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UvoD

Mykobakteridlni Zmp1 je protedza vytvairena patogenni mykobakterii Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) a dle nejnovéjSich vyzkum je tento enzym povazovan za klicovy pro
pieziti Mtb uvnitt hostitelského makrofagu.' Tato pomé&rné& odolné bakterie je schopna
vyvolat infekéni onemocnéni zvané tuberkuléza (TB).* TB byla jiz né&akou dobu
povazovana za vyteSeny problém, v souCasnosti se vSak setkavame se stale Castéjsi
rezistenci na pouzivana l1éciva. V roce 2019 bylo dle WHO nahlasenych 206 tisic nové
nakazenych multirezistentnimi kmeny, pficemz polovina téchto pifipadi se vyskytuje
v Indii, Cin¢ a Rusku.’ Nemén& vyznamny problém je i délka 1é¢by, kterd sehrava
dilezitou roli zv1asté u imunokompromitovanych pacientti, kdy mtze byt dlouhy 1é¢ebny
plan v kombinaci s infekci rezistentni bakterii fatalni.>'? Proto je vyzkumu v této oblasti
vénovana velka pozornost. Snahou védct je vyvinout nové latky, které by plisobily zcela
novym mechanismem a byly Gi€inné i na rezistentni kmeny bakterie. Rovnéz jsou hledany
i zcela nové molekularni cile.!>2!

Aktualné pouzivana léCiva maji schopnost zasdhnout do syntézy bunécné stény,
ovlivnit proteosyntézu, tvorbu nukleovych kyselin nebo zasahovat do energetického
metabolismu mykobakterie.® Viechna tato 1é¢iva plisobi na trovni samotné bakterie.
Jednotlivé molekularni cile znamych 1é¢iv jsou znazornény na Obr. 1. Existuji vSak i
latky, které jsou schopné pusobit na Urovni hostitele a ovlivnit imunitni odpoveéd’
organismu na piitomnost patogenu (Obr. 1).1%17-22-27 Jeden ze zajimavych molekularnich
cili na urovni hostitele je jiz zminovany enzym Zmpl, ktery hraje vyznamnou roli
v patogenité¢ Mtb. Ovliviuje preziti Mtb v makrofagu, a proto se stal atraktivnim cilem
nove vyvijenych 1éCiv, kterd by mohla byt vyuzity v adjuvantni 1é¢bé drug-rezistentnich
kmenti Mtb.!%28-30

Ve vyzkumné skupin¢, kde byla vypracovana tato zaveérena prace, byla v roce
2019 vyvinuta prvni generace novych inhibitorti virulentniho faktoru Zmpl.’! Dle
dostupnych vysledkl a na zakladé in silico studii byla navrzena nova generace inhibitort,

jejichz piiprava je predmétem piedkladané bakalaiské prace.
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CILE PRACE

Cilem predkladané bakalaiské prace je syntéza novych inhibitord mykobakterialni Zmp1,

které navazuji na diivéjSi poznatky vyzkumné skupiny. Prvni generace inhibitora

poukazala na slibny potencidl derivatl thiazolidindionu substituovaného na dusiku

v poloze 3 a uhliku v poloze 5, z nichZ nejaktivnéjsi derivat vykazujici inhibici 18 pM je

znazornén na Obr. 2.2 Dle molekulového dokovéni vsak tyto derivity neinteraguji

s aktivnim mistem enzymu, ale pouze blokuji vstup k aktivnimu mistu. Z téchto ditvoda

byla navrzena druhd generace inhibitorti (Obr. 2), které jsou substituovany delSim

peptidovym fetézcem, ktery ma dle in silico studii predpoklady interakce se Zn atomem

v aktivnim misté metaloproteasy.

Zmp1 inhibition: 1C59 = 18 uM

Nejucinéjsi derivat 1. generace
inhibitord Zmp1

H
N-o’

O>\N/\\<

o}
S o
o)
O™ °NH

R3J\N/OH
O

R‘l

R1:7~(\© e NF

RZ. -H

.

-CHs

Navrh nové generace inhibitorti Zmp1

Obrazek 2. Schéma navrzenych derivata.

Jednotlivé dil¢i cile prace:

. Vypracovani literarni reSerSe na dané téma.

. Navrh novych latek na zdklad¢ molekulového dokovani.

. Syntéza navrzenych derivatl a optimalizace reak¢nich podminek.
. Ptiprava série cilovych sloucenin.

. Odeslani finalnich derivath na testovani biologické aktivity.
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TEORETICKA CAST

1 Tuberkuloza

Tuberkuléza (TB) je infekéni onemocnéni zplsobené bakteriemi ze skupiny
Mycobacterium tuberculosis complex, pievazné vsSak bakterii Mycobacterium
tuberculosis. TB nejCastéji postihuje plice, ale miize zasahnout i jakoukoli jinou ¢ést téla
vcetné kosti a nervového systému. TB je fazena mezi prvni desitku onemocnéni, kterd
celosvétoveé vedou k nejvetsimu poctu umrti vlivem jediného infekéniho patogenu. Podle
reportu svétové zdravotnické organizace (WHO) zroku 2020 bylo jen v roce 2019
nakazeno tuberkuldzou piiblizné 10 milionti lidi a zhruba 1,2 milionii lidi na nasledky
tohoto  onemocnéni  zemielo.” Nejvice ohroZzenou skupinou lidi  jsou
imunokompromitovani pacienti, napf. lidé trpici onemocnénim AIDS nebo lidé po 1é€bé
rakoviny. Hlavnimi diivody zdvaznosti tohoto onemocnéni jsou pomérmné dlouhy a slozity
1éCebny rezim a rovnéz ¢im dal Castéjsi rezistence na soucasna léCiva. Postupné se
rozvijejici hrozbou se stavaji kmeny oznacované jako multilékove rezistentni (MDR-TB)
a extenzivng rezistentni (XDR-TB). Multilékové rezistentni forma TB je definovana jako
rezistence na dvé nejucinng;jsi 1éCiva prvni linie, isoniazid a rifampicin. XDR-TB je oproti
MDR-TB navic rezistentni na jakykoliv fluorochinolon a minimaln¢ jeden injek¢ni
aminoglykosid (kapreomycin, amikacin, kanamycin).

Dle WHO je bakterii M. tuberculosis infikovana zhruba tietina svétové populace,
avSak ne kazda tato nakaza vede k rozvoji akutniho infekéniho onemocnéni. Bakterie je
schopna piezivat v latentnim stavu a nezplsobuje postizenému zadné problémy.
Vyznamnym oslabenim organismu vSak muze piejit do aktivniho stadia. Z tohoto diivodu
je velka pozornost védcli smétovana také na vyzkum latentni (dormantni) formy TB a jeji

souvislost s imunitnim systémem ¢lovéka.’
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1.1 Historie tuberkulozy

Jedny z prvnich datovanych nalezt Mtb pochézi z kosternich poztstatkli obyvatel Atlitu
(Izrael, 50 kilometr@i severné od mésta Tel Aviv) Zijicich zde 7000 pf. n. 1.>* Svého
vrcholu doséhla TB v 18. a 19. stoleti zejména v souvislosti s rozvojem industrializace a
vetsi migraci obyvatelstva. V nasi zemi se historicky vzil pfedev§im termin souchotiny
nebo ubyte.

Po pievratném objevu Roberta Kocha, ktery jako prvni odhalil pfitomnost a
vzhled Mth u lidi zasazenymi tuberkuléozou a popsal zplsob barveni tohoto
mikroorganismu v roce 1882,%* se zacala soustiedit prace mnoha védcii na vytvoreni
vakciny proti Mtb.* Prvnim uspé$nym milnikem v o¢kovani proti TB byl objev vakciny
Alberta Calmetta a Camilla Guérina na Pasteurove univerzité. Oslabenim Mycobacterium
bovis (Mbb) ptipravili vakcinu BCG (Bacil Calmett-Guerinovy). Tato vakcina byla
poprvé pouzita na lidech uz v roce 1921. V CR byla plo$na vakcinace (kalmetizace) déti
zavedena v roce 1952, avSak vroce 2010 se od tohoto postupu upustilo z divodu

svétového myceni choroby a kalmetizace je dobrovolna.*’

2 Principy 1é¢by TB a jejich limitace

Diulezitym milnikem G¢inné 1écby TB se stal objev streptomycinu v roce 1943, kdy jej
poprvé izoloval ze Streptomyces griseus Albert Schatz ptisobici ve skupin€ doktora S. A.
Waksmana na Rutgers University. Do této doby byla jedinou spolehlivou metodou 1écba
chirurgicka, pti niz se tuberkul6zni uzliky tzv. tuberkulomy odstranovaly z pacientovych
plic. 363

Soucasna terapie TB je zalozena pfedevSim na uzivani baktericidnich latek
(antibiotik, které bakterie usmrti) ¢i bakteriostatik (inhibujicich jejich rust ¢i reprodukci)
nebo na jejich kombinaci. Tato 1é¢iva mizeme rozdélit do péti skupin znazornénych v
Tabulce 1. Obecné stanovené lécebné rezimy vychazi predevSim z citlivosti
mykobakteridlnich kmenli stanovené mikrobiologickymi testy a zajistuji tak co

nejuéinngjsi terapii a prevenci vzniku rezistence.’’

Aktualné¢ povazuje WHO za
nejucinngjsi pln¢ kontrolované kratkodobé rezimy, tzv. DOTS (Directly Observed

Treatment Short-Course).

12



Doporuceny 1écebny rezim TB jiz mnoho let sestava ze dvou fazi. Prvni z nich je
podava kombinace Ctyt peroralnich 1€Civ prvni volby — isoniazid, rifampicin, pyrazinamid
a ethambutol. V piipadé nutnosti se ptfidava streptomycin intramuskuldrné. Pokud
onemocnéni odpovidd na 1écbu v prvni intenzivni fazi, postupuje se nasledné
v kontrolované pokracovaci lécba v podavani 1éku obsahujici minimélné rifampicin a
isoniazid po dobu nejméné 4 mésici.*°

Jestlize je infekce multilékovée rezistentni (MDR-TB) nebo extenzivné rezistentni
(XDR-TB), voli se terapie péti antituberkulotiky, ktera jsou uc¢inna proti danému kmeni.
Nejvhodnégjsi kombinace by méla obsahovat pyrazinamid, jedno lé¢ivo ze skupiny A,
jedno lécivo ze skupiny B, dvé 1é¢iva ze skupiny C a v pfipad€ nutnosti se mize doplnit
1é¢ivy ze skupiny D (Tabulka 1). V ptipadé rezistentni formy onemocnéni trva intenzivni
faze terapie 8 mésict a celkové pak trva az 20 mésicii. Dle nejnovéjsich poznatkt WHO
muze byt u pacientl, ktefi nebyli 1éCeni antituberkulotiky druhé volby a jejich 1écba je

citliva na Iéky skupiny A a B, terapie zkrdcena na 9-12 mésict.*!*?

Tabulka 1: Dnes uzivana antituberkulotika prvni linie a skupiny 1é¢iv A-D pro 1é¢bu

MDR-TB a XDR-TB.

isoniazid (INH), rifampicin (RIF)

Peroralni antituberkulotika prvni linie pyrazinamid (PZA), ethambutol (EMB)

skupina A — fluorochinolony levofloxacin, moxifloxacin, gatifloxacin

aminoglykosidy (streptomycin, amikacin,

skupina B — injek¢ni 1éCiva . :
kanamycin), kapreomycin

skupina C — peroralni antituberkulotika | ethionamid/prothionamid, linezolid
druhé linie cykloserin/terizidon, clofazimin

vysoké davky INH, pyrazinamid,
ethambutol

skupina D — piidavna antituberkulotika | bedaquilin, delamanid

p-aminosalicylova kyselina, imipenem-
cilastatin, meropenem, amoxicillin-
klavulanat

13



2.1 Léciva prvni linie

Mezi antituberkulotika prvni linie jsou fazeny perordlni léCiva isoniazid, rifampicin,
pyrazinamid a ethambutol (Tabulka 1). Do této skupiny 1é¢iv byva fazen i streptomycin,
ktery je ovSem nutny aplikovat parenteralné, nejcastéji formou intramuskularnich injekci.
Isoniazid (I, Obr. 3) je jeden z nejstarSich syntetickych 1€kt na TB pulisobici
baktericidn€é. Dnes je predepisovan pro 1écbu aktivni infekce Mrb spolecné s
rifampicinem, pyrazinamidem a bud’ streptomycinem, nebo ethambutolem. Isoniazid byl
rovnéz schvalen k profylaktické terapii. Po absorpci isoniazidu do organismu je
pfepravovan do rostoucich bakterii, kde je katG genem kdédovanymi peroxidazami
aktivovan. Po aktivaci se vaze na enoyl-ACP reduktasu (/nhA4) a inhibuje tak tvorbu
mykolovych kyselin nezbytnych pro vystavbu bunécné stény. Vznik rezistence na
isoniazid je pfipisovan vicero faktorim, ale hlavnim faktorem je mutace v katG genu
vedouci k inaktivaci /nhA enzymu, a tudiz nedochéazi k aktivaci isoniazidu. Takto
rezistentni kmen Mtb je stale nachylny na 1écbu ethionamidem, jenz je analog isoniazidu.
Ovsem zde uZ neni presné popsana aktivace ani vznik rezistence.®
Rifampicin (I, Obr. 3) je antibiotikum ziskavané jako semisynteticky derivat z
plisné Amycolatopsis rifamycinica. Jeho mechanismus ucinku je zaloZen na inhibici
bakterialni RNA polymerasy. Rezistence na tento 1€k prudce nartista po jeho Sirokém
uzivani adaptaci jednobodovou mutaci genu kodujiciho B podjednotku RNA polymerasy
(rpoB).®
Pyrazinamid (IIL, Obr. 3) je jednim z hlavnich 1é¢iv pii kratkodobé terapii aktivni
formy TB spolecné srifampicinem, isoniazidem a bud streptomycinem nebo
ethambutolem. Obecné neni doporucovan k 1é¢bé latentni formy TB. Piestoze patii mezi
nejstarsi 1é¢iva v této oblasti, jeho mechanismus ucinku nebyl spolehlivé a presvédéive
objasnén. Mezi nejpouzivangjsi teorie patii fakt, ze se jedna o prodrug, které je ptijato
mykobakteriemi, konvertovano plisobenim mykobakterialni pyrazinamidasy na
pyrazinkarboxylat, a ten je nasledné aktivnim efluxem vypuzen zpét mimo bunku.
V granulomu (misté¢ zanctu) existuje kyselé prostiedi, ve kterém dochazi k castecné
protonaci karboxylatu a vzniku pyrazinkarboxylové kyseliny, ktera prostupuje difuzi zpét
do mykobakterialni buiiky, kde dochazi ke kumulaci.® Pyrazinamid-rezistentni kmeny
mutuji v genu kédujicim PZAasu, kdy pod vlivem mutace dochéazi ke snizeni aktivity a

ke zvyseni rezistence.’
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Ethambutol (IV, Obr. 3) je stejn¢ jako ptredchozi 1é¢iva podavan v kombinaci
s dal$imi latkami jako isoniazid, rifampicin ¢i pyrazinamid. Jeho vyhody spocivaji
v nizkych inhibi¢nich ddvkach a v synergii s ostatnimi l1éky (aminoglykosidy, rifamyciny
a chinolony), kdy posiluje jejich u¢inky. Ethambutol plisobi pouze na aktivné rostouci
kmeny mykobakterii. Plsobi jako inhibitor arabinosyltransferas, které jsou dtlezité pro
syntézu arabinogalaktamu a lipoarabinomannanu, ovSem piesny biochemicky cil tohoto
lé¢iva neni doposud piesné objasnén.® Predpokladany cil ethambutolu,
arabinosyltransferasa, je slozend do operonu s dvéma dalSimi enzymy. K rezistenci
dochazi mutaci genu kodujici tento operon na pozici 306 kodonu zdménou methioninu za
valin, leucin nebo izoleucin.**

Streptomycin (V, Obr. 3) je historicky prvni 1€k uzivany pro 1ébu tuberkulozy.
Je efektivni v 1écb¢ aktivné rostoucich bacilii, zatimco na intracelularni a dormantni je
neucinny. Mechanismus G¢inku streptomycinu spoc¢iva v navazani na 16S podjednotku
rRNA a tim zastavuje syntézu proteint.® Budovani rezistence vii¢i streptomycinu spociva
v mutacich genti kodujicich vyse zminénou ribosomalni RNA a ribosomalni protein S12,

jenz stabilizuje pseudosmycku tvorenou rRNA.°

H
N.
O5MNH, O NH; HN{
N HO — OH
| NP NH
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I v
I
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HO "Ho 7 o2

Obrazek 3. Antituberkulotika prvni volby.

2.2 Antituberkulotika pro 1écbu MDR a XDR-TB

Mezi latky pouZzivané pro lécbu rezistentnich kment TB patii 1¢ky kategorie A-D uvedené

v Tabulce 1. Radime mezi n¢ fluorochinolony, injek¢ni 1éCiva, peroralni 1éCiva 2. linie a
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také pridavna antituberkulotika. Dale budou zminény nejvyznamnéjsi latky z téchto
skupin.

Cilem fluorochinolonii (napi. levofloxacin, VI, Obr. 4) je bakterialni DNA
gyrasa (topoisomerasa II), kterd aktivuje negativni nadsroubovicové vinuti DNA (tzv.
supercoiling). Katalyzuje tedy proces navijeni do negativni superhelikdlni struktury
kovalentn¢ vazané cirkularni chromozomalni a plazmidové molekuly DNA, ktera je
uloZena v bakterialni bunce. Gyrasa je dillezity bakteridlni enzym, ktery je slozen za dvou
podjednotek A a dvou podjednotek B. Rezistence na fluorochinolony spocivaji v
mutacich na pozicich Ala90 a Asp94, pfi¢emz mutace na jedné aminokyselin¢ nezptisobi
zévratné zmeny v rezistenci, zatimco zménou na obou aminokyselinach zplsobi silnou
rezistenci na fluorochinolony.*’

Mezi injek¢éni antituberkulotika fadime skupinu aminoglykosidi, ktera kromé
vySe zminéné¢ho streptomycinu (V, Obr. 3) zahrnuje amikacin (VII, Obr. 4) ¢i
kanamycin (VIIL, Obr. 4). Injek¢éné se podava také kapreomycin (IX, Obr. 4). Posledni
zminény je strukturné¢ dosti odliSny proti ostatnim, tudiz se snim pocita jako
nahradnikem, pokud by vbudoucnu doslo ke =zvySeni rezistence proti
amikacinu/kanamycinu. U¢inkem podévéani aminoglykosidovych anti-TB je ovlivnéni
proteinové syntézy, jenz je spjata s 16S tRNA.®

Peroralni 1é¢iva druhé volby zahrnuji napt. ethionamid ¢i cykloserin. Ethionamid
(X, Obr 4.), se v 1écbé TB pouziva od roku 1956 a slouzi jako pro-drug stejné jako vyse
zminény izoniazid. Stejné jako izoniazid také inhibuje tvorbu mykolovych kyselin
nezbytnych pro vystavbu bunécéné stény. OvSem vznik rezistence vuci ethionamidu je
méné ¢asty neZ u isoniazidu.®

Poslednim zminénym 1é¢ivem druhé volby je Sirokospektralni antibiotikum
cykloserin (XI, Obr. 4), cyklicky analog D-alaninu. Jeho ucinek spociva v inhibici
biosyntézy bunécné stény prostiednictvim sekvencni blokady syntézy peptidoglykanu
nutného pro vystavbu bunééné stény. Milze inhibovat 2 enzymy duilezité pro syntézu
peptidoglykanti - alaninracemasu a D-alanin-D-alaninligasu. Jeho $ir§i vyuziti je vSak

limitovano nezadoucimi u¢inky v podobé zavaznych neurologickych poruch.®
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Obrazek 4. Antituberkulotika pro 1écbu MDR-TB a XDR-TB.

2.3 Nova léciva a jejich molekularni cile

Jak jiz bylo zminéno v tvodu, soucasna 1écba TB ma své limity. Proto je nutné vyvijet
nova léCiva, zvIasté ta, kterd by vyznamné zkratila délku terapie a byla u¢inna i na
rezistentni kmeny TB. Pracovni skupina Svétové zdravotnické organizace pro boj s TB
zvetejnila aktudlni seznam 1éCiv v riznych fazich preklinického i klinického vyvoje.

Souhrn téchto latek je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2: Souhrn latek pravé se nachdzejicich v klinickych testech. Pfevzato od

Working group on new TB drugs.’

2021 Global New TB Drug Pipeline *

Discovery Preclinical Development Clinical Development

r
Regulatory

L L 1
17 1 T
Lead Early Stage \ Market
Optimization Development . 4

PanD inhibitors JSF-3285% GsK.g3g*  BVL-GSK0O8* SPR720*

Indazole sulfonamides

Diaryithiszoles MPL-446, 447+ OTB-658  G5K-286* BTZ-043* Bedaquiline*

DprE1 Inhibitors i i - *

Direct InhA Inhibitors CPZEN-45* Sanfetrinem 1BALI-587 TBEA-137L

Mith energy NTB-3119% TBAJ-876 GSK-656* (070)

metabolism

Macrolides TB-47* TBI-223 OPC-167832*

Mycobacterial Gyrase . ’

Infibitors TzY-5-84 Macozinone* Delpazolid Rifapentine /

Arylsulfonamides (PBTZ-169) Moxifloxacin

Inhibitors of MmpL3, FNDR-20081% Sutezolid (a-month regimen)

Translocase-1, Clp, . ; TBI-166

PKS13, AP i’ Spectinamide:— Telacebec*(q203) Underline = updates

Oxazolidinones 1810* —N ber 2020
SQ—IOQ* since November

*New chemical class. Known chemical classes for any indication are color coded: fluorogquinolone,

:'::tr:':ﬂ" lid i ~F e eiiciegfiets- Macozinone* .% WORKING GROUP

@® ON NEW TB DRUGS

INew Molecular Entities not yet approved, being developed for TB or only conditionally approved for TB.
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Mezi nejvyznamnéjsi 1éc¢iva ztéto oblasti patii bedaquiline, delamanid,
pretomanid, macozinone a derivat SQ109 (Obr. 5). Bedaquiline (XII, Obr. 5) spada do
skupin diarylchinolonti. Pro 1é¢bu MDR-TB u dospélych jedincii byl jako doplnék k
soucasnym lé¢ivim druhé linie americkou FDA schvalen v roce 2012. Pravé probihaji
zkousky tohoto 1éciva v riznych kombinacich pro 1é¢bu kmenli TB rezistentnich na
fluorochinolonové 1é¢iva. Bedaquiline cili na ¢ podjednotku ATP synthasy, kterou diky
tvorbé komplexu blokuje a inhibuje tvorbu energie potfebnou pro mnoZeni bakterie.'®
Diky této selektivni inhibici mykobakterialni ATP synthasy mé vysokou baktericidni
ucinnost proti citlivym i multilékove rezistentnim kmenim.

Delamanid (XIII, Obr. 5) patii do skupiny nitroimidazoli. Slouzi jako prodrug,
ktery se aktivuje az uvnitt organismu. FDA tento 1¢k schvélila pro uzivani u dospélych
pacientl od roku 2014. Delamanid zpiisobuje inhibici syntézy mykolovych kyselin, coz
ma za nésledek oslabeni bunécné stény a lepsi permeabilitu 1éCiv dovnitt bacilu. U
Delamanidu nebyly pozorovany antagonistické ucinky s antiretrovirotiky, které uzivaji
pacienti s HIV:!134

Pretomanid (XIV, Obr. 5) ma velmi podobny mechanismus uc¢inku jako
Delamanid. Pouziti této latky pro 1é€bu XDR-TB bylo FDA schvéleno v srpnu roku
2019.% Stejné jako Delamanid, patii i Pretomanid do skupiny nitroimidazol@. a inhibuje
oxidaci hydroxymykolatti na ketomykolaty.>?

Macozinone/PBTZ169 (XV, Obr. 5) je fazen do  skupiny
piperazinobenzothiazonil a nachazi se na hranici 1. a 2. faze klinickych test. Vaze se na
enzyme DprEl, ktery je dilezity pro tvorbu komponent bunécné stény. Z klinickych
studii vypliva, Ze ma synergické vlastnosti s bedaquilinem a clofaziminem.*’

SQ109 (XVI, Obr. 5) je ethylendiaminovy derivat a pravé se nachazi ve 3. fazi
klinickych testd. SQ109 vykazuje vyznamnou aktivitu proti citlivym i MDR a XDR
formam TB a jeho ucinek se potencuje s ucinkem izoniazidu, rifampicinu ¢i bedaquilinu.
Cilem SQ109 je transmembranovy protein MmpL3, ktery je z zodpovédny za pfenos
mykolovych kyselin ve formé trehal6zomonomykolatu z cytoplasmy do prostoru bunééné
stény. Tento lipid se podili na tvorbé dimykolatu. ktery ma na starost integritu a

pospolitost bun&éné stény.>*
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Obrazek 5. Struktury 1é¢iv v probihajicich klinickych testech.

3 Vakcinace

Vakcinace spada do hlavnich kroki strategie WHO proti vymyceni tuberkulozy. Hlavni
podstatou je imunizace populace v rizikovych oblastech oslabenym kmenem
Mycobacterium bovis, znAmym téZ jako Bacil Calmette-Guériniiv (BCG).> Historicky byl
BCG prvni vakcinou proti tuberkuldze a o tento vyznamny zvrat pii boji s TB se zaslouzili
Albert Calmette a Camille Guérin. BCG vyvijeli od roku 1905 a jiz v roce 1921 provedli
prvni testy na lidech.

Soucasna ockovaci strategie spociva v preexpozi¢nim o¢kovani BCG, které chrani
formami a netuberkul6znimi mykobakteriozami, ale nevede k eradikaci TB. Protektivni
imunita mtZze pretrvavat do dospélosti, bohuzel vSak ne u vSech jedincti, proto vakcinace
pomoci BCG dostatecné nechrani pted plicni TB v dospélosti. A proto také nesnizila
celkovou zavaznost této nemoci.

Z vyse uvedenych diivodu je tedy patrné, Ze je tieba se zaméfit 1 na vyuZzit novych
ockovacich schémat k navozeni lepsi imunity, nez jaka vznika po podani BCG, a to nejen

pii o¢kovani novorozenct, ale i u mladistvych a dospélych.
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4 Zmpl

Zinek zavisla metlaoproteaza (Zmpl, Zinc-dependent metalloprotease-1) je
mykobakteridlni enzym, ktery sice neovlivituje rlst bakterii samotnych, ale je Zivotné
dilezity pro pteziti Mtb uvnitt hostitelského makrofagu. Podobny typ protedzy se nachazi
rovnéz u Mycobacterium leprae, ktera je puvodcem lepry. Z hodnoceni obou
mykobakterii Ize tvrdit, ze Zmpl patii mezi proteiny ovliviiujici schopnost patogenu

vyvolat u hostitele dané onemocnéni (virulenci patogenu).*®

4.1 Struktura Zmp1l

Co se tyCe struktury, enzym je tvofen dvéma a-helikdlnimi laloky spojenymi nékolika
smyc¢kami pies ekvatorialni rovinu enzymu (Obr. 6).! Aktivni misto enzymu se nachizi
pfiblizné mezi dvéma helikalnimi laloky a je pfistupné skrze mald okénka nachéazejici se
naproti sob¢ na povrchu proteinu. Zinec¢naty ion je koordinovan s tetrahedralni geometrii

mezi histidinovymi zbytky His493 a His497.

Obrazek 6. Struktura mykobakteridlni Zmp1.%
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4.2 Funkce inflamasomu a jeho inhibice Zmp1

Mykobaterialni Zmp1 slouZzi jako jeden z dulezitych enzymu pro pteziti bakterie uvnitt
hostitele (makrofagu). Jakmile bakterie vstoupi do plic a plicnich sklipkl, jsou
fagocytovany alveolarnimi makrofagy za tvorby fagosomu, tvofi se interleukiny, které
signalizuji nutnost tvorby fagolysosomu pro rozlozeni patogenu (Obr. 7).°%! Mth ma
vSak schopnost cely tento proces blokovat. A to zejména diky své unikatni stavbé bunécné
stény a rovnéz diky tzv. virulentnim faktortim, coz jsou molekuly produkované pfimo
bakterii, které¢ blokuji imunitni odpovéd’ organismu na piitomnost Mth. Prave zde je
dilezité zminit Zmpl, ktera potlacuje funkci inflamasomu, jenz aktivuje neaktivni formu

kaspas 3,25,28,52

Phagolysosome

| Zmp1

g pro-IL-1B ,
pro-caspase-1

Inflammasome %:}
caspase-1 _

IL1p ~

MACROPHAGE

Obrazek 7. Schéma inhibi¢niho plisobeni Zmp1 na imunitni reakci makrofagu.*®

Aktivace inflamasomu je nezbytny proces vrozenych imunitnich odpovédi téla
proti patogennim bakteriim. Bézné inflamasomy jsou tvofeny alespont jednou
slouceninou ze souboru vrozenych imunitnich sensorti, takzvanych NOD-receptort
(NLR). Soucasti NLR jsou proteinové receptory NALP3, NAIPS, IPAF a také adaptor
ASC. Ty jsou zapojené v draze pro aktivaci kaspasy-1 v imunitni odpovédi na bakteridlni
infekei. Odpovédi téla je aktivace cytokinll za vzniku interleukinu-1f a interleukinu-18.
Tuto aktivaci mohou spustit riizné signaly. Nékteré jsou bézné pro vétSinu bakterii,

naptiklad produkty degradace bunécné stény bakterii, které aktivuji NALP3,
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ASC-zavislou drahu inflamasomu. Ostatni signdly jsou spustény Zivymi bakteriemi a jsou
vice specifické. Objev enzymu Zmp1 v supernatantu bunécnych kultur infikovanych Mtb
byl prilom v studovani Zivota bakterie v organismu. V prvnich studiich bylo navrzeno,
ze je enzym vyplavovan bakterii do organismu a ovliviuje funkci peptidi a molekul
zapojenych pii aktivaci inflamozému.?%-

Jednou zhlavnich funkci mykobakteridlni Zmpl je interference s aktivaci
proteinového oligomeru inflamasomu, ktery se nachdzi v cytosolu bunck, a maturaci
fagosomu (Obr. 7). Inhibice inflamasomu brani kaspase-1 v aktivaci interleukinu-1p, jeho
vazbé na IL-1R receptor a potlatuje dozravani fagosomu za vzniku fagolysosomu
slouziciho k likvidaci patogent. Diky tomu dojde k pfemnozeni bakterii v makrofazich.
Jestlize nedochazi k dostatecné likvidaci bakterii v makrofazich, po¢nou se v plicich
tvofit tzv. granulomy. Ty slouzi jako rezervoar bakterii v téle hostitele a vyckavaji na
ptilezitost opét napadnout organismus v obdobi imunitni nedostatenosti. Diky témto
granulomim muze Mth setrvavat v organismu az po dobu jednoho roku i ptes 1écbu

antiTB 1éky.*8

S Inhibitory Zmpl

Uginnost inhibice mykobakterialni Zmp1 je zavisla na dostupnosti aktivniho mista se
zineCnatym iontem. Mezi pilotni studie zabyvajici se touto problematikou patii napf.
prace Petrera a kol., ktefi studovali interakce této metaloproteasy s fosforamidonem a
chelatory 1,10-fenantrolinem a EDTA.? Dale nasledovalo jen omezené mnozstvi praci
zabyvajicich se ¢inkem malych organickych molekul na Zmp1.!%-233%33-55 Vgechny
zkoumané latky maji jeden spolecny rys — obsahuji ur¢itou chemickou entitu s afinitou
k Zn*" iontu a okolnimu mistu, takzvané zinek vazajici skupiny (ZBG, zinc binding
groups).

Vétsina dosud popsanych inhibitori Zmpl obsahuje rhodaninovy?%>-3 ¢i
thiazolidindionovy? skelet (Obr. 8). Dale se ze strukturniho hlediska jedna o chemické

slou¢eniny na bazi hydroxamat'® (Obr. 8). Tyto slou¢eniny se totiZ jevi velmi efektivni,

co se afinity k Zn>" iontu a jeho okoli diky n-7 stackingu tyce.
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Obrazek 8. Struktury znamych inhibitor Zmpl.

Inhibitory Zmp1 s rhodaninovym skeletem

Prvni inhibitory Zmp1 obsahujici rhodaninovy skelet byly popsany Mori a kol. v roce

2014 (Schéma 1).*° Kombinaci in silico designu a biochemickych studii dospéli k Zmp1
inhibitoru XVII (Schéma 1) dosahujictho K; Mth Zmpl = 94 nM. Syntéza tohoto

inhibitoru vychazela z opticky c¢istého fenylalaninu XXIII, ktery reakci se sirouhlikem
poskytl intermediat XXIV. Tento derivat byl ndsledné reagovan s chloracetatem sodnym
a cyklizovan za kyselych podminek za vzniku rhodaninu XXVI. V poslednim kroku byla

provedena Knoevenagelova kondenzace (resp. Verleyho modifikace) za vzniku

pozadovaného rhodaninu XVII.

75°C,4h

Ph

Ph CS;, NaOH, H,0 Ph S chloracetat sodny S
rt, on l I r,2h L
HOOC” “NH, Na0OC™ N” “SNa NaOoCm N §
XXIII XXIV NaO
XXV
p-karboxybenzaldehyd
Ph s -alanin S
6 N HCI, POCl l B cwcc:aohH Phw_Ny\s COOH
HOOC™ N retiux,
e > 83 % HOOC W)\/@
66 % g o ol
XXVI Xvii

Mtb Zmp1: ICgy = 0,87 pM

Schéma 1. Syntéza rhodaninového derivatu XVIIL3°
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Mori a kol. pak déle navazali na vySe uvedenou praci a rozsifili syntetizované
rhodaniny substitucemi R' a R? (Schéma 2).% K této sérii latek navic pridali i
substituované thiazoly (Schéma 3). Syntéza substituovanych rhodanini probihala
obdobnym zptsobem jako u ptfedchozi studie (Schéma 2). Ptiprava substituovanych
thiazoll (Schéma 3) zac¢ind methylaci D-fenylalaninu XXIII za vyuziti thionyl chloridu a
methanolu za vzniku methylesteru D-fenylalaninu XXVII. Ten nésledné reaguje
s methoxykarbonylisothiokyanatem v bazickém prostitedi DIPEA za vzniku derivatu
XXVIII. Ten byl hydrolyzovan v prostfedi NaOH za vzniku XXIX, jenz byl néasledné
podroben Hantzchové syntéze thiazolu, kdy dochéazelo ke kondenzaci derivatu XXIX se
substituovanym a-bromoacetofenonem za vzniku derivatu XXX.

Celkové vSechny rhodaniny ukdzali inhibi¢ni aktivitu vic¢i rekombinantni Zmpl
v rozmezi ICso = 1,3 - 43,9 uM, pficemz nejslibn€jsi ucinky vykazal derivat XVIla
(Schéma 2). Z thiazoll jen dva projevili méftitelnou inhibici (ICso = 35,7 a 41,3 uM),

pficemz aktivnéjsi z téchto dvou derivatu, latka XXXa, je zndzornéna na Schématu 3.

CS, NaOH, H,0 chloracetat sodny R" S
R rt, on R S
, r, 2 h _
P A NaOOC/LNJ\S
HOOC” “NH, NaOOC™ ~N” “SNa H«
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Mtb Zmp1: ICso = 1,3 M

Schéma 2. Syntéza substituovanych rhodanin.>®
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Schéma 3. Syntéza substituovanych thiazolovych konjugatti XXX.>

Subhedar a kol. se vroce 2016 zabyvali konjugaci tetrazolochinolinli se
substituovanymi rhodaniny a posuzovali jejich aktivitu vii¢i nékolika cilim.>* Hlavnim
cilem jejich vyzkumu se vSak stala inhibice mykobakteridlni Zmp1. Klicovym krokem
syntézy (Schéma 4) byla Knoevenagelova kondenzace rhodaninového skeletu XXXII
(substituovaného ¢i nikoli) a tetrazolochinolinového skeletu XXXI. Reakce probihala za
bazické katalyzy 20 mol. % [HDBU][HSO4]. Nejaktivnéj$Sim derivatem z této série se
ukazal rhodanin XVIIIa (Schéma 4), ktery dosahoval hodnot MIC = 4,5 pg/ml.

N 0
H RS

30 min, 80 °C N-R?
90 % R2 NSy S
R’ NQN/ S
XXXI XXXII XVIII

R'=H, CH,

R? = H, CH, OCHj4

R®=H, CH, OCHj,4

R* = H, -CH,COOH, -(CH,),COOH

XVllia

Mtb H37Ra: MIC = 4,5 pg/ml

Schéma 4. Syntéza tetrazolochinolin-rhodaninovch konjugatéi XVIII.>?
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Nésledujici rok byly vtéZze skupiné syntetizovany konjugdty rhodaninu

s chinolinovymi molekulami.>*

Ptiprava chinolinii (Schéma 5) vychdzi z patfiénych
anilint XXXIII, které se acetyluji a pfipraveny acetanilid XXXIV je formylovan
Vilsmeier-Haack metodou. Vzniknuvsi aldehyd XXXV je nasledné podroben
Knoevenagelové kondenzaci v bazickém prostiedi za vznikli konjugdtu XXXV. VSechny
konjugaty znavrzené série latek byly podrobeny biologickému testovani oproti
atenuovanému bacilu Mth, Mbb a dalSim bakteridlnim a houbovym patogeniim.
Nejaktivnéj§imi derivaty oproti Mtb se staly s ICso rovno 1,9 ug/ml derivaty XIXa a

XIXb.

3 3
R acetanhydrid, R o DMF-POCl, R N CHO
retiux °
: 100 °C

R1 R1 89 % R1
XXXIi XXXIV XXXV
H /j
3 O
R N 0 ,/Z< R®
P * NH SN Ny
R2 N~ ~Cl 30 /80 °
1 min C R? N/ ol S\§
R s > ) S
90 % R
XXXV XXXII XIX

! R'=H, CH, : o

. R?=H, CHs;, OCH,4 ! R*

| ' N AN

! = H, CHa, F, Cl, OCH3, OCH,CH; ! L NH

1 P
R R L L L PP LT PP ' H N~ ¢ «
Y S
XIXa: R* = OCH,CH,4
XIXb: R* = CI
Mtb H37Ra: IC5o = 1,9 pg/ml

Schéma 5. Piiprava chinolino-rhodaninovych konjugatt.>*

5.2 Inhibitory zaloZené na hydroxamatech 8-hydroxychinolinonii

V roce 2018 vydala vyzkumna skupina Marca Paolina ¢lanek zaobirajici se biologickou
aktivitou latek s 8-hydroxychinolinovym jadrem.!” Na tomto chinolinovém jadie byla
provedena substituce v poloze 2. Byla pfipravena série 18-ti latek, na kterych byl
studovan vztah struktury a inhibi¢ni aktivity. Zakladnim stavebnim kamenem k syntéze

pozadovanych derivati je 8-hydroxy-2-chinolinkarboxylova kyselina XXXV
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(Schéma 6), kterd byla podrobena couplingu s hydroxylaminy XXXVI v prostiedi V-
methylmorfolinu  (NMM), ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC) a
hydroxybenzotriazolu (HOBt). VSechny latky byly smiseny a po rozpusténi v DMF byla
reakce ponechéna pti laboratorni teplot¢ po dobu 2 hodin za vzniku hydroxamatu
XXXVIL"

Ze vsech studovanych derivati se jako nejlepsi ukéazala latka XXIa (Schéma 6),

ktera ma v poloze 2 navazanou benzylhydroxamatovou skupinu.

HOBY, EDC,
\ W R NMM. DMF Ny
N >COOH  + 2N x w2h N NxR

OH 35-77% OH (6]
XXXVI XXXVII XXI
C T A
! R = CHa, CH,CH=CH,, CH,Ph, D
CH,(4-Me)Ph, CHy(2,4-diCl)Ph | N

------------------------------------ OH HN A~ :

XXla
Mtb Zmp1: ICso = 0,011 uM

Schéma 6. Piiprava hydroxamatovych derivaté. '

5.3 Inhibitory se substituovanym thazolidin-2,4-dionovym skeletem

Prozatim posledni zndmé inhibitory mykobakterialni Zmp1 byl publikovany vyzkumnou
skupinou Dr. Brulikové vroce 2020.2 V této skuping byla pfipravena série
thiazolidindion-hydroxamatti jejichz syntéza je zndzornéna na Schématu 7. Vychozi TZD
XXXX byl syntetizovan kondenzaci kyseliny chloroctové XXXIX s thiomocovinou
XXXVIII vkyselém prostiredi. Thiazolidindion XXXX byl déale podroben
Knoevenagelové kondenzaci s piislusnym aldehydem v prostfedi piperidinu. Nasledné
byly derivaty XXXXI N-alkylovany methylbromoacetitem v bazickém prostiedi za
vzniku intermediatd XXXXII. Dalsim krokem syntézy byla tvorba karboxylové kyseliny
XXXXIII v prosttedi koncentrované HBr. Findlnim krokem byla tvorba hydroxamatt
XXII s O-hydroxylaminem v prostiedi EDC.HC].%?

Kompletni série latek byla podrobena biologickému testovani na mykobakterialni

Zmpl a nejaktivnéji strukturou se jevi derivat XXIIa (Schéma 7).
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XXXV XXXIX XXXX XXXXI
methylbromoacetat R2
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H
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XXXXIII
XXXXII )
O-hydroxylamin hydrochlorid \ 0
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N R
o] 2 N ~—
_______________________________ XXl
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E R2 =H, CH3 E S% N/O\/\
= allyl, benzyl ; \/\/\/H(N H
_______________________________ ; S
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Schéma 7. Syntéza inhibitorti Zmp]1 s thiazolidindionovym skeletem.?
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VYSLEDKY A DISKUZE

K dosazeni cilovych derivati byly zvoleny dva ptistupy vychazejici z dioxothiazolidinyl
octové kyseliny (Schéma 8). Prvni z nich spociva v primarni alkylaci thiazolidinového
skeletu na dusiku a nasledném vystavéni peptidového fetézce. Druhy piistup je pak
zalozen na opacném syntetickém postupu. Nejdiive je vystavén peptidovy fetézec a az
poté dochazi k alkylaci na dusikovém heteroatomu thiazolidinového skeletu. Oba tyto

pristupy budou podrobné diskutovany v nasledujicich podkapitolach.

HO

Pfistup % 0 \’Fistup 2
o

0 O-R R O | 0
A SRS
O S\\<N o " r o s«NH
0 o

R o o o OR
o N j’NH
R N N
o R 0 s
o)

Schéma 8. Schématické znazornéni dvou syntetickych ptistupti vedoucich k cilovym

derivatum.
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6 Syntéza finalnich derivati pomoci pristupu 1

Prvni pfistup k syntéze pozadovanych derivata spociva v piipravé vychozi kyseliny 3,
kterd je nasledné¢ ochranéna za vzniku esteru 4. Dale nasleduje N-alkylace na
thiazolidindionovém skeletu, vznik hydroxamati 8 a nakonec zavedeni pozadovaného

dipeptidu. Jednotlivé kroky syntézy budou postupné diskutovany v nasledujicich

podkapitolach.
0
J{O S//<O - S\(
HoN__NH, 0 S NH N
\n/ + OVO e NH R B 0 ;\
S = b o 0 o
O OH 0 0 /\\
1 2 |
3 4 5
o
o
0 4
S
s ~0 N /QN
T o e
7
OH O o g/ NH 5 ¢ o
(0] o 3
R R
6 ; 8
0
R O S/[<
N
N
N NH
o} Rl. 0 O 0 |

Schéma 9. Navrh syntetické cesty vedouci k pozadovanych derivati pomoci ptistupu 1.

6.1 Priprava vychozi kyseliny 3

Klicovym krokem syntézy byla piiprava vychozi dioxothiazolidinyl octové kyseliny 3
(Schéma 10). Tato sloucenina je jiz zndma a podminky pro piipravu byly pfevzaty od
Zimenkovsii a kol.*® Syntéza spo¢iva v kondenzaci thiomocoviny 1 s maleinanhydridem
2 v prostfedi koncentrované kyseliny chlorovodikové za refluxu po dobu 5 hodin. Po
prvni hodiné reakce byl pozorovan vznik srazeniny, kterd nasledn¢ opét piesla do roztoku.
Po 5-ti hodinach byla reakcni smés ochlazena a izolovana. Pomoci LC-MS bylo zjisténo,
ze vznika Cisty produkt, jehoZz hmota vSak neodpovidala pozadovanému produktu 3.
Nasledné jsme pomoci NMR zjistili, ze nedochdzi k hydrolyze derivatu 10 (Schéma 10)
na pozadovany produkt 3, ale po udané dob¢ reakce je izolovan pravé imin 10, coz bylo

potvrzeno i pomoci HRMS.
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Poté jsme reakéni dobu zvedli na 16 hodin a ta jiz byla dostacujici k ptipravé
pozadované kyseliny 3. Kyselina byla pfipravovana v nékolika Sarzich, kdy vytézky

dosahovali 55-79 %. NMR spektra odpovidala publikovanym datfim.

NH

S O 0 HCI (konc.)
)J\ . \l\;):o reflux, 5 h SJ(
H.N" NH, ~ — ﬂNH
HOOC
o]
1 2
10
HCI (konc.)
reflux, 16 h

b
S” NH
HOOCJ\(

@)
3

Schéma 10. Syntéza vychozi dioxothiazolidinyl octové kyseliny 3.

6.2 Priprava methylesteru 4

K ochranéni karboxylové skupiny byla zvolena Fisherova esterifikace. Piedtim, nez jsme
identifikovali nehydrolyzovany iminovy derivat 10, byl pravé tento derivat podroben
esterifikaci karboxylové kyseliny za vzniku methylesteru 11 (Schéma 11). K
thiazolidinovému substratu 10 byl pfidan methanol a za michdni byla pfikapéna
koncentrovana kyselina sirova. Tato reakce probihala za refluxu po dobu 2—4 hodin za
monitorovani pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) a LC-MS. Jakmile nebyla
pozorovana zmeéna v konverzi, byla reakéni smés odpafena bud’to pod atmosférou N>
nebo na rota¢ni vakuové odparce (RVO) a nésledné byl produkt izolovan za zisku bilé

krystalické latky za zisku bilé krystalické latky 11. Vytézek této reakce €inil 52 %.

NH NH
MeOH, H,SO,

S

NH reflux, 4 h o S NH

HOOC\//\« - /U\/\«
>0

0 52 % 0

10 1

Schéma 11. Esterifikace iminového derivatu 10 na methylester 11.
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Stejné reakéni podminky byly pouzity pro syntézu pozadované¢ho methylesteru 4
(Schéma 12). Tato syntéza probihala v n¢kolika Sarzich za zisku bilé krystalické latky 4
s vytéZky od 54 do 62 %.

0 o
MeOH, H2804
SJ<NH reflux, 2-4 h 0o S//<NH
HOOC\/K« - -
o 54 - 62 % ° Y
3 4

Schéma 12. Prevedeni karboxylové kyseliny 3 na methylester 4.

6.3 Reakce s -butylbromoacetiatem

Nasledujicim krokem syntézy bylo navazani #-butylesteru octové kyseliny k substratu 4.
Tato reakce probihala s #-butyl bromoacetatem za bazické katalyzy K>,COs v prostiedi
dimethylformamidu (DMF) (Schéma 13). Prib¢h reakce byl sledovan pomoci TLC a LC-
MS a po konverzi ptivodniho substratu 4 na derivat S byla reakce postupné ochlazena na
laboratorni teplotu a produkt extrahovan z reakéni smési. Tato reakce byla n€kolikrat
opakovana za vytéZzkl pohybujicich se v rozmezi 73-83 % a ziskanym produktem 5 byl

gel zelené barvy.

t-butylbromoacetat, K,COg, ‘o lNe) %

? DMF, 60 °C, 1-2 h //( o
A oo sA, )~
MeOOC\/‘\(
MeOOC\/‘\( 73-83 %

0O O

4 5

Schéma 13. Navazani t-butylacetatu na thiazolidinovy substrat.

6.4 Deprotekce chranici skupiny

Abychom mohli navazat hydroxylaminy na nas substrat 6, bylo tfeba odstépit #-butylester
a vytvorit karboxylovou skupinu. Byla zvolena metoda S$tépeni pomoci kyseliny
trifluoroctové (TFA) v prostiedi dichlormethanu (DCM) za laboratorni teploty (Schéma

14). Monitorovani reakce probihalo v hodinovych intervalech pomoci LC-MS.
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Po dvou hodindch bylo dosazeno 100% odStépeni esteru. Zpracovani spocivalo
v odfoukéni Sté€pici smési a vysuSeni na RVO. Tato deprotekce byla provadéna v péti

SarZich za zisku hnédého oleje a vytéZkem odpovidajicim 90-98 %.

O O % TFA/DCM (1:1) 0 O
S g t,2h \/S‘\Jé)*OH
_—
MeOOC
MeOOC 90 - 98 %
o)
5 6

Schéma 14. Odchranéni ¢-butylesteru a tvorba volné karboxylové kyseliny.

6.5  Reakce s hydroxylaminy

Navazani hydroxylaminii na karboxylovou kyselinu 6 bylo provedeno pomoci couplingu
v prostiedi EDC.HCI za michani pfi laboratorni teploté po dobu 16 hodin (Schéma 15).
Monitoring reakce probihal pomoci TLC a LC-MS. Po uplynuti 16 hodin, kdy byla
pozorovana uplna konverze vychozi latky, byly produkty extrahovany do ethylacetatu a
nasledn¢ purifikovany pomoci sloupcové chromatografie za uziti gradientové eluce.
Ziskané latky 7a a 7b byly prisvitné gely a jejich hmotnostni zisk odpovidal vytézkiim
58 % pro benzylhydroxamat 7b a 60 % pro allylhydroxamat 7a. Niz8i vytézky mohly byt

zpusobeny sorpci na silikagel z divodu nerozpustnosti ve zvolené mobilni fazi.

O o S
o s%NJ\\Ni?

oo o

O-allylhydroxylamin hydrochlorid, o
EDC.HCI, THF/H,O, rt, 16 h

7a
0 o %
Q S%N\)\\OH O-benzylhydroxylamin hydrochlorid, \Q
MeO/U\/S( EDC.HCI, THF/H,0O, rt, 16 h O o o
6

58 % N
MeO

0]
7b

Schéma 15. Pfiprava hydroxamatl z vychozi kyseliny 6.
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6.6 Priprava kyseliny 8

Pro navazani aminokyseliny nebo dipeptidu na karboxylovou kyselinu v poloze 5 bylo
potfeba odstranit methylesterovou skupinu a piipravit volnou karboxylovou kyselinu
Byly vyzkouSeny rizné reakéni podminky (bazické i kyselé¢), bohuzel se vSak ani
v jednom ptipadé nepodaiilo izolovat kyzeny produkt. Ve vSech piipadech dochéazelo
pravdépodobné bud’ k otevieni thiazolidindionového cyklu ¢i ke S§tépeni hydroxamatu
(viz. déle).

Nejdiive byly vyzkouSeny podminky z patentu Johnson a kol.’” spocivajici
v bazické hydrolyze za vyuziti IM LiOH (Schéma 15). Nejprve byl derivat 7b rozpustén
v THF (1 ml/mmol) a k této smési bylo pfilito 3 molarni ekvivalenty LiOH a smés byla
michana pii RT po dobou 5 hodin. Po analyze reak¢ni smési vSak bylo zjisténo, Ze
nevznikd pozadovany derivat, ale dochézi ke vzniku produktu, ktery méa pravdépodobné
roz§tépen TZD cyklus (domnénka dle LC-MS a 'H NMR). Dale jsme zkouseli zkratit
reakéni Cas na 4h a poté na 1h. Zjistili jsme, ze uz po hodiné¢ byla vychozi latka
odreagovana, ale nevznikl pozadovany produkt, pouze neznamy derivat jako
v predchozim piipadé. Z Casovych divodi jsme se analyze neznamé latky dale
nevénovali.

Tato hydrolyza byla testovana i na allylovém derivatu 7a, avSak se stejnym

neuspésnym vysledkem.

0] S/«:}\N ™ /4 \)\\N
Meow

Schéma 16. Bazické hydrolyza methylesterové skupiny derivatu 7.

Déle jsme testovali kyselou hydrolyzu s vyuzitim 6M HCI (Schéma 17). Nejprve
byl methylester 7a smisen s 6M HCl a reak¢ni smés byla ohiivana na 105 °C pod zpétnym
chladi¢em po dobu jedné hodiny. Monitoring této reakce byl provadén pomoci TLC a
LC-MS v ptlhodinovych intervalech. Po prvni pilhodiné byl pozorovan pomoci TLC

ubytek plivodniho substratu a LC-MS analyza ukazala, ze se odstépil hydroxamat
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1 methylester a dal vzniknout pravdépodobné dikarboxylovému derivatu. Tento derivat

nebyl potvrzen jinou analyzou, proto je nize uveden v hranatych zavorkach.

Schéma 17. Kysela hydrolyza methylesterové skupiny derivatu 7.

Kysela hydrolyza byla testovana i pii nizsi teploté 70 °C. Monitorovani této reakce
bylo provadéno v 30-ti minutovych intervalech pomoci TLC a LC-MS. Analyza LC-MS
ukazala, Ze jiz po pulhodiné dochazi ke vzniku majoritniho mnozstvi dikarboxylového
derivatu. Z téchto diivodi se ani kyseld hydrolyza pomoci HCI neukazala byt vhodna.

Jelikoz se nam nepodaftilo v daném case nalézt vhodné podminky pro odstranéni
methylesterové chranici skupiny, musela byt tato ¢ast projektu ukoncena. Pfi zkoumani
literatury jsme vSak nenarazili na zZadné dal$i reakéni podminky, které by mohly byt
pouzity tak, aby byl zachovan thiazolidindionovy skelet i hydroxaméat. Pravdépodobné

tedy tato strategie syntézy neni vhodna.
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7 Syntéza finalnich derivati pomoci pristupu 2

Druhy pfistup k syntéze pozadovanych derivati vychazel ze stejné kyseliny jako
v pfedchozim ptipadé (Schéma 18). Ta by vSak méla byt nejdiive modifikovana za vzniku
dipeptidu 12. Poté by byl dusik N-alkylovan z-butylbromoacetitem na produkt 13,
esterova skupina by byla odstépena v prostiedi TFA a dala tim vzniknout intermediatu
14. Findlnim krokem syntézy by byl coupling hydroxylamini s volnou karboxylovou

kyselinou za vzniku findlnich derivata 15.

0 R2 O
HN__NH HO o N
A - NH o= 7 N NH
\V\:f O s H 1
S j< o] R' O s\\<
o o)
1 2 3 12

R2 O o O y/ R2 (0] o O
H o o N OH
e O N NNN e 7 N N
o M r 0o S—( o " r 0 s—(
o)

13 © 14
R3
R® o o 0 ,OJ
OW)\ ){KNN />\'NH
e N \
H

o} R'" O S—(
15 0

Schéma 18. Schéma planu syntézy upiednostiiujici vystavbu dipeptidu.

7.1 Priprava vhodnych prekurzoru

Vychozi kyselina 3 byla pfipravena stejnym zplsobem jako v pifedchozim ptipadé
(Kapitola 6.1). Déle bylo potieba piipravit dipeptid 12 (Schéma 18). K syntéze tohoto
dipeptidu bylo pfistupovano dvéma zptisoby. Prvnim z nich byla konjugace kyseliny 3
pfimo s vhodné modifikovanym dipeptidem. Druhym zplisobem pak byla postupna
vystavba dipeptidu na kyselin¢ 3.

Nejprve vSak bylo nutné pfipravit si vhodné substituované prekurzory —
methylestery aminokyselin Val a Leu (Schéma 19). Esterifikace probihala pomoci SOCl»
a MeOH po dobu 4 h. U Leu reakce probihala kvantitativné, u Val byl vytézek 73 %.

Nizsi vytézek byl zptsoben ¢asteCnym vylitim reakéni smési neopatrnou manipulaci.
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)\ 0 °C/ reflux, 4 h

R ! !
H,N”~ ~COOH - - HzN)\ﬂ/o\ P R= \Mf ;e’J\ 5
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17

Schéma 19. Piiprava methylestertt aminokyselin.

Z ptipravenych methylesterti Val a Leu a komeréné dostupnych dalSich derivati
jsme chtéli pfipravit 4 pozadované dipeptidy (Gly-Val, Gly-Leu, Ala-Val, Ala-Leu).
Nejprve jsme zacali syntézou dipeptidu 19 uvedené¢ho na Schématu 20. Podminky pro
tuto reakci byly prevzaty od kolegt ze skupiny, ktefi tuto reakci provadéli prede mnou.
Kyselina 18 byla rozpusténa v DCM, smisena s HOBt, byla ptikapana DIPEA a nasledn¢
byl ptiddn EDC.HCI. Takto pfipravena smés byla michana po dobu 15 minut pii RT a
nasledné k ni byla pfidana druh4a aminokyselina. Takto byla reakce michana po dobu 19
hodin. Po izolaci latky 19 bylo zjisténo, Ze vytézek je pouhych 11 %. Vzhledem k tomu,
ze konverze pozorovana pomoci TLC byla vysokd, muselo dojit nékde béhem syntézy k

chybé v ptipravé nebo zpracovani finalni latky a ovlivnit tak celkovy vysledek syntézy.

H-Val-COOMe.HCI
HOBt, EDC.HCI, DIPEA

H 0

R coon DCM. rt, 19 h H jf

Boc T ~ Boc” N"CoOMe
19

18

Schéma 20. Piiprava dipeptidu 19.

Paralelné byly pozadované dipeptidy piipravovany i kolegy z vyzkumné skupiny.
Vzhledem k ¢asové tisni zplsobené karanténou kvuli aktualni pandemii koronaviru
nebyla dalsi syntéza dipeptidl realizovdna a pozadované prekurzory mi byly poskytnuty
kolegy. Tak mohla byt realizovana pfima konjugace kyseliny 3 s dipeptidem (Schéma
20).

7.2 Kondenzace aminokyselin a derivatu 3

Nejdiive byla karboxylova kyselina 3 rozpusSténa v DMF a pak bylo ptidano HOB,
DIPEA a EDC (Schéma 21). Tato reak¢ni smés byla michana po dobu 15 minut a k ni
nasledné pfidan dipeptid Ala-Val. Déle byla reakéni smés ponechdna reagovat pfi RT po

dobu 19 hodin a nasledné izolovéana extrakci do DCM. Po analyze pomoci LC-MS byla
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zjiSténa velmi nizkd konverze na pozadovany produkt. Jedna z domnének je ta, Ze mohlo
dochézet k cyklizaci dipeptidu za tvorby 2,5-diketopiperazinu, coZz muze negativné

ovlivilovat konverzi na kyzeny produkt 12a.

0 o)

sA H-Ala-Val-COOMe o sA
NH EDC.HC|, HOBt DIPEA  o00c. N NH
HOOCJ\( DMF, rt, 16h N
0 o H o)
12

3

a

Schéma 21. Coupling dipeptidu s volnou karboxylovou kyselinou 3.

Abychom se vyhnuly moZzné kondenzaci dipeptidu na vySe zminéné
diketopiperaziny, byla navrzena postupnd syntéza pomoci navazani jednotlivych
aminokyselin pomoci EDC couplingu (Schéma 22). K této reakci bylo pouzito EDC.HCI
za ptitomnosti HOBt a DIPEA. Kyselina 3 byla rozpusténa v DMF a nasledné byl ptidan
methylester aminokyseliny (Val, Leu), HOBt a poté ptfidana DIPEA. Takto pfipravena
reak¢éni smés byla michana 15 minut za rt a k ni bylo pfisypano EDC.HCI. Takto sm¢s
reagovala 20 hodin. Po uplynuti reakcni doby byla smés izolovana a analyzovana pomoci
LC-MS. Z namétenych hodnot bylo ziejmé, Ze konverze na produkty 20a a 20b byla pfilis

nizké a vysledné produkty nebyly izolovany.

H-Amk-COOMe.HC Coopare Y
EDC.HCI, HOBt. DIPEA R o sA | 2aR

0
sA
NH DMF, rt, 20h yy NH |
Hooc. A~ 1, 20, /OW/\N/U\//\Y( |
O e} :
3 0 !

_________________________

Schéma 22. Coupling aminokyselin s karboxylovou kyselinou 3.

Nakonec byla vyzkousena reakce, kde se misto EDC vyuzivda HATU (Schéma
23). Tato reakce se provadéla v bazickém prostiedi DIPEA. Reagenty jsou pfidavany
v pfresném pofadi a smés reagovana za RT pres noc. Dle LC-MS byla vSak opét

pozorovana velmi nizka konverze. >

0 H-Val-COOMe.HCI 0
HATU, HOB, DIPEA
S//<NH DCM, 0 °C - rt/ 16h 0 S//<NH
HoOC - e N)W
0 o H 0
3
20a

Schéma 23. Navazani aminokyseliny na vychozi dioxothiazolidinyl octovou kyselinu 3.
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Vzhledem k vyse uvedenym neuspokojivym vysledkiim couplingu aminokyselin
s karboxylovou kyselinou 3 jsme se rozhodli vyzkouSet alternativni cestu, kdy byla
nejprve karboxylova kyselina 3 pfevedena na reaktivngjsi acylchlorid 21 (Schéma 24).

Reakéni podminky pro tuto reakci byly pfevzaty od Mischenko a kol.>’

Ty spocivaly ve
smiseni kyseliny 3 s dioxanem a thionylchloridem. Cela tato reak¢éni smés byla nasledné
vyhtivéna na 80 °C pod zpétnym chladicem. Po uplynuti jedné hodiny byla smés volné
ochlazena na rt, k ni byl pfilit hexan s predpokladem, Zze se bude produkt srazet (dle
informaci v literatuie). Ten se nesrdzel, tudiz byla cela reak¢ni smés odpafena na RVO a
zbytek 21 byl pouzit do nésledujici reakce. Nasledné byl reakéni zbytek rozpustén v 1,4-
dioxanu a michan za rt. V druhé bance byl mezitim methylester valinu rozpustén ve smési
TEA/1,4-dioxan (1 ml/10 ml). Dale byla reakce zahtata na 90 °C po dobou 20 minut pod
zpétnym chladi¢em. Po analyze pomoci TLC bylo zjisténo, ze doslo k ¢astecné konverzi
na produkt 20a, avSak majoritnim podilem byla ptivodni kyselina 3. Ani po prodlouzeni

reak¢ni doby na 18 hodin nebyl pozorovan vétsi rozdil v konverzi.

O
H-Val-COOMe
S/[< SOCl,, 1,4-dioxan, O SJ<

NH TEA, 1,4-dioxan,
HOOC\/‘\« 80°C, 1h MNH 90 °C, 20 min
. <«
0 o}
3 21

Schéma 24. Navézani methylesteru valinu na acylchlorid kyseliny 3
Bohuzel ani tento druhy synteticky plan nevedl k ptipravé pozadovanych
findlnich latek. NavrZend cesta selhala jiz v pfipravé dipeptidu navazaného na TZD.

V porovnéni s prvni syntetickou cestou ale existuje moznost, ze budou nalezeny vhodné

reakéni podminky.
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EXPERIMENTALNI CAST

8 Obecné informace

Rozpoustédla a chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,
USA) nebo Fluorochem (US). TLC analyza byla provadéna pomoci TLC hlinikovych
folii Silica gel 60 F254 (Merck). Detekce skvrn byla realizovana UV zatrenim pfi vinové
délce 254 nm.

LC-MS analyzy byly provedeny na ULC-MS-MS systému (Waters) slozen¢ho z
ULC-MS chromatografu Acquity s PDA detektorem a hmotnostniho spektrometru s
kvadrupolem. Byla pouzita Nucleodur Gravity C18 kolona (rozméry 1,8 um, 2,1 x 50
mm) pti 30 °C a rychlosti pratoku 600 pl/min. Mobilni faze byla (A) 0,1% octan amonny
ve vodé a (B) 0,1% octan amonny v acetonitrilu, linearné naprogramovana od 10 do 80
% B po 2,5 minuty, udrzovano po dobu 1 minuty. Kolona byla reekvilibrovana pomoci
10% roztoku B po dobu 1 minuty. ESI zdroj operoval pod proudem 5 pA s odpafovaci
teplotou 350 °C a kapiléarni teplotou 200 °C.

'H a *C NMR spektra byla méfena na pristroji JEOL ECA400II (400 MHz)
spektrometru za magnetické indukce 9,39 T (s uzivanymi frekvencemi 399,78 MHz pro
'H a 100,53 MHz pro '3C). Vsechna NMR spektra byla pofizena za laboratorni teploty
(21 °C) v rozpoustédlech DMSO-ds. 'H a '3C signély byly kalibrovany na signal téchto
rozpoustédel. Chemické posuny 6 jsou uvedeny v ppm (parts per million) a interakéni
konstanty (J) v hertzech (Hz).

HRMS analyza byla provedena na systému tvofeném kapalinovym
chromatografem (Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific, MA, USA) a
hmotnostnim spektrometrem Exactive Plus Orbitrap high-resolution (Thermo Fischer
Scientific, MA, USA). Jako ioniza¢ni zdroj byl pouZit elektrosprej a snimana byla spektra
v kladném moédu v rozmezi 100-1000 m/z. Chromatografickd separace byla provadéna
na kolon¢ Phenomenex Gemini (C18, 50 x 2 mm, 3 um c¢astice), eluce byla izokraticka,
MF obsahovala 95 % MeOH a 5 % vody + 0,1 % HCOOH. Vzorky byly pfipraveny

rozpus$ténim latek v pocate¢ni mobilni fazi.
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9 Priprava thiazolidindionovych derivatu

9.1 Syntéza kyseliny 3

S 0«0 HCI (konc.) O
s . \]\;): o [reflux.16h
H,N™ “NH, ~ J\«
79 % HOOC
1 2

Tato syntéza byla pievzata od Zimenkovskii a kol.>®

Thiomocovina 1 (4 g; 52,4 mmol) a
maleinanhydrid (5,12 g; 52,4 mmol) byly smiseny v tfeci misce, rozetfeny na jemny
prasek a prevedeny do S0ml baniky s kulatym dnem. K této smési byla ptidana konc. HCI
(14 ml). Reakéni smés byla refluxovéna v olejové lazni po dobu 16 h. Po této dob¢ byla
reakéni smés ochlazena na RT, dale bylo pfidano 10 ml ledové vody a vznikla srazenina
odsata a promyta ledovou vodou. Bily krystalicky prasek 3 byl dosusen v exsikatoru.
Bylo ziskéano 7,26 g latky 3, coz odpovida vytézku 79 %.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 12.74 (s, 1H), 11.99 (s, 1H), 4.65 (dd, J = 7.7,
4.7 Hz, 1H), 3.24 — 2.84 (m, 2H). '*C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 175.68, 172.50,
171.55,46.66,35.96. HRMS: m/z vypocteno pro CsH4NO4S™: 173,9856 [M-H]'; nalezeno

173,9853.

9.2 Esterifikace kyseliny 3 za vzniku methylesteru 4

o MeOH, H,SO,, o
reflux, 3 hodiny

57 ONH 57 NH
Hoocﬂ 52 % MeOOC\/\\§<
0 o)

Byla odvazena kyselina 3 (1,000 g; 5,7091 mmol), v barice s kulatym dnem rozpusténa v
methanolu (15 ml) a k této smési za michani bylo ptikapano 20 kapek koncentrované
kyseliny sirové. Cela smés se refluxovala pod zpétnym chladicem po dobu tii hodin. Po
kontrole doreagovani smési byl odpaten zbytek methanolu, smés byla rozpusténa ve 100
ml vody a produkt byl extrahovan do ethylacetatu (3x100 ml), nasledné byly spojené
organické fadze promyty solankou, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a odpateny na

RVO. Bylo izolovano 0,55 g bil¢ krystalické latky 4, coz odpovida vytézku 52 %.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 12.06 (s, 1H), 4.69 (dd, J = 7.2, 5.0 Hz, 1H),
3.63 (s, 3H), 3.21 — 3.04 (m, 2H). '3C NMR (101 MHz, DMSO—d;) & 175.94, 172.51,
170.60, 51.90, 46.58, 35.62. HRMS: m/z vypoéteno pro CsHsNO4S™: 188,0012 [M-H];
nalezeno 188,0010.

9.3  N-alkylace derivatu 4

0 t-butylbromoacetat, 0 »L

. o)
SJ{ K,COj, DMF, 60 °C, 1h x 3
(o)
H,COO0C 83 % Hacoocﬂ

@)
5

Byla odvaZzena latka 4 (200 mg; 1,0571 mmol) do barky s kulatym dnem, k ni pfidan
K>COs (292,2 mg, 2,1142 mmol), smés byla rozpusténa v DMF (10 ml) a za michéni
k této smési byl piidan z-butylbromoacetat (171,7 ul; 1,1628 mmol). Tato smeés byl
umisténa na magnetickou michacku a byla zahtivana za michani na 60 °C po dobu 1 h.
Bé&hem reakce se na nerozpusSténém Ko>CO;s utvofil oranzovy film, ktery obarvil celou
reak¢ni smés. Po doreagovani (kontrola pomoci TLC a LC-MS) byla smés ochlazena na
RT, rozpusténa ve 100 ml destilované vody a extrahovana ethylacetatem (3x100 ml). Pti
extrakci byla organickd i vodnd faze obarvena do zelena. Nésledn¢ byly spojené
organické faze promyty solankou (2x60 ml), vysuseny pomoci bezvodého Na>xSO4 a
odpafeny na RVO. Produkt byl néasledné lyofilizovan 48 h a ziskdn ve form¢ zelené
gelovité latky (268,4 mg; 83 %).

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 4.91 (dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 1H), 4.20 (q, J = 2.8
Hz, 2H), 3.65 (s, 3H), 3.23 (dd, J = 17.5, 4.2 Hz, 1H), 3.07 (dd, J = 17.6, 8.6 Hz, 1H),
1.41 (s, 9H). '*C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 172.99, 171.00, 170.31, 165.44, 82.27,
52.05, 44.68, 42.62, 35.79, 27.52. HRMS: m/z vypocteno pro Ci2H12NOsS™: 302,0693
[M-H]; nalezeno 302,0704.
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9.4  Deprotekce #-butylesteru za vzniku kyseliny 6

00 »L : 0 Q
TFA/DCM (1:1)
SJ(N}O tt, 2h S//<N)\’OH

0
o 98 % o

H;COOC

Derivat 5 (574 mg; 1,8923 mmol) byl smisen v bafice s kulatym dnem se $tépici smeési
TFA/DCM (1:1, 10 ml) a celd reakéni smés byla michana po dobu 2 hodin. Reakéni smés
ptesla po 15 minutach z barvy zelené¢ho gelu do slabé hnédého odstinu. Po ujisténi se, ze
vSechen piivodni substrat je preveden na intermediat 6, byla §tépici smés odfoukana pod
atmosférou Ny, zvazena a pouzita do ndsledné reakce couplingu s hydroxylaminy. Surovy
produkt byl ziskan v podob¢ hnédého gelu (460 mg, 98 %).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 13.30 (s, 1H), 4.90 (dd, J = 8.5, 4.2 Hz, 1H),
4.21 (q, J = 2.0 Hz, 152H), 3.63 (s, 3H), 3.22 (dd, J = 17.6, 4.2 Hz, 1H), 3.08 (dd, J =
17.6, 8.5 Hz, 1H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 173.07, 171.07, 170.34, 167.84,
52.05, 44.68, 42.05, 35.80. HRMS: m/z vypocteno pro CsHsNOeS™: 246,0067 [M-H];
nalezeno 246,0077.

9.5  Priprava allylhydroxamatu 7a

o O O-allylhydroxylamin hydrochlorid f
J( j'OH THF/H,0, EDC.HCI, rt, 16h o O ,O
SN //< />\/NH
S
H3COOC\)\\< N
H;COOC

(0]
6 7a

Volna karboxylova kyselina 6 (470 mg; 1,9011 mmol) byla rozsuspendovéna ve vodé (10
ml/mmol), k ni pfidan rozpustény O-allylhydroxylamin hydrochlorid (312,4 mg; 2,8517
mmol) ve vod¢ (10 ml/mmol). Suspenze byla adjustovana na pH 4,5 pomoci 1M NaOH,
homogenizovana ptidavkem THF a naslednou sonifikaci do vzniku homogenniho roztoku
nazloutlé barvy. K takto ptipravené smési byl piikapan roztok EDC.HCI (1,093 g; 5,7034
mmol) ve vodé (5 ml/mmol) za michani rychlosti 4 ml roztoku/minutu. Tato smés byla
nasledn¢ michéna za RT po dobu 16 hodin a monitorovana pomoci LC-MS. Poté byla
smés rozpusténa v 100 ml vody, extrahovana do ethylacetatu (3x100 ml), spojené

organické faze byly promyty pomoci nasycené¢ho roztoku NaHCO3 a solanky (100 ml),

43



nasledné vysuseny pomoci bezvodého Na>SO4 a odpafeny na RVO. Takto ziskany
meziprodukt byl purifikovan pomoci sloupcové kapalinové chromatografii (SiO2, MF:
Hex/EtAc grad. 1:1-1:2). Bylo izolovano 346,8 mg cCistého produktu 7a ve formé
prihledného gelu, coz odpovida vytézku 60 %.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 11.34 (s, 1H), 5.96 — 5.86 (m, 1H), 5.46 — 5.19
(m, 2H), 4.84 (dd, J = 8.5, 4.1 Hz, 1H), 4.46 — 3.99 (m, 4H), 3.65 (s, 3H), 3.22 (dd, J =
17.6, 4.2 Hz, 1H), 3.08 (dd, J = 17.6, 8.6 Hz, 1H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) &
173.72, 171.70, 171.00, 162.93, 133.22, 120.06, 76.62, 52.61, 45.24, 41.80, 36.39.
HRMS: m/z vypoéteno pro C11HisN206S™: 303,0645 [M+H]"; nalezeno 303,0645.

9.6  Priprava benzylhydroxylaminu 7b

o O O-benzylhydroxylamin hydrochlorid
S/[< ’>’OH THF/H,O, EDC.HCI, rt, 16h O o o
H,COOC H3COOC\/§{N H
o

0]

6 7b

Volna karboxylova kyselina 6 (253 mg; 1,0234 mmol) byla rozsuspendovéna ve vodé (10
ml/mmol), kni pfidan rozpustény O-benzylhydroxylamin hydrochlorid (245,3 mg;
1,5354 mmol) ve vodé (10 ml/mmol). Suspenze byla adjustovana na pH 4,5 pomoci 1M
NaOH, homogenizovana ptidavkem THF a naslednou sonifikaci do vzniku homogenniho
roztoku naZzloutlé barvy. K takto pfipravené smési byl pfikapan roztok EDC.HCI (588,6
mg, 3,0702 mmol) ve vod¢ (5 ml/mmol) za michéni rychlosti 4 ml roztoku/minutu. Tato
smés byla nasledn¢ michana za RT po dobu 16 hodin a monitorovana pomoci LC-MS.
Poté byla smés rozpusténa v 100 ml vody, extrahovana do ethylacetatu (3x100 ml),
spojené organické faze byly promyty pomoci nasycené¢ho roztoku NaHCO3 a solanky
(100 ml), nasledné vysuSeny pomoci bezvodého Na,SO4 a odpafeny na RVO. Takto
ziskany meziprodukt byl purifikovan pomoci sloupcové kapalinové chromatografii (SiO»,
MF: Hex/EtAc grad. 7:3-1:1). Bylo izolovano 272,6 mg produktu 7b ve formé
prihledného gelu, ktery byl pfesusen na lyofilizatoru za vzniku 209,8 mg, coz odpovida
vytézku 58 %.

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 11.27 (d, J = 125.1 Hz, 1H), 7.38 (d, J= 5.2
Hz, 5H), 4.96-4.70 (m, 4H), 4.06 (d, 2H), 3.65 (s, 3H), 3.23 (dd, /= 17.6, 4.2 Hz, 1H),
3.09 (dd, J = 17.6, 8.6 Hz, 1H). '*C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 173.19, 171.19,
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170.47, 162.55, 135.65, 128.90, 128.35, 77.08, 52.06, 44.69, 41.27, 35.87. HRMS: m/z
vypocteno pro CisHi7N206S™: 353,0802 [M+H]"; nalezeno 353,0797.

9.7 Priprava methylesteru aminokyselin

______________________________

)\ 0 °C/ reflux, 4 h

R ! :
H,N~ ~COOH _ HzN)\ﬂ/O\ 1 R= \W/ ;H‘J\ 5
0

16 e e
17

Aminokyselina (13,3 mmol, 1 molarni ekvivalent) byla odvazena do kulaté banky,
rozpusténa v MeOH (40 ml), zchlazena na 0 °C v ledové 1azni a za michani byl do smési
piikapavan po sténé thionylchlorid (3,86 ml, 53,2 mmol, 4 molarni ekvivalenty). Po
dokapani veskerého SOCI byla smés jeSté 5 minut michéna pti 0 °C a poté se dala
refluxovat na dobu 3,5 hodiny. Zpracovani smési spocivalo v odpateni zbytku kapalného
podilu z reakéni smési a methylovana aminokyselina nam zlstala v bance. U methylace
leucinu byl vytézek 97 %, zatimco u valinu to bylo 73 %. Analyticka data obou sloucenin

odpovidaji publikovanym datiim.*

9.8  Priprava dipeptidu

H-Val-COOMe.HCI
HOBt, EDC.HCI, DIPEA

Y 0

R coon DCM, rt, 19 h H \/E

Boc™ - Boc” N”CooMe
19

18

Byl navézen do banky s kulatym dnem Boc-alanin (100 mg, 0,5285 mmol),
rozpustén v 10 ml DCM, piidano HOBt (97,1 mg, 0,6342 mmol), DIPEA (274 ul, 1,5858
mmol) a EDC.HCI (121,6 mg, 0,6342 mmol) a smés byla michdna 15 minut pii RT. Poté
byl pfisypan methylovany valin (88,6 mg, 0,5285 mmol) a smés reagovala na michacce
19 hodin. Zpracovani smési spocivalo ve vytifepani organického podilu do DCM (3x50
ml), pfesuseni organickych podilti pomoci MgSO4 a nakonec odpateni rozpoustédla na
RVO. Vznikla smés byla sorbovéana na silikagel a byla ¢iSténa sloupcovou kapalinovou
chromatografii (SiO,. Pet:EtAc 2:3 isokraticky) pro zisk 18 mg latky 19, coz odpovida
vytézku 11 %. Analytické data dipeptidu odpovidaji publikovanym dattim.®!
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ZAVER

Predkladana bakalarska prace se zabyva navrhem a syntézou druhé generace derivati
thiazolidindionu, jenz maji slouzit jako inhibitory mykobakterialni Zmpl.

Teoreticka ¢ast prace popisuje historicky vyvoj tuberkulozy, zdokonalovani jeji
1é¢by a uvadi také souhrn dnes 1¢kt uzivanych i 1€k v riiznych fazich preklinického i
klinick¢ého vyvoje. Dale se v teoretick¢é casti pojednava o struktufe, funkci
mykobakteridlni Zmp1 a dnes jiz znamych inhibitorech tohoto enzymu.

V diskusi jsou popsany dvé rozdilné strategie, které byly navrzeny k ziskani
pozadovanych derivatl, pficemz ob¢€ vychazi z dioxothiazolidinyl octové kyseliny. Prvni
navrzeny plan spocival v pfipravé hydroxamatl a nasledné konverzi na dipeptidy. Tento
synteticky plan bohuzel selhal v deprotekci methylesteru, pro kterou nebyly nalezeny
vhodné reakéni podminky.

Druhd strategie byla zaloZena na primdrni piipravé dipeptidd a ndsledném
pfevedeni na hydroxamaty. Zde syntéza bohuzel selhala jiz v pocatcich, kdy se nepodafilo
nelézt vhodné podminky pro ptipravu pozadovanych dipeptiti TZD.

Bylo navrZzeno celkem 8 molekul, které mély byt pfipraveny a odesldny na
biologické testovani pro zjisténi inhibi¢ni aktivity vi¢i mykobakteridlni Zmp1. Vzhledem
k aktudlni pandemii koronaviru nemohlo byt této problematice vénovano vice asu, ktery
by si optimalizace jednotlivych krokii zcela jist¢ zaslouzily. Bohuzel tedy musim
konstatovat, ze ani jedna z finalnich latek nebyla pfipravena. Béhem jednotlivych kroka
syntézy vSak byly pfipraveny 4 nové derivaty, které byly pln€ charakterizovany pomoci

'HiBC NMR a HRMS.
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SEZNAM ZKRATEK

BCG — Bacil Calmette-Guérinuv
DCM — dichlormethan
DIPEA  — diisopropylethylamin

DMF — dimethylformamid

DOTS — Directly Observed Treatment Short-Coursed
EDC — ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid
EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

EtAc — ethylacetat

FDA — ufad pro schvalovani 1é¢iv a potravin
HATU - (1-[Bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium-3-
oxid hexafluorofosfat

Hex — hexan

HOBt — hydroxybenztriazol

LC-MS  —kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii
Mbb — Mycobacterium bovis

MDR-TB — multilékov¢ rezistentni tuberkuldza

Mtb — Mycobacterium tuberculosis

NMM — N-methylmorfolin

RT — laboratorni teplota

RVO —rotacni vakuova odparka

TB — tuberkuléza

TEA — triethylamin

TLC — tenkovrstva chromatografie

WHO — svétova zdravotnicka organizace

XDR-TB - extenzivné rezistentni tuberkuldza
ZBG — zinek vazajici skupina (Zinc Binding Group)

Zmpl — zinkova metaloproteasa
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