 14f

a) Odpovida cisté izolované latce. (b) n.d. = nebylo detekovano. ZaloZzeno na *H NMR
spektrech surové reakéni smési.
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4.4.1 Syntéza nekomercéné& dostupnych acetylend 11lb-e — wvyuZité Ohira-
Besmann reagentu

Bestmann-Ohira reagent (dimethyl (1-diazo-2-oxopropyl)fosfonat) je jedineénym

a univerzalnim Cinidlem, které se v organické chemii vyuziva pfedevSim pro pfeménu

aldehyd( na koncové alkyny. Lze ho snadno pfipravit z komeréné dostupnych surovini®*

a proto se také jeho pfiprava stala soudasti této prace. Reakci dimethyl(2-

oxopropyl)fosfonatu, NaH a THF byl pfipraven chtény produkt 9 v 70% vytézku.

Pfipravené alkyny jsou nasledné obsazeny ve Schématu 5.

(A) Priprava Ohira-Bestman reagentu N
i,
1
QN
0O W
0] ] )
oo AT
P I N
HsCO™ | - _pzOCHs
OCH,4 NaH 0% ~OCHg
8 THF, 0°C->RT 9 (70%)

(B) Priprava acetylent 11d,e pomoci Ohira-Bestman reagentu

O

OCH3
9 0*"ocH, /©/
3a K,CO3, MeOH, RT (57%)
O ;
_p2OCHs _ H
13 K,C0, MeOH, RT e (25%)

Cl

(C) Priprava acetylenti 11b,c z komerénich propargylt
benzyl bromid
NaH (6) \
5z OH ——— 2 5
//1: THF ©/\
1c (22%)

0
//\ NH, o0 /\N J<

10 TEA, DCM H
11b (55%)

\

Schéma 5. Syntéza nekomercnich acetylenovych derivati 11b-e.
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4.5 BIOLOGICKE TESTOVANI

4.5.1 Vyhodnoceni antihelmintické aktivity

Aktivita enzymu chitinasy odpovidd o zdravotnim stavu experimentalni populace.
Tato aktivita byla vyjadfena procentualni intenzitou signalu vztazenou k negativni
kontrole (100% DMSO). Pripravené latky byly aplikovany ve dvou raznych
koncentracich: c¢; odpovidala 50 pM pro latky (+)-3, (+)-5, (+)-6, (-)-7a a (-)-14a
a pro latku (+)-4b 34 uM a pro latku (+)-4a 33,7 uM; ¢, odpovidala 5 uM pro latky (+)-3,
(+)-5, (+)-6, (-)-7a a (-)-14a, pro latku (+)-4b 3,4 yM a pro latku (+)-4a 3,37 uM.
Jako pozitivni kontrola byl pouZit ivermectin v koncentraci c; 1 pM a koncentrace c;
odpovidala 0,1 uM. U latky (-)-7a byla zjisténa pozitivni reakce pfi vy$Si koncentraci
(50 pM). Vizualni hodnoceni v mikroskopu taktéz potvrdilo toxicky efekt latky — Cervi byli
nehybni, mrtvi. U ostatnich latek pak tato skutecnost potvrzena nebyla. Vysledky
chitinasového testu jsou uvedeny v Grafu 1. V Tabulce 6 je uveden vizudlni rozdil

negativni a pozitivni kontroly.

Graf 1: Vysledky chitinasového testu — prliimér ze 3 biologickych replikatd +/- SEM.
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Tabulka 4: Srovnani negativni (DMSO) a pozitivni (ivermectin) kontroly. U negativni kontroly byli

¢ervi pohyblivi, rizné zakrouceni; u pozitivni kontroly byli nehybni, spi$e narovnani.

Latka Koncentrace Zivi (+), Mrtvi (-)

100% DMSO 100 %

Ivermectin 1uM
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5 ZAVER
Predlozena diplomova prace se zabyva vyvojem novych syntetickych modifikaci
bicyklolaktonovych sulfonu, jez byly ve vyzkumné skupiné doc. Jifiho Pospisila vyvinuty
v minulych letech Dr. Koutskou (Konradovou). V tomto pfipadé jsme se zaméfili zejména
na pripravu novych derivatd, jez meély za ukol zmapovat reaktivitu laktonového
karbonylového kruhu v kontextu chemie (pfiprava) a nasledné i biologické aktivity.
Bohuzel jsme zjistili, ze tento typ derivatd ma vysokou rezistenci viéi testovanym
pokusiim o jejich pfipravu. V prabéhu prace tedy musela byt zménéna strategie
a presunuli jsme se k modifikacim tohoto laktonu v kontextu ,click chemie.
Cyklopropanovy kruh bicyklolaktonu byl tedy otevfen a vznikly azid byl nasledné
modifikovan reakci s acetyleny v pfitomnosti médi(l). | vtomto pfipadé se nepovedlo
pfipravit mnoho cilovych latek z davodu nizké reaktivity pfedlozenych substrata.
VSechny pfipravené latky byly nasledné otestovany na jejich antihelmintickou
aktivitu. Bohuzel z dlivodu COVID-19 restrikci jsme nemohli otestovat puUvodné
planovanou antileishmanialni aktivitu, nebot naSe spfatelené pracovisté (Hebrejska
Univerzita), kde probiha testovani, bylo uzavieno. Testy na C. elegans ukéazaly,
Ze jedna latka, triazol (-)-7a, ma jistou aktivitu pfi 50 mM koncentraci, a ze tento typ
skeletu je tak moznym odrazovym mustkem pro dalsi vyvoj naSich latek

s antihelmintickou aktivitou.
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