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UvVOD

Predkladana bakalarska prace se zabyva syntézou novych derivati pyrazolopyrazinonu,
pficemz divodem syntézy jsou biologické vlastnosti téchto latek.

Jiz u samotnych derivatd pyrazolu byla v minulosti prokazana cela fada
biologickych  vlastnosti, napf. vlastnosti antimikrobialni,'*  protirakovinné?,
protizanétlivé,* antituberkularni,>? nebo kardiovaskularni. Mimo to nékteré derivaty
odvozené od pyrazolu funguji jako analgetika® ¢i antikonvulziva’ (skupina 1é¢iv
vyuzivanych napf. na 1é¢bu a prevenci epileptickych zachvati k potlaceni kieci s nemoci
souvisejicich). Lze zminit napf. Novalgin (Dipyron nebo Metamizol), coz je uinné
analgetikum, antipyretikum vykazujici rovnéz spasmolytickou aktivitu (Obr. 1).

CHy  Na*

N \ N/‘SO{

N \
CHj;
o

Novalgin

Obr. 1: Struktura Ié¢iva na bazi pyrazolového kruhu ve strukture

Pozdéji se pozornost védeckych skupin zaméfila na syntézu a studium biologické aktivity
derivatd odvozenych od pyrazolopyrazinonu. Toto spojeni dvou heterocyklickych
struktur pfineslo zajimavé vysledky zvlasté pak v oblasti antimykobakterialnich u¢inkd.?
V roce 2017 byla publikovéana studie uvadéjici vysledky automatizovaného screeningu
10 000 sloucenin. Mezi testovanymi slouceninami byl 1 derivat 6,7-dihydropyrazolo[1,5-
alpyrazin-4-one (Obr. 2), ktery byl vybran jako hit pro dal§i optimalizaci struktury.®
Autori zminéného ¢lanku dale studovali rizné strukturni modifikace této slouceniny, a to

jak modifikace benzylové Casti, tak 1 centralniho skeletu (Obr. 2).
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centralni
jadro

benzylova
Cast

Cl

Cl

hit ziskany z virutdlniho screeningu
IC5y=0,27 uM
MIC =16 pg/mL

Obr. 2: Pyrazolopyrazinon jako inhibitor Mykobakterialni ATP synthasy.®

Pozornost nasi vyzkumné skupiny zaujal zvlasté fakt naznacujici, ze tyto latky® cili
na mykobakteridlni ATP synthasu. Mykobakterialni ATP synthasa je jednim
z atraktivnich molekularnich cila pfi 1écbé drug-rezistentnich kment tuberkulozy.
Z tohoto divodu byla pozomost predkladané bakalaiské prace zaméfena na vytvoreni

SAR studie navazujici na publikaci z roku 2017.%
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CIL PRACE

Cilem predlozené bakalarské prace je syntéza a studium biologické aktivity novych

derivatl pyrazolopyrazinonu jejichZ obecna struktura je znazornéna na Obr. 3 vpravo. Pfi

navrhu jednotlivych modifikaci jsme vychazeli z nékolika faktd. Zasadnim faktem byla

neznalost pfesného cile v ramci mykobakteridlni ATP synthasy, a tudiz nemoznost

smysluplné predikovat nové struktury. V prvé fadé jsme ponechali centralni jadro, které

predchozi publikace vcelku podrobné prozkoumala v ramci scaffold hoppingu. Nasledné

jsme se rozhodli zaménit piperidinovy skelet za morfolinovy, jelikoz kyslikovy atom

morfolinového derivatu muze pfispét k dalsim nekovalentnim interakcim v aktivnim

misté. A v posledni fadé jsme se rozhodli prozkoumat dalsi strukturni modifikace

v benzylové Casti.

centralni
benzylova jadro
cast
O (j>
Cl N

cl ‘\/N\N/ (0]

hit ziskany z virutalniho screeningu
ICSO = 0,27 p,M
MIC = 16 pg/mL

0 {j} |

R =H, m-CN, m-CF; m-CH; m-,p-diCl

Obr. 3: Struktura popsaného pyrazolopyrazinového derivatu a nové navrzené derivaty.

Jednotlivé dilci cile prace zahrnuji:

1. Vypracovani literarni reSerSe

AN

Sepsani bakalarské prace

Vytvoreni navrhu syntetického planu a cilovych slou¢enin
Optimalizace reak¢nich podminek vedoucich k cilovym derivatim
Ptiprava série cilovych derivata a jejich plna charakterizace

Predani finalnich latek na testovani biologické aktivity
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TEORETICKA CAST

1. Tuberkuloza

Tuberkuléza (TB) je bakterialni, infekéni onemocnéni prenaSené patogenem ze skupiny
Mycobacterium tuberculosis complex, bakterii Mycobacterium tuberculosis (Mtb).” Jde
o tyCinkovitou, nepohyblivou a slabé grampozitivni bakterii. Tuto bakterii objevil 1ékar
Robert Koch na konci 19. stoleti (1882). V roce 1905 ziskal Nobelovu cenu za fyziologii
a lékafstvi. TB se S§ifi kapénkovou infekci a patii mezi nejrozSirené§i infekcni
onemocnéni na svété.”! Tuberkuloza se fadila dlouh4 1éta mezi neastéjsi piicinu smrti
zpusobenou jedinym patogenem. Nyni je na pomyslném prvnim mist€ onemocnéni, které
zpusobilo pandemii Covid 19.!! Pravé pandemie Covid 19 méla dopad na nakazu TB.
Vyrazné totiz prispéla a zmenila pfistup k diagnostice a 1éCbé tohoto onemocnéni, kdy
Cisla poctu nové nakazenych opticky vyrazné klesla. Za rok 2021 mélo pozitivni test
na TB asi 6,4 miliont lidi, z nichz nemoci podlehlo asi 1,4 miliond a 187 000 umrti bylo
evidovano u lidi s pozitivnim HIV testem. Pro srovnani v roce 2020 se uvadi 5,8 milionu
nové diagnostikovanych piipadi.'?

Jeden z hlavnich problému pii 1écbé TB je vznik rezistentnich kmend. Rezistenci
muzeme rozdélit na ziskanou, coz se stava v pripad€, Ze nemoc nebyla dostatecné
zaléCena. Pokud se rezistentnim kmenem nakazi dal$i osoba, ktera pro tuto nemoc nebyla
doposud 1écena, hovotime o tzv. primarni rezistenci. V posledni dekade hovotime hlavné
o multilékové rezistentnich (MDR) a extenzivné rezistentnich (XDR) kmenech
mykobakterii, které pfedstavuji zavazny problém i ve vyspélych zemich s rozvinutym
zdravotnickym systémem. V zemich tietiho svéta se pak tato zavaznost nasobi.’

Dle WHO je ctvrtina celosvétové populace nakazena tzv. latentni formou TB,
ktera se tézce identifikuje, protoze postizena osoba nevykazuje zadné symptomy.

Nejcasté€jsi formou onemocnéni jsou plicni formy, ale onemocnéni muze
postihnout 1 ostatni organy ¢i tkané. Plicni formy zaujimaji asi 80% zastoupeni z celkové
nakazy.>!? Lécba TB obvykle trva pfiblizné 6-9 mésicd, v pfipadé multirezistentnich
kment se vSak muze protahnout az na 24 mésici. LéCebny rezim je rozdélen do dvou

fazi. Délku 1éCby samoziejmé ovliviiyje i celkovy zdravotni stav pacienta. Pti 1écbé TB
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se uzivaji nejriznéjsi kombinace 1éCiv, mezi ta standardné pouzivana patii lzoniazid
(INH), Rifampicin (RIF), Pyrazinamid (PZA), Streptomycin (STM) a bakteriostaticky
Etambutol (EMB) (bude podrobné popsano dale). Dlouhodobéa 1écba s kombinaci mnoha
pfipravkl najednou vyvolava bohuzel spoustu nezadoucich ucinka (nefrotoxicita, zavrate
a dalsi). DolécCeni infekce je vSak pfesto naprosto zasadni, a to jak z pohledu zdravi
pacienta, tak i z pohledu zamezeni vzniku rezistence mykobakterie. Prevenci muze byt
oc¢kovani, pficemz k tomuto ucCelu se pouziva vakcina z mykobakteridlniho kmene
Mycobacterium bovis tzv. Bacille Calmette—Guérin (BCG) vakcina. Dulezité je také

vyhledavani zdrojii nakazy u pacientd, kteii jsou infekéni pro své okoli.>!

1.1 Rezistence

Rezistentni kmeny jsou imunni viaci bézn€ doporucované 1€cbé tzv. 1€Cbeé prvni linie. Dle
svétové zdravotnické organizace (WHO) se rezistentni kmeny tuberkul6zy nachazeji
na vSech kontinentech. Divodem vzniku rezistentnich forem tuberkul6zy je nevhodna
nebo nepravidelna 1éc¢ba.!* Hlavni pficina vSak spodiva ve schopnosti bakterie
prizpisobovat se a vytvaret nejriznéjsi mutantni kmeny, > které zptisobuji, ze u proléciv
muze byt napf. snizena jejich aktivace na aktivni latku. MaZe rovnéz dochazet ke snizeni
propustnosti 1é¢iva pfes membranu nebo ke zméné struktury 1é&iva & samotného cile.!6

Mechanismy vzniku rezistence jsou spojeny s genomovymi variantami u cila 1é¢iv
nebo pro-lékovych aktivatort, které se mohou vyskytovat pii genovych interakcich.
Cilem téchto aktivator je pfeménit mykobakterialni enzymy, které nasledné prolécivo
transformuji na jeho aktivni formu (pf. INH). V pfipadé, ze kodovaci geny téchto enzymu
jsou mutované, mohou ztratit svou funkci, nedochézi k preméné proléciva na jeho aktivni
formu a vznik4 rezistence. !’

K detekci takovychto mutantd se vyuziva metoda PCR (= polymerazova fetézova
reakce). Diagnostika fenotypové rezistence je zalozena na kultivaci, kdy je ze sputa
pacientovi izolovana bakterie (agens), ktera je nasledné testovana na rast za pfitomnosti
16¢iv. Kultivace trva tydny az mésice, je finanéné nakladna a tézko proveditelna.'®

Na zaklade¢ rezistence na urcité 1écivo nebo skupinu 1é€iv rozliSujeme nékolik
druht rezistentnich kmena TB:

o INH-TB (= isoniazid rezistentni TB), kmen rezistentni na INH'’

o RR-TB (= rifampicin resistentni), kmen rezistentni na rifampicin (RIF)*
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o MDR-TB (= multilékové rezistentni TB), kmen rezistentni na dvé
nejefektivnéjsi 1éCiva prvni linie INH a RIF

o pre-XDR-TB (= pre-extenzivné rezistentni TB), definovana jako
rezistence na INH, RIF a dale na jakykoli fluorochinolon (FQ) (tfida 1é¢iv
druhé linie)

o XDR-TB (= extenzivné rezistentni TB), definovana jako rezistence
na INH, RIF, FQ a nejméné jedno aditivni lécivo bedaquiline nebo

linezolid"

1.2 Latentni forma tuberkulozy

Latentni infekce se oznacuje jako stav, kdy byl organismus vystaven a infikovan Mrb, ale

jedinec nema zadné pfiznaky aktivniho onemocnéni.’!

Touto formou infekce trpi dle
WHO 1/4 svétové populace.'® V latentnim stadiu dokaze Mtb prezit n&kolik let. Skupina
takto infikované populace je vystavena riziku reaktivace. Latentni forma jako takova neni
pfenosna na ostatni jedince, a tak nepfedstavuje riziko pro okoli. Problém nastava az pri
reaktivaci. Rizikovym faktorem pro rozvinuti nakazy je vysoky vé&k, alkoholismus,
oslabeny imunitni systém, drogové zavislost, stres a slabé socialni zazemi.’

Asi nejzévazng§i pricinou reaktivace TB, co se 1écby tyCe, je soubézné
onemocnéni HIV, kdy dochazi k tzv. koinfekci. HIV neboli virus lidské imunitni
nedostateCnosti se s TB vyrazné ovliviiuji ve vSech aspektech jako je patogeneze,
epidemiologie, klinické projevy, 1éba i prevence.?? Naopak TB je nejcastéjsi piicinou

smrti u pacientt, kterym bylo diagnostikovano HIV.!%13

1.3 Diagnostika TB

Diagnostika probiha pozitivnim tuberkulinovym koznim testem s pouzitim intradermalné
purifikovaného proteinového derivatu (PPD), rentgenovym snimkem hrudniku, ktery
vykazuje jizvy svédgici o staré TB & vySetfenim sputa.”? Pro identifikaci ty¢inek
se vyuziva Ziehl-Neelsenové barveni (za horka, karbolfuchsin-kysely akohol-
malachitova zelen). Pfi pozitivnim nalezu jsou pod mikroskopem patmé rizové az
cervené tyCinky. Tato metoda Casto selhava a setkdvame se i s faleSné negativnimi

nalezy.?* Tuberkulinovy test neni vzdy zcela prikazny a mohou se objevit i falesng
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pozitivni vysledky a to napf. v piipadé vakcinace Mycobacterium bovis bacillus

Calmette-Guérin (BCG).»

14  Léciva

TB je léCena podavanim antituberkulotik. Pii 1é¢bé je dulezité dodrzovat vSeobecné
1écebné zasady.!” Léciva Ize rozdélit do dvou skupin: baktericidni, jejichz tkolem je
bakterii usmrtit (napf. streptomycin) a bakteriostaticka, ktera maji zabranit bakterii
v rastu a mnozeni (napf. ethambutol). Léky se dale déli do Ctyi zakladnich skupin
(Tabulka 1). Tzv. prvni linie zahrnuje nejucinnéjsi preparaty pro sensitivni kmeny. Tyto
léky vSak v pripadé rezistentnich kment selhavaji a pfistupuje se tak k 1écbe dalsimi Iéky

rozdélenymi do tii skupin A, B a C (Tabulka 1).%

Tab. 1: Zakladni skupiny 1€civ proti tuberkuloze

Skupina Léciva Cil pusobeni
inhibice syntézy mastnych
isoniazid (INH) kyselin (MK) prostfednictvim
InhA
inhibice bakteridlni DNA
o rifampicin (RIF)
Léciva prvni linie dependentni RNA polymerazy?’
inhibice syntézy bunécné stény
ethambutol (EMB) ‘
(arabinogalaktan)
inhibice membranového
pyrazinamid (PZA)
transportu
levofloxacin (LFX) inhibice bakterialni DNA
mixifloxacin (MFX) gyrazy®
Skupina A bedaquiline (BDQ)) inhibice ATP synthasy
inhibice iniciace syntézy
linezolid (LZD) ) )
bakterialnich proteing®’
predpoklada se pusobeni na
klofazimin (CFZ)
Skupina B bunécnou membranu
inhibice biosyntézy
cykloserin (CYS) ) .
peptidoglykant*
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terizidon (TRD) inhibice syntézy proteinti’!
Skupina C ethionamid (ETO) inhibice InhA
prothionamid (PTO) inhibice InhA*
‘ ‘ inhibice tvorby redukovanych
kyselina p-aminosalicylova .
(PAS) druht folatu (kofaktory — syntéza
methioninu)**
inhibice biosyntézy kys.
delamanid (DLM)
mykolové”
inhibice syntézy bunécné stény
ethambutol (EMB) ‘
(arabinogalaktan)
inhibice membranového
pyrazinamid (PZA)
transportu
amikacin (AMK) nebo inhibice iniciace translace pfi
streptomycin (STM) syntéze proteinti

1.4.1  Léciva prvni linie

Isoniazid (INH): chemicky hydrazid kyseliny isonikotinové (Obr. 4) je silné a vysoce
citlivé 1é¢ivo. Toto prolécivo je aktivovano mykobakterialnim enzymem KatG (bifunkcni
enzym dilezity pro obranu mnoha bakterii a plisni pfed oxidacnim stresem, ktery vznika
pfi imunitni odpovédi hostitele) a multifunkéni katalazou-peroxidazou. Principem
aktivace (oxidace) je vytvoreni volnych radikald na uhliku, kysliku a dusiku (Obr. 4),
s tvorbou acylovych, acylperoxo a pyridylovych radikalovych adukti fenylbutylnitronu
(PBN).* Po aktivaci je vznikly adukt schopen inhibovat InhA* a to ma za nasledek
inhibici biosyntézy kyseliny mykolové.*® Hlavnim mistem mutace vedouci k rezistenci je
gen katG. Tento gen je zodpovédny za snizeni toxicity 1é¢iva a podporu preziti bakterie.>*

Pfi uzivani je nejCastéji negativné ovlivnéna nervova soustava a jatra. Dale se
objevuje zvraceni, nauzea, dyspepsie a kozni vyrazky. Zavaznost negativnich ucinka je

ovlivnéna celkovym stavem pacienta.’’
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Obr. 4: Struktura isoniazidu a jeho radikal®*

Rifampicin (RIF): patii mezi nejucinngjsi a Sirokospektralni antibiotika, které jsou zcela
zasadni v 1écbeé TB (Obr. 5). Lécivo volné difunduje do tkani, bunék a bakterii a diky
tomu je velmi ucinné proti intracelularnim patogenim. Mechanismus pusobeni RIF
spociva v inhibici bakterialni DNA dependentni RNA polymerazy (RNAP). Rezistence
na toto 1é&ivo je spojovana s mutaci genu rpoB, ktery koduje RNAP B podjednotku.?’ B-
podjednotka polymerasy inhibuje transkripci respektive dochazi k terminaci
prodluzovéani fetézce RNA.3® V piipadé mutace dochazi ke konformadnim zménam
snizujicim afinitu 1é¢iva k enzymu.*

Nejzasadn€jsim vedlej§Sim ucinkem je porucha krvetvorby, dale se muze
vyskytovat nauzea, nechutenstvi, zvraceni, bolesti bricha nebo hepatitida. Proto je nutné

provadét jaterni testy. Casto se objevuje Gervené zabarveni modi, slz ¢i sputa.®’

O Ho,
H ‘.

Obr. 5: Rifampicin

Ethambutol (EMB): je bakteriostatické 1é¢ivo (Obr. 6) naruSujici biosyntézu
arabinogalaktanu v bunécné sténé a inhibuje tak syntézu bunécné stény. Existuji
spekulace, ze by rezistence mohla byt spojena s mutaci v genu embB.*’ Neni to viak
jedina mozna mutace, protoze existuje vyznamné procento piipadu, kdy rezistence neni
zpusobena mutaci v embB, proto je nutné se mechanismem rezistence tohoto 1é¢iva dale
zabyvat.*!

Pri [é¢be timto preparatem se jako vedlejsi ucinek objevuje retrobulbarni neuritida

projevujici se snizenou zrakovou ostrosti, zuzenim zrakového pole a Cervenozelenou
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barvosleposti. Zavaznost poskozeni je zavisla na mnozstvi davky a délce 1écby. Pii
medikaci jsou nutné navstévy u ocniho lékafe. U pacientd trpicich dnou, muze dojit
k jejimu zhorSeni. Méné cCasté vedlejsi ucinky jsou: zmatenost, halucinace, leukopenie,

kovova pachut, nauzea az jaterni dysfunkce.’’

OH

Obr. 6: Ethambulol

Pyrazinamid (PZA): je analogem nikotinamidu (Obr. 7). Zavedeni tohoto lé¢iva jako
1éku proti tuberkuldze umoznilo zkraceni doby 1écby na 6 mésici. Jedna se o prolécivo
aktivované enzymem pyrazinamidazou/nikotinamidéazou, které je kodovano genem pncA.
Pyrazinamid se prostfednictvim tohoto enzymu pifeméni na kyselinu pyrazinovou
narusSujici bakterialni membranu a inhibujici membranovy transport. V ptipadé rezistence
dochézi k mutaci na uz zminéném genu pncA. Neni to jedina mozna pfiCina rezistence,
miize byt zpisobena také doposud neidentifikovanymi regula¢nimi geny.**?
Nejzasadné&jsim a nejvice zavaznym ucinkem pfi terapii je porucha jaterni funkce,
ktera Casto vede k preruseni 1écby a snizeni davky. Dale potom nauzea, myalgie, artralgie

nebo kozni vyrazka. Miize také dojit k zachvatu dny souvisejici s hyperurikemii.*’

(0]
7
N

Obr. 7: Pyrazinamid

Streptomycin (STM): je aminoglykosidové antibiotikum tadici se do prvni linie (Obr.
8). Pacientim je toto l1éCivo podavano injekéné. Tato latka byla pavodné izolovana
z mikroorganismu Actinornyces griseus. Mechanismem ucinku aminoglykosidu, kam lze
streptomycin zafadit, je inhibice iniciace translace pfi syntéze proteind.** Dochézi
k nevratnému navazani na 16S rRNA s proteinem S12. Streptomycin také indukuje
nespravné cteni mRNA, coz vede k pfed¢asnému ukonceni ramce a v kone¢ném disledku
ke smrti bakterie.**

Vedlejsi Gi¢inky jsou ototoxicita, nefrotoxicita a neurotoxicita.®’
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Obr. 8: Streptomycin

1.4.2  Fluorochinolony

Fluorochinolony (Obr. 9) jsou Sirokospektralni antibakteridlni 1éky s vysokou
antimykobakterialni u€innosti. Tato skupina latek zahrnuje 1é¢iva A z Tabulky 1 (viz
vyse). Obecné mechanismus uc¢inku fluorochinolond spociva v navazani na jednu nebo
ob¢ domény bakteridlniho enzymu topoizomerazy typu II, DNA gyrazy a topoizomerazy
IV a tim dojde k inhibici replikace a transkripce DNA. V piipadé TB je jedinym cilem
DNA gyraza. Pfipadna mutace (primarn¢) ovliviiuje geny kodujici tento enzym, tedy
gyrA a gyrB.® Pouzivaji se pro 1é¢bu plicni, extrapulmonarni a diseminované TB.

Mezi hlasené vedlejsi u€inky patii napt. zanét Slach a ruptura Slach (nejCastéji pii
16¢bé pefloxacinu),*® fototoxicita, zachvaty, nauzey, zvraceni, ziidka prajmy, dale se
pacient muze setkat s bolestmi hlavy, zavratémi nebo nespavosti. Flurochinolony se

nepouzivaji u 1é&by déti, protoze miize dochazet k mutagenezi a abnormalité chrupavky.*’
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Obr. 9: Chemické struktury nejznaméjich fluorochinoloni*®

1.5 Nedavno schvalena lé¢iva

Diky lepSimu chapani TB a Mtb se v prubéhu let védcim podafilo objevit fadu slibnych
a novych molekularnich cilti proti TB. Stale je vsak nesmirné dilezité v hledani novych
moznych strategii 1écby pokracovat. Novy 1€k by mél mit nizsi toxicitu, lepsi ucinnost,
byt ti¢inny i proti rezistentnim kmeniim TB a pokud mozno by mél byt schopny vyznamné
zkratit délku terapie.*

Po 50 letech doslo ke schvaleni novych léCiv proti MDR-TB (jmenovité
Bedaquiline a Delamanid ) a na fadu piisla i dal§i nova 1é¢iva.>® Krom toho je n&kolik
nadé&jnych kandidatli v riznych fazich klinického testovani napi. SQ109.5!

Bedaquiline (schvalen FDA v roce 2012) je diarylchinolinové l1é¢ivo pro 1écbu
multidrug a extensivné-drug rezistentnich kmenti TB (Obr. 10).%% Piisobi bakteriocidné
a steriliza¢né.>> Metabolizace 1é&iva probiha na CYP3A4.>* Jde o prvni 1é&ivo na trhu
zameértujici se na inhibici mykobakterialni ATP synthasy. V terapii se vyuziva v piipade¢,

kdy neni mozna jina alternativa. Jako nezadouci Gc¢inky se Casto objevuji bolesti hlavy,
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nauzea, zvraceni nebo bolesti kloubt1.> S 1é¢bou je také spojeno riziko nahlé imrtnosti,
protoze krom inhibice kli¢ové &asti enzymu (c a & podjednotky)®¢ diilezité pro 1écbu TB
byla prokazana také inhibice genu hERG srdecniho draslikového kanalu, ktery je dulezity
pro repolarizaci srdecCnich ak¢nich potenciala. Disfunkce tohoto genu zpusobuje
prodlouzeni QT a to vede k nepravidelnému srdecnimu rytmu a potencialné i k mozné

smrti.>’

Obr. 10: Bedaquilin

Delamanid (schvaleno Evropskou agenturou pro 1é¢ivé piipravky a japonskou agenturou
pro zdravotnické prostiedky a lé¢iva v roce 2014, Obr. 11)*° je ¢inidlo odvozené od nitro-
imidazooxazolové skupiny sloucenin specializujici se na inhibici biosyntézy kyseliny
mykolové®® (hlavni slozka bunétného obalu). Aktivace nitroreduktizy zavisla
na deazaflavinu dava vznik nékolika metabolitim a s tim i uvolnéni oxidu dusnatého.
Tato klicova molekula v koneném déisledku zodpovida za inhibici.’® Metabolizace je
uskuteciiovana cytochromem P450 a tvorba hlavniho metabolitu je regulovana
albuminem v plazmé&. Pfi 1é€bé timto 1éCivem se jako vedlejsi ucinky nejcastéji objevuji
bolesti hlavy, nauzea a zavrats. Lé&ivo je uréené pro pacienty s MDR-TBC.®’ Obdobné

funguje také pretomanid.*
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Obr. 11: Struktury delamanidu a pretomanidu

Tedizolid fosfat (schvaleno FDA v ervnu 2014, Obr. 12)°! je novym oxazolidinovym
prolécivem, které se v séru metabolizuje na aktivni formu TR-700 (telizolid). Pisobi proti
grampozitivnim mikroorganismtim.®> Mechanismus G¢inku je obdobny jako u linezolidu,
kde dochazi k inhibici proteosyntézy vazbou na podjednotku ribosomu.®® Vedlejsi ucinky
nejsou tak Casté ve srovnani s linezolidem, hlaSené jsou gastrointestinalni poruchy jako
je nauzea, prijem i zvraceni nebo myelotoxicita. V mensinovém poctu piipadi se objevil

snizeny pocet cervenych krvinek ®
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Obr. 12: Tedizolid fosfat

SQ109 (analog ethambutolu, Obr. 13) ma ve srovnani s EMB lepsi ucinky v in vivo i in
vitro experimentech na mySich. Latka se hromadi v plicich v misté infekce, coz je pfizniva
vlastnost vzhledem k tginnosti 1é¢iva.®> Mechanismus G¢inku spoéiva v inhibici
esencialniho proteinu MmpL3, ktery je zodpovédny za pfenos kyseliny mykolové.

Inhibice enzymu znamena efektivni inhibici syntézy mykobakterialni bun&ené stény.%¢

H /\)\/\)\
NN =
T
Obr. 13: Struktura SQ109
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1.6  Lécba tuberkulozy

Jak uz bylo feceno vySe, lécba TB je pomérné komplikovana a zdlouhava. V ptfipadé, ze
pacient neni nakazen rezistentnim kmenem, jsou mu podavany léky spadajici do skupiny
1éCiv prvni linie. Mezi 1éCiva prvni linie se fadi kombinace 1éka RIF, INH, EMB, PZA.
V piipadé zjisténé rezistence se pristupuje k 1é¢iviim druhé linie v upravenych 1écebnych
protokolech, kam se fadi fluorochinolony'* a injekéni 1é¢iva (amikacin, kapreomycin
a kanamycin)lg, ETO, CYS a PAS."

Tuberkuloza je v pfipadé senzitivnich kment 1éCena ve dvou etapach. V prvni
etap€ tzv. intenzivni fazi se obvykle pouziva kombinace 4 1éCiv: STM, RIF, INH, PZA,
nebo INH, RIF, PZA, EMB. Tato lécba si klade za cil co nejrychleji
zlikvidovat/zneskodnit pocet choroboplodnych zarodkt a zabranit tak bakterii vytvaret
rezistentni kmeny. Takto 1é€eni pacienti jsou béhem nékolika dni neinfek¢ni. Doba 1é¢by
trva obvykle 2 mésice a pii 1ébé je nutna hospitalizace pacienta.'®%’

Druha etapa tzv. pokraCovaci faze probihd ihned po ukonceni faze intenzivni.
Pacientovi jsou Casto podavany dva léky RIF a INZ. Lécba probiha ambulantné a trva
obvykle 4 mésice.!*¢’

Pro 1é¢bu MDR-TB je nutné vyuziti nejméne 5 1éktu. Ty vSak nejsou bohuzel tak
ucinné, a navic u nich pozorujeme vyraznéjsi toxicitu nez u RIF a INH, které nelze pouzit

diky vzniklé rezistenci. Doba 1é¢by se v takovém to piipadé prodluzuje na 18-24 mésici.®®

1.6.1 Lécba TB z pohledu molekulovych cila

Terapie pacientt trpicich TB je z pohledu molekulovych cilii vedena dvéma sméry (Obr.
14). Na urovni bakterie je mifeno predevsim na zivotné dalezité metabolické drahy, kam
fadime napf. replikaci DNA a syntézu proteinti nebo oxidativni fosforylaci (bunécné
dychani). Dal§imi cili jsou bunécna sténa nebo homeostaza.

Pravé syntéza bunécné stény je velmi oblibeny a Casty cil pfi designu a pfiprave
novych lé¢iv. Mykobakterialni bunécna sténa se sklada z kovalentné vazaného komplexu
tii heteropolymerd: peptidoglykanu, arabinogalaktanu a mykolovych kyselin, tzv.
komplex mykolyl-arabinogalaktan-peptidoglykan.®® Tato komplexni sestava tvoii
asymetrickou netekutou monovrstvu, ktera je na svém povrchu modifikovana
nekovalentné asociovanymi ,kapsularnimi“ lipidy, jako je trehalosa monomykolat

(TMM), trehalosa dimykolat (TDM) a dal3i.%
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Obr. 14: Terapie na urovni bakterie a fizena hostitelem’®

Druhou variantou je tzv. terapie zaméfena na hostitele (HDT) predstavujici atraktivni
strategii mezi Mtb a hostitelskou imunitou. Védecké badani je zamétfeno napt. na tvorbu
granuloml nebo autofagie.

Princip HDT spoc¢iva v modulaci imunitniho systému podavanim latek, které
zlepSyji imunitni odpoveéd” hostitele anebo snizuji zanét souvisejici s tkafiovou patologii.
Ockovani lze také povazovat za formu imunomodulacni terapie, ktera je zaroven jednou
z nejuspésngjsich a cenové nejefektivngjsich forem terapie.’”! Lé¢ba miize byt Gi¢inna proti
MDR/XDR mykobakteriim, které jsou necitlivé na soucasna antibiotika. Tato cesta se
nezaméiuje na konkrétni cil v bakterii, proto zde existuje mnohem niz§i pravdépodobnost
vytvoreni rezistence. SloucCeniny zaméfené na hostitele maji vysokou Sanci v boji proti
metabolicky neaktivnim, nereplikujicim se bacilam. Mohlo by dojit ke zkraceni
zdlouhavé doby terapie a s tim souvisejici potencidlni snizeni davky podavanych
antibiotik.”

Hledani novych cilti 1éCiv je nezbytné v boji proti rezistencim na dosavadni 1éCiva.
Vyvoj nového 1éciva majici odliSny mechanismus uc€inku by mohl pomoci v 1éEbé
rezistentnich kmenti a pfipadné zamezit vzniku rezistence pii 1écbé v kombinaci se

soucasnymi lé&ivy.”

1.7 Vakcinace

V soucasnosti stale existuje jedina licencovana vakcina proti tuberkuldze a tou je Bacille

Calmette—Guérin (BCG). Vakcinaénim kmenem je M. bovis zpusobujici TB u skotu.
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Cilem vakciny bylo zabranit zavaznym formam TB u kojenct. Ve 20. stoleti byla prave
TB jednim z nejcastéjSich divodi umrti u této skupiny obyvatel. Vakcina byla poprvé
podana ¢lovéku v roce 1921. Ockované déti vyrustaly s TB nakazenym pacientem, aniz
by se u nich nemoc rozvinula. Bohuzel tato vakcina neni dostate¢né u€inna na ochranu
proti plicni formé TB u dospélych a dospivajicich, coz je v dnesni dobé& nejrozsitené)si
forma a navic ziskana ochrana je pouze piechodna a trva jen nékolik let.”> V CR bylo
povinné ockovani zavedeno v roce 1952 a platilo az do 1. 11. 2010, kdy byl zménén
ockovaci kalendaf dle vyhlasky &. 299/2010 Sb.”*7

V klinickych studiich je nékolik kandidatd na vznik dalsi vakciny (Obr. 15). Pro
jednoduchost je 1ze rozdélit na dvé skupiny:

a) mykobakterialni celobunééné vakciny — Lze sem zafadit potencialni vakciny
s nazvy VPM 1002, MTBVAC (zivé vakciny oslabené genetickou modifikaci) nebo
[MIP], DAR-901, RUTI, Vaccae (odvozené od usmrcenych nebo frakcionovanych celych
mykobakterii). Tato skupina je velice atraktivni, protoze na podobném principu funguje
i schvalena vakcina BCG.”® VPM 1002 je rekombinantni BGC, kdy je gen ureazy
C nehrazen genem kodujicim listeriolysin O (LLO). Pficemz LLO je cytolyzin zavisly
na cholesterolu. Tvofi pory ve fagolysozomalni membrané, coz umoziuje Unik
L. monocytogenes do cytosolu.”” Exprese a nasledné uvolnéni antigenu vede k autofagii,
aktivaci inflamazomu a apoptoze.’®

b) podjednotkové vakciny — Tyto vakciny obsahuji maly pocet klicovych
antigenu a lze je rozd€lit na subskupinové vakciny s adjuvans proteinem a rekombinantni

vakciny s virovym vektorem.”®
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Obr. 15: Klinické faze testovani jednotlivych potencionalnich vakcin, srpen 20207




1.7.1 Kontraindikace BCG

Kontraindikace se tyka pred¢asné narozenych déti a stejné tak i déti podvyzivenych.
Nebezpecné je to také pro téhotné zeny, onkologické pacienty a imunokompromitované
pacienty at’ uz imunodeficit je zptisobeny vrozen€, imunosupresivy, zafenim nebo infekci
HIV. Dale by rovnéz neméli byt o¢kovani pacienti, ktefi podstoupili v poslednich 30
dnech 1écbu antibiotiky. Kontraindikace nastava i v pripadé pozitivniho tuberkulinového

kozniho testu. Naopak u lidi s latentni formou TB je okovani bezpeéné.®

1.8  Situace TB v CR

V Ceské republice je oproti zbytku svéta situace piiznivéjsi, protoze v poslednich letech
nemocnych ubyva. Stava se tak pomyslnym meznikem mezi zapadni a vychodni
Evropou.’

Dle udajti zjiiténych ze Zdravotnické statistiky CR (vydava Ustav zdravotnickych
informaci a statistiky CR) se v roce 2021 nakazilo 357 lidi, coz je nizsi &islo oproti rokiim
pfedchozim (Obr. 16). Mezi nemocnymi bylo 25 lidi, ktefi byli jiz v minulosti
antituberkulotiky lé¢eni. Z vySe uvedeného celkového poctu nakazenych bylo v 90, 2 %
(tedy v 322 ptipadech) potvrzena plicni forma. V tomto roce byl zaznamenam rostouct
trend onemocnéni u mladsich pacientti ve véku do 14 let a stejné tak ve vékové kategorii
20-29 let. Celkoveé se vSak TB nejCastéji objevovala ve vékové kategorii 55-59 let.
Nejvice nakazenych osob zaznamenalo hlavni mésto Praha (85 ptipada), pomysiné druhé
misto zaujmul Jihomoravsky kraj (45 pfipadu) a na tfetim v pofadi byl evidovan kraj
StiedocCesky (42 ptipadt). Naopak nejnizsi pocet nakazenych lidi byl dle statistiky v kraji

Zlinském (7 piipad®). Situaci v ostatnich krajich zobrazuje graf nize !
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Situace poétu nakazenych obyvatel v CR za
rok 2021
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Obr. 16: Graf situace poctu nemocnych v CR v roce 2021

Biologicky material od 274 pacientd byl testovan na citlivost k 1é¢ivim. Z testovani

vyplyva, ze u 9,5 % testovanych vzorkl se prokazala rezistence na INH, 8,8 %

testovanych vzorki pfipada na STM 4,0 % pro RIF, 2,9 % pro PZA 2,6 % pro EMB.

Multirezistentni kmen se prokazal u 3,6 % piipadi. HlaSeno bylo 37 tmrti.3!
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2. Mykobakterialni ATP synthasa

ATP synthasa je dulezity vSudypiitomny multiproteinovy komplex podilejici se
na energetickém metabolismu prakticky vSech zivych bunék. Sklada se ze dvou hlavnich
funkénich domén Fy a Fi spojenych centralnim blokem a periferni stopkou.®? Protein
vyuziva energii ulozenou v transmembranovém elektrochemickém potencialu 4p, kdy se
molekula ADP (adenosyndifosfat) forsforyluje na ATP (adenosyntrifosfat) katalytickou
casti Fy. Podjednotka Fy obsahuje motor generujici rotaci prostrednictvim energie ulozené
v Ap. Slozeni ATP synthasy je rozdilné vzhledem k typu organismu.®® U bakterii najdeme
multiproteinovy komplex v plazmatické membrané, u fotosyntetizujicich organismu
v membrané tylakoidu a eukaryotické bunky maji ATP synthasu umisténou ve vnitini
stran& mitochondrialni membrany.34

V piipadé mykobakterialni ATP (Obr. 17) synthasy se Fi doména sklada z 5
globularnich proteinti a3B3yde a molekularni hmotnost téchto podjednotek je priblizné
350 kDa.% M4 tfi katalyticki vazebnd mista, kterd jsou primarné umisténa v P
podjednotkach a tii nekatalyticka mista umisténa primarné v o podjednotkach.®® Oba dva
typy podjednotek jsou stiidavé uspotadany a tvoti spolecné hlaven, kam pronika vinuta
&ast y-podjednotky.®® B katalyticka mista se oznacuji Bre (vazba na ATP), Bpp (vazba
na ADP) a Bg (prazdny).?’

Fo doména se sklada obecné z abocn, podjednotek, pficemz pocet ¢ podjednotek
neni pevné dan a souvisi s konkrétnim druhem zivota. Mykobakterialni doména je slozena
z podjednotek abaco, naopak napt. bakterialni Fo doména obsahuje 10-15 ¢ podjednotek.
C-podjednotka ma vlasenkovou strukturu a sklada se ze dvou a-helixii a spojovaci
smycky 58

Syntéza ATP je v fadé pripadl reverzibilni reakci. Pokud chybi protonova hnaci
sila, dochazi k hydrolyze ATP za vzniku ADP a P; (anorganicky fosfat), ktera je
indukovana y—e—c rotorem otacejicim se v opacném sméru, nez jak to byva pii ATP
syntaze. Pii tomto procesu dochazi k vypotiebovani zasoby bunééné energie.®’ Inhibice
hydrolyzy ATP synthasy je dulezita u patogennich mykobakterii, které v hostitelské
butice musi pfezit v nizkoenergetickych podminkach.®?

Tato reverzni reakce slouzi nékterym druhiim bakterii k udrzeni hnaci sily
za nepfiznivych podminek, jinde vSak mize byt tato funkce potladena.®® Blokace této

funkce je typicka pro mykobakterialni kmeny zijici v hostitelich (napf. u savei — M.
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tuberculosis & M. bovis), ale také pro saprofytické kmeny, kam fadime M. smegmatis.3*

ATP ziskdva mykobakterie krom oxidativni fosforylace ukoncené multiproteinovym
enzymem také fosforylaci na urovni substratu. Fosforylace na trovni substratu vsak neni
dostateCna. Pro rast je klicova pravé oxidativni fosforylace, kde se pres komplexy

dychaciho fetézce pienaseji protony a vytvaii se protonova hnaci sila (PMF).*

cytoplasma

periplasma

Obr. 17: Struktura mykobakterialni ATP synthasy

2.1 Mechanismus mykobakterialni ATP synthasy

Tti katalytické jednotky B jsou nezbytné pro fungovani cyklického procesu. Tento model
je znamy jako mechanismus vazebné zmeény. Rotaci y-podjednotky se v kazdém
okamziku prota¢i konformace B-podjednotek’ mezi tfemi stavy, které se znaci T (= tésna,
ATP obsazena), L (= volna, ADP + P; — obsazena) a O (= oteviena a prazdna).’>*>

Vysledkem piepinani téchto stavil je syntéza tfi molekul ATP.**
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3. Inhibitory mykobakterialni ATP synthasy

ATP synthasa je ovéfeny cil z pohledu vyvoje nového 1éciva u€inného na rezistentni
kmeny mykobakterii. Inhibice je zalozena na tvorbé polarnich a nepoléarnich interakci
ligandu s enzymem, které v kone¢ném disledku zplisobi smrt mykobakterie.”> Bylo
objeveno vice nez 250 piirodnich a syntetickych inhibitorti se znamymi i neznamymi
inhibiénimi misty.”®

Jak uz bylo psano vySe, jednim z 1éCiv pusobicich jako inhibitor proteinu
mykobakterialni ATP synthasy je Bedaquiline (BDQ), ktery se vaze na c i € podjednotku
tohoto multiproteinového komplexu a zabrariuje tak rotaci.’® Rezistence na toto 1¢ivo je
zpusobena mutaci v genu atpE, coz je gen, ktery ma zasadni vliv na kodovani
aminokyselinové (AMK) sekvence. Mutace zpusobuje drastické snizeni vazebné afinity
BDQ k receptorovému proteinu (ATP synthasa).”> Protoze i na pomémé nedavno
schvalené 1éCivo byla potvrzena rezistence, badani védct se zaméfilo na ptipravu analogt
tohoto terapeutika ve snaze pfipravit néco nového. Jednim z nich je latka s nazvem
TBAJ - 876. Tato latka se pravdépodobné vaze na vazebné misto BDQ na € podjednotku.
Mechanismus ucinku je obdobny a tyka se ¢ a & podjednotky. Do stejné skupiny patfi
i dal8i analoga znama jako 5366, 5316 nebo 5307 (Obr. 18).”” TBAJ-876 a TBAJ-587

maji dokonce lepsi anti-TB aktivitu nez BDQ a zaroveti niz8i inhibi¢ni aktivitu hERG.’

Obr. 18: Bedaquiline a jeho analoga
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Mezi dalsi publikované inhibitory mykobakterialni synthasy mizeme fadit napf.
derivaty pyrazolopyrazinonu (Obr. 19). Tyto latky obsahuji pyrazolo[1,5-a]pyrazin-
4(5H)-on® jako zékladni skelet a jsou predmétem dal§iho vyzkumu v ramci této
bakalarské prace (viz dale).

Dal§imi inhibitory jsou napi. derivaty kyseliny squarové (systematickym
nazvoslovim 3,4-dihydroxycyklobut-3-en-1,2-dion) pusobici rovnéz na ¢ podjednotku
ATP synthasy.”” Tato skupina latek je zajimava pro fadu moznych aplikaci. Jeji derivaty
squaramidy (SQ) maji schopnost selektivné se véazat s biologickym cilem.”® Krom
schopnosti inhibice ~mykobakterialni ATP synthasy,” vykazuji tyto latky

100.101 antibakterialni, ' antivirovou aktivitu. Byla studovana série latek

antiparazitickou,
s timto motivem, kde se prokazala schopnost inhibice HIV-1 proteazy, ktera je kliova
pii 16¢bé pacientl s infekci HIV.!% Inhibitory GaMF1 uéinné cili na y podjednotku ATP
synthasy. Jde o bakteriocidni latku efektivni na rezistentni formy TB. Dale pak napf.
derivaty chinolinu jsou ucinné pro nereplikujici se bakterie, proto se vyuzivaji k terapii
latentni formy nebo thiazolidinonu.”® Zajimavé jsou rovnéz derivaty 3-(4-N,N-
dimethylaminomethyl)fenyl)chinolinti, fenothiaziny nebo pyrazolopyrimidiny (Obr.

19).%8

yrazolo[1,5-a]pyrazin-4(SH)-on
-R = cyklopentyl, cyklobutyl

0 0
O ? 4
N N/ \ N)J\/N\R R\N -
R
Q2 T4 O
N
i fenothiazin p
(e} (0]
SQ

O—
0 N NN
O
HN
N //k — Br. N N~
ZUSNT TS H
OH
thiazolidinon GaMF1

Obr. 19: Struktury nejzajimavéjSich anti-TB latek
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VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem bakalaiské prace je syntéza derivati pyrazolopyrazinonu jako potencialnich
inhibitord mykobakterialni ATP synthasy, jak uz bylo nastinéno v uvodu této prace.
V této kapitole bude pozornost sméfovana na samotny prubeh syntézy (obr. 20) véetné

nastinéni syntetické cesty vedouci k finalnim produktim.

Br N3
\_o HN~|\\| 2 8
TNALO e g N = Nlo. NN
1 O MOV MOM
°© 2 3 °© 3 5
0
o
R X N — - A 1
o /
P K/N\N S o
5 O_/

o @ HN™ =
/
N~
o SN N)J\‘éHN . . K/4 N 0]
o K/N‘N/ Y ,/,,

R =H, m-CF3 m-CN, p-CH3 m,p-Cl

10 HNMN

LNy

Obr. 20: Navrhované schéma syntézy

Navrzend syntéza vychazi z komeréné dostupné latky diethyl-/H-pyrazol-3,5-
dikarboxylatu 1. Vychozi latka 1 byla pfevedena na brom-derivat 2. V nasledujicim kroku
byl brom-derivat 2 preveden na azid-derivat 3. Cyklizaci latky 3 byl pfipraven
meziprodukt 4. V tomto okamziku byly pro vznik konecnych derivati dvé moznosti:
Prvni variantou byla reakce benzylbromidu s komponentou 4 a po fadné optimalizaci
vznik meziproduktu 5. V dal§im kroku by reakci s morfolinem byla pfipravena finalni
latka 10. Druhou moznosti bylo nejprve provést reakci s morfolinem (latka 9) a az
nasledné ptipravit kone¢né produkty reakcemi s piislusnymi benzylbromidy.

Podrobny popis pfiprav vCetné postupu a optimalizaci provadénych reakci je

komentovan v nasledujici kapitole.
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4. Reakeni strategie syntézy A

Jak uz bylo uvazovano vyse, po vzniku meziproduktu 4 se teoreticky bylo mozné dostat
k navrhovanym konec¢nym derivatim dvéma cestami. Zde bude uvazovana moznost A,
tedy nejprve byla modifikovana levéa ¢ast molekuly za vzniku benzyl-derivatu 5 a poté
bylo pfistoupeno k modifikaci ¢asti pravé reakci s morfolinem.

Priprava benzylového derivatu vyzadovala nékolik optimalizaci, které jsou
diskutovany nize. Pro modifikaci pravé casti molekuly po vzniku benzyl-derivatu 5 bylo
provadéno nékolik reakci. Z davodd nizkych vytézkd byla tato strategicka cesta

nahrazena strategii B, ktera bude blize specifikovana pozdéji.

4.1 Priprava diethyl-1-(2-bromethyl)-1 H-pyrasol-3,5-dikarboxylatu

K,CO5, CH;CN Br
o HN-N BrCH,CH,Br, 2
4 \ O~ ] \_o N-N
o0 20-23 h, 90 °C MO\/
-81° (0]
27-81 % , 3

Priprava slouCeniny 2 vychazi z komeréné dostupné latky 1 (diethyl-/H-pyrasol-3,5-
dikarboxylat), ktera byla postupné smichana s K2CO3, CH3CN a C2H4Br2. Reakéni Cas se
pohyboval v rozmezi 18-23 h a reakce probihala za refluxu (90 °C). Po vychlazeni
na laboratorni teplotu byla smés prefiltrovana a odpafena na rotacni vakuové odparce
(RVO). Po odpafeni vznikl nazloutly olej. Ten byl purifikovan sloupcovou
chromatografii (SiO2, MF: Hex/EtOAc (7:3)). Latka byla rozpustnd v MF. Frakce
obsahujici produkt (detekce pod UV lampa) byly odpafeny na RVO. Vznikly zluty olej
se ponechal v exikatoru pro doschnuti obvykle 24-48 h (vysledkem byla bezbarva
krystalicka latka 2). Rozmezi vytézku se pohybovalo od 27 do 81 %. Reakce byla
provedena celkem v 16 Sarzich, nejprve z minimalniho mnozstvi navazek a postupné se
navazka zvySovala (¢im byla reakce provadéna z vét§iho mnozstvi, tim vyssi byl finalni
vytézek produktu po purifikaci). Purifikaci se ziskalo nékolik frakci, nékteré byly
dokonale ¢isté, jiné méné. Zprvu byly smichany, odpafeny a zvazeny pouze dokonale

Cisté frakce, proto byl vytézek Cistého produktu nizsi.
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4.2 Priprava diethyl-1-(2-azidoethyl)-1H-pyrazol-3,5-dikarboxylatu

Br N3
2 NaN;, DMF 2
o N—-N o N—-N
Mfo\/ 50°C,3 h M)\(o\/
(0] 9509 (0]
) o 23-95 % 3 5

Azid-derivat 3 byl pfipraven reakci brom derivatu 2 s azidem sodnym v DMF. Reakce
probihala 3 h, kdy smés byla zahfivana na 50 °C. Nasledné byla horka surova smeés nalita
na led. Smés vody a surového produktu byla 3x extrahovana do organického rozpoustédla
(zvolen byl EtOAc), potom byl produkt v EtOAc promyt vodou a solankou, a nakonec
suSen Na>SO4. Po odpafeni byl produkt dosuSen v exikatoru. Nasledné byl produkt
lyofilizovan, protoze dle NMR analyzy byly v produktu obsazeny zbytky DMF. Surovy
produkt byl purifikovan pomoci sloupcové kapalinové chromatografie (SiO2, MF:
Hex/EtOAc (7:3)). Reakce byla provedena celkem v 16 Sarzich, u dalSich Sarzi jiz nebyl
produkt purifikovan, jelikoz surové Cistota dosahovala 90 % a byla tak pro dalsi reakce
dostate¢na. Vytézky vSech 16 Sarzi se pohybovaly v rozmezi 23-95 %. Nizsi vytézky byly
v piipadé, ze byl produkt purifikovan a byl pfipraven z niz§iho mnozstvi reaktanti.
Vytézky blizici se 100 % jsou naopak z divodu neuplného odstranéni DMF z reakce

extrakci.

4.3 Cyklizace vedouci k ethyl 4-0x0-4,5,6,7-tetrahydropyrazol[1,5-

a]pyrazin-2-karboxylatu

N3
2 PPh,, THF/H,O (7:1) Q J
@]
N_o N-n =~ HNT =
) /
MO\/ 80 °C, 19-23 h LNy S
) 3 5 53-84 % 4

Molekula 4 byla pripravena reakci s latkou 3, ktera byla smichana s PPhs a THF/H,O
v poméru 7:1. Smes byla refluxovana pii 80 °C po dobu 19-23 h. Nasledné byla smés
odpafena a preCisténa na sloupcové kapalinové chromatografii (5102, DCM/CH3;OH
(9:0,5)). Produkt byl rozpustny v MF jen casteCné. Urcity podil surové latky se v MF
srazel, a proto byl za vakua odfiltrovan. Analyza LC-MS potvrdila, Ze odfiltrovany podil
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je Cisty produkt 4. Frakce z kapalinové chromatografie obsahujici dalsi podil produktu
byly odpafeny na RVO a ziskala se tak perletova krystalicka latka. Ze sloupcové
chromatografie bylo také mozno ziskat Cisty PPh3O z reakce, ktery byl z divodu polarity
ziskan jako prvni. Vytézky se pohybovaly v rozmezi 53-84 %. Cim vy$§i byla navazka
pro reakci, tim bylo dosazeno vysS§ich vytézka Cistého produktu. Produkt byl znovu

pfipravovan v 16 Sarzich.

4.4 Reakce vedouci na benzylovy derivat s esterovou skupinou

O O
_/ _/
HN _— O ©/\N _— (0}
7 ,
NP RARN 34-55 % NP

4 5

Dal§im syntetickym krokem je alkylace dusikového heteroatomu benzylbromidem.
Reak¢ni podminky se v prubéhu pripravy latky 5 dle ziskanych vysledkd postupné
modifikovaly (Tab. 2). Vychozi latka 4 byla navazena do barky s kulatym dnem
a rozpusténa v rozpoustédle. Nasledné byla ke smési pfidana baze a smés se ponechala
reagovat 15 min. Benzylbromid se do smési pridaval v piipadé pokust 1-6 za chlazeni
a potom smeés reagovala za rt. V piipadé pokusu ¢. 4 se dalsi den do smési pridal dalsi
podil baze (v tomto piipadé NaH) i benzylbromidu. Ve piehledné ukazuje jiz zminovana
Tab. 2. Intermediat 4 s THF tvofil bilou suspenzi, ktera se zménila ve zlutou suspenzi
po pridani benzylbromidu. Vysledny produkt byla bila krystalicka latka. Produkt nebyl
z pocatku z diivodu velmi nizkého potencialniho vytézku izolovan. Po optimalizaci se
vytézky po purifikaci pohybovaly v rozmezi 34-55 %. Krom nutnosti optimalizace
samotné reakce pro ziskani lepSich vytézka, byla pro vytéznost také zasadni purifikace,
protoze se z chromatografické kolony nepodafilo nikdy ziskat vice jak 50 % hmotnosti

z ptedem zvazené surové smesi.
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Tab. 2: Prehled provedenych pokust pro optimalizaci reakce vedouci na benzylovy

intermediat
Reaktanty
Vysledky,
Pokusy Baze Benzylbromid Teplota
Rozpoustédlo vytéznost
(ekv.) ekv.
60% NaH
1 1,3 THF 0°C-rt neizolovano
(1,5)
60% NaH
2 1,3 THF 0°C-rt neizolovano
(2,5)
60% NaH ‘
3 @ 1,5 THF suchy 0 °C-rt neizolovano
60% NaH
4 1,3+0,5 THF suchy 0°C-rt 34 %
(1,5+0,5)
60% NaH
5 1,3 DMF 0 °C-rt, 50 °C 39-55 %
(1,5)
60% NaH
6 1,3 DMF suchy | 0 °C-rt, 50 °C 49 %
(1,5)
Cs2COs3
7 1,1 DMF rt 47 %
(2

Po pripravé benzyl-derivatu 5 nasledovaly reakce snazici se o pfipravu finalni latky. Nize
jsou popsany reakce jako piima substituce nebo hydrolyza. Umyslem t&chto reakci bylo
pfipravit finalni latku bez pouziti trimethylaluminia, kvili problematickym vlastnostem

této latky (samozapalnost na vzduchu).

4.5 Hydrolyza A

Dal$i zkouSenou reakci byla hydrolyza. Po pfipravé kyseliny 6 bylo v umyslu dale
pokracovat substituci z pravé ¢asti molekuly morfolinem bez vyuziti trimethylaluminia
(divody popsany vySe). Hydrolyza byla zkouSena na dvou molekulach 4 a 5. Ani
v jednom pfipadé€ nedoslo k uspokojivym vysledkiim, diky kterym by bylo mozné v ivaze

o substituci dale pokracovat.
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/ IM-LiOH, THF/CH,OH (1) |
HN A P HN = O
/ rt,21 h /
(N > LNy

0 . 0
4 5% 7

Latka 4 byla navazena do bariky a rozpusténa v THF/CH30H (2:1). Ke smési byl nasledné
ptidan roztok LiOH. Smeés se nechala reagovat 21 h. Po ukonceni reakce byla provedena
TLC desticka (nutné okyseleni — 1IM-HCI, protoze po reakci vznikla stl). Nasledné byla
okyselena cela smés stejnou kyselinou za stalého michani. Okyseleni probihalo, dokud
smés nedosahla pH piiblizné¢ 6 (kontrola pH papirky). Pfi niz§im pH by doslo
pravdépodobné k protonaci na dusiku (péticetny kruh), které jsme se vysSim pH snazili
zabranit. Toto pH vSak nebylo pravdépodobné dostatecné pro vznik dostate¢ného
mnozstvi kyseliny. Po okyseleni byla smés extrahovana do EtOAc, vysuSena Na>SOs
a odparena na RVO. Bohuzel problém nastal i v tomto kroku, kdy se nedafilo surovy
produkt vyextrahovat do zminéného EtOAc vSechen. Podafilo se takto ziskat pouze 8 mg

latky, coz znamenalo (s ohledem na navazky) 5% vytézek.

4.6 Hydrolyza B

O O

o/ 1M-LiOH, THF/CH;0H (2:1) MOH

N == N —

/ rt, 22h (jA /
©A5K/N\N 0 150 SK/N\N o)

Reakce byla piipravena obdobné jako v predchozim piipadé (hydrolyza A). Touto reakci

4ilo 7 < : ugent e 5 , L wotssek.
se podaftilo ziskat po extrakci, vysuSeni a odpateni 3,7 mg, coz znamena 15% vytézek

4.7 Substituce morfolinem na benzylovy derivat

o THF, Al,(CH,)g o
morfolin
RGP SREGT|
/
K/N\N/ o\ 72°C,19,5h K/N\N N
5 9 % 10A & >

0]

Pred reakci byla nejprve dikladné vyzihana dvouhrdla barika s vloZzenym michadlem Ar
atmosférou a uzaviena septem. Po vyzihani se barika nechala zchladnout. Mezi tim byl

nabran do Erlenmeyerovy bariky suchy THF a do Dewarovy nadoby byla pfipravena smés
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ledu se soli a vodou (-10 °C). Vychladla vyzihana dvouhrdla barika byla nasledné
umisténa do ledové lazné (Dewarova nadoba) a vSe vlozeno na michacku. Nejprve byl
stiikackou pfidan morfolin k némuz se pfidal suchy THF a potom po malych davkach (10
min) se do reakce pifidaval Alx(CH3z)e. Nasledné se bainka s reakéni smeési nechala
vytemperovat na laboratorni teplotu (45 min). Po vytemperovani byla reakéni smés znovu
zchlazena na -10 °C a ke smési se pridala latka 5, ktera se predtim rozpustila v 10 ml
THEF. Potom se opét piistoupilo k vytemperovani a nasledné byla barika s reakéni smési
refluxovana pii 72 °C. Druhy den byla reakce ukoncena nejprve pridanim isopropanolu
(IPA) a po 10 min byl pfidan CH30H, vSe se provadélo za chlazeni. Na zavér byl pfidan
KNaC4H406.4H20. Vznikla mlécna, jemné nazloutld reakéni smeés, ktera se nechala
s vySe zminénymi komponentami 15 min reagovat a nasledné¢ byla reakcni smeés
zfiltrovana za vakua, filtr byl promyt DCM a filtrat odpatfen na RVO. Po ukonceni reakce
byla provedena TLC desticka. Po purifikaci (SiO2, MF: Hex/EtOAc (0,5:2,5)) bylo
ziskano 5 mg produktu s 9% vytéznosti. Pii reakci doSlo pouze k casteCné konverzi,
purifikaci byly potom zaznamenany ztraty. Latka nebyla rozpustna v MF, proto bylo
nutné sorbovani na silikagel.

Pro neuspokojivé vytézky a pribeh reakci, ktery se nepodafilo ani pres Cetné
optimalizace zlepsit jsme se rozhodli pro pfipravu finalnich latek zvolit odliSnou strategii

(viz kap. 5).

5. Reakce strategie syntézy B

Prvni tfi kroky reakce byly provedeny obdobné jako v pfedchozim ptipadé (strategie A).
Nasledovala reakce, kde se o¢ekavala substituce pravé ¢asti molekuly morfolinem. Znovu
prob&hly pokusy o zavedeni morfolinového kruhu do molekuly bez pouziti
trimethylaluminia (pfimou substituci). Byly provedeny ctyfi reakce. Tti z nich se tykaly
pfimé substituce za riiznych teplot. Ctvrta reakce jiz byla komentovana dfive, jde o reakci

s morfolinem a trimethyaluminiem.
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5.1 Prima substituce za vzniku morfolinového derivatu

0 (0]
OJ morfolin O @

HN —
@NTN/ 0 HLNTN/

4 9

0]

Tato reakce byla nasazena celkem tfikrat pokazdé s jinou reakcni teplotou. Vychozi latka
byla rozpusténa v morfolinu a smés byla vloZena na olejovou lazeni. Reakce probihala pti
50°C1h,100°C 1ha100°C 30 min. (mikrovlnka). Anijedna z optimalizacnich reakci
vSak neposkytovala produkt v uspokojivé konverzi. I pres bezpecnosti riziko bylo teba

proto pfistoupit k tvorbé amidu za ucasti trimethylaluminia.

5.2 Reakce s morfolinem

0]
0 OJ morfolin,THF, Al,(CHjs), O Q
s : ””J\MN
P\ 72°C,22h (N
) 59 % o

Produkt byl pfipraven naprosto totozné jako v predchozim ptipadé viz reakce 4.8. Oproti
pfedchozimu pokusu byla tentokrat k purifikaci zvolena sloupcova kapalinova
chromatografie (Si02, MF: DCM/CH30H (9:0,5)). Latka byla v MF rozpustna. V tomto
ptipadé byl vsak vytézek po purifikaci 694 mg, tedy 59 %.

53 Reakce vedouci na konecné derivaty

CSzCO:;, DMF,

0
Q < R@Br 0]
N Z N
oy SRS
/ o /
NP EVAAN it, 19-24 h L

9 10A, B,C, D, E

Cilem prace bylo pivodné pfipravit touto syntetickou cestou celkem 4 derivaty. Pozdéji
se rozhodlo, ze bude pfipraven i paty derivat se substituci m,p-diCl. V planu bylo porovnat
biologickou aktivitu patého derivat s molekulou z védeckého textu, ktera ma zajimavé
biologické ucinky.
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Vsech pét derivati bylo pfipraveno totozn€. Pro pfipravu kone¢nych derivati byl

navazen meziprodukt 9 a rozpoustén v DMF za pouziti ultrazvuku (vznikla suspenze).

K bilé suspenzi byl pfidan Cs2COs3 jako baze a reakéni smés se nechala 15 min reagovat

za rt. Po 15 min se pfidal konkrétni derivat benzylbromidu. Pro ukonceni reakce byla

vyvinuta TLC destic¢ka, reakéni smés byla nafedéna vodou a tfepana do EtOAc (3x).

EtOAc vrstva byla promyta s vodou a solankou, nasledné susena Na;SOs4 a odparena

na RVO. Pro plné vysuSeni byl surovy produkt umistén na lyofilizator. Ve vysledku byl

produkt purifikovan sloupcovou kapalinovou chromatografii (SiO>, DCM:CH30OH

(9,5:0,5)). Uspé&snost jednotlivych piiprav po purifikaci véetng procentualnich vytézka

zobrazuje Tab. 3. VSechny kone¢né derivaty byly piipraveny jako krystalické produkty.

Tab. 3: Vysledky vytézka finalnich latek po purifikaci

Finalni latka Vytézek (mg) Vytézek (%)
Nesubstituovany
‘ 72,8 54
benzylovy derivat (BD)
BD s m-CF3 90,4 55
BD s m-CHj3 23,291 16-64
BD s m-CN 64,5 44
BD s m- a p- diCl 55,9 34

42



6. Biologicka aktivita

Pripravené finadlni derivaty a také veSkeré intermediaty byly testovany na svou
antibakterialni aktivitu na katedfe Organické chemie (KOCH) pod vedenim zkuSené
laborantky Lenky PospisSilové, se kterou jsem testovani provadéla. Testovani bylo
provadéno na bakterie Gram-pozitivnich i Gram-negativnich kmend, jmenovité Bacillus
subtilis (BS), Micrococcus luteus (ML), Mycobacterium vaccae (MV), Staphylococcus
aureus (SA), Pseudomonas aeruginosa (PA) a Escherichia coli (EC). Jako standard pro

porovnani aktivity byl pouzit Ciproflaxacin.
6.1 Kultivovani a méreni inhibi¢ni zony

Kultivace na agaru probihala 24 h pii 37 °C. Nejprve byly pfipraveny dva roztoky:
agarosa (9,5 g v 250 ml) a bujon (2,3 g v 100 ml), obé latky byly rozpoustény v ultra Cisté
vodé. Nasledovala 15min temperace pii 121 °C v autoklavu. Potom bylo pfistoupeno
k pfipravé vzorku. Navazené latky v eppendorfkach byly rozpustény v DMSO, objem
pfidavaného DMSO byl vypocitan na zakladé navazeného mnozstvi jednotlivych latek
a molekulové hmotnosti kazdé z latek (Tab. 3). Nasledné z takto pfipravenych roztoka
bylo odebirano 40 ul do sterilni eppendorfky a k tomuto objemu bylo ptidano 360 ul
CH30H. Vzorky se zvortexovaly a pokud nebyla latka dostate¢né rozpusténa pouzil se
ultrazvuk. Negativni kontrola byla tvofena vzorkem obsahujici DMSO a CH30H. DalSim
krokem bylo spravné nafedit bujon obsahujici bakterie. Pro ur€eni koncentrace byl vyuzit
denzitometr, pfiemz chténd koncentrace byla 0,8 (neboli 1,5.10% cf/ml). Samotné
kultiva¢ni médium bylo potom slozeno z 1 ml bujonu s bakterii, ktery byl pipetovan k 34
ml agaru. Tato smés byla nalita do Petriho misky, kam se vyznacily spoty, kde se

vytvotily otvory pro naneseni nasich vzorkd.

Tab. 4: Hodnoty pipetovaného DMSO pro jednotlivé vzorky

Hmotnost
Molekulova Objem DMSO
Sloucenina navazené latky
hmotnost (g/cm?) (ul)
(mg)
1 319 1,1 172
2 281 1,0 178
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3 209 L5 359
4 399 1,6 267
9 250 1,0 200
10A 340 L5 220
10B 408 2,5 306
10C 354 1.4 198
10D 365 2 274
10E 408 1,2 147

Primarné byl sledovan rozmér inhibi¢ni zony (Tab. 4). Pokud inhibi¢ni zéna dosahla 20

mm, byla stanovovana minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Stanoveni MIC bylo

provadéno na mikrotitrani desti¢ce. Do kazdé jamky bylo pipetovano 50 pl bujonu

s bakterii a nasledné 50 pl bujonu s pfipravenou latkou (pfipadné s Ciproflaxacinem jako

standardem nebo DCM/CH30H pro blank) vzdy do prvni jamky. Smés byla smichana

a postupné rozpipetovavana do dalSich jamek mikrototracni desticky. Kultivace probihala

24 h. Prestoze inhibi¢ni zony nékterych latek vypadaly nadéjné, MIC test neprokazal

zadnou vyraznou aktivitu proti studovanym bakteriim, jelikoz se zadnd z latek

nevyrovnala standardu (minimum pro vypocet MIC latky).

Tab. 5: In vitro testovani antibakterialni aktivity pfipravenych sloucenin

BS ML MV SA PA EC

Sloucenina zona zona zona zona zona zona

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 17 18 18 18 15 16
2 14 18 18 17 16 17
3 16 19 19 18 16 16
4 17 19 20 20 17 18
9 18 18 24 21 18 19
10A 17 17 23 18 17 18
10B 17 20 19 18 16 17
10C 18 24 24 22 18 18
10D 18 25 25 25 20 21
10E 17 17 20 21 18 20
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EXPERIMENTALNI CAST

7. Obecné informace

Rozpoustédla a chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,
USA) nebo Fluorochem (US).

LC-MS analyzy byly provedeny na UHPLC-MS systému (Waters) slozeném
z UHPLC chromatogratu Acquity s PDA detektorem a hmotnostniho spektrometru
s kvadrupdlem. Byla pouzita Nucleodur Gravity C18 kolona (rozméry 1,8 um, 2,1 x 50
mm) pii 30 °C a rychlosti priatoku 600 pl/min. Mobilni faze byla (A) 0,1% octan amonny
ve vode 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 odpatrovaci
teplotou 350 °C a kapilarni teplotou 200 °C.

'H a 13C 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 *C). Vsechna NMR spektra byla potizena za laboratorni teploty
(21 °C) v rozpoustédlech DMSO-de. 'H a '*C signaly byly kalibrovany na signal téchto
rozpoustédel. Chemické posuny 6 jsou uvedeny v ppm (parts per million) a interakcni
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 ionizacni zdroj byl pouzit elektrosprej a snimana byla spektra
v kladném moédu v rozmezi 100-1000 m/z. Chromatograficka separace byla provadéna
na koloné Phenomenex Gemini (C18, 50 x 2 mm, 3 pm castice), eluce byla izokraticka,
MF obsahovala 95 % CH3OH a 5 % vody + 0,1 % HCOOH. Vzorky byly pfipraveny

rozpusténim latek v pocatecni mobilni fazi.
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8. Priprava derivati pyrazolopyrazinonu

8.1 Priprava brom-derivatu 2

K,CO;, CH;CN, Br
o TN BrCH,CH,Br 2
0o oo 20 h, 90 °C MO\/
(0]

2 o)

Do barky byla navazena latka 1 (1,5033 g, 7,04 mmol) a KoCO3 (1,1760 g, 8,501 mmol,
1,2 ekv.). Ob¢ pevné latky byly rozpustény v CH3CN (45 ml) a nakonec byl pfidan 1,2-
dibrometan (3 ml, 5 ekv.). Smés byla vlozena do olejové 1azné a refluxovana pti 90 °C
po dobu 20 h. Reakce byla monitorovana pomoci TLC. Po skonceni reakce byl
odfiltrovan nerozpustény K>COs, filtrat odpafen a surovy produkt purifikovan pomoci
sloupcové kapalinové chromatogratie (SiO2, MF: Hex/EtOAc (7:3)). Byl ziskan zluty olej
(latka 2 ve schématu), ktery byl ponechan v exikatoru pro jeho dosuSeni (po 48 h
v exikatoru byla ziskana krystalicka latka). Po purifikaci bylo ziskano 1,8266 g (81 %).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 7.27 (s, 1H), 4.99 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 4.32 (dq, J =
10.3,7.1 Hz, 4H), 3.88 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 1.31 (q, J = 7.2 Hz, 6H).!3C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) 6 160.65, 158.39, 141.94, 134.16, 113.17, 61.49, 60.71, 52.60, 31.17, 14.09,
13.87.

HRMS: m/z vypocteno pro C11Hi6BrN2O4*: 319,0288 [M+H]*; nalezeno: 319,0294.

8.2  Priprava azid-derivatu z brom-derivatu

Br N3
2 NaNs, DMFE 8
o N oocan . o M
MO\/ >0°C, MO\/
0] (e
2 ©O 3 O

Do baiky byl navazen brom derivat 2 (3,364 g, 0,011 mol), ktery byl rozpustén v DMF
(54 ml) a ke smési byl ptfidan NaN3 (1,37 g, 0,021 mol, 2 ekv.). Reakcni smés byla
vlozena na michacku, na které byla zahtivana na 50 °C po dobu 3 h. Po ukonceni reakce

byla vyvinuta TLC desticka. Horky produkt byl nalit na led, po jehoz rozpusténi byla
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provedena extrakce (3x) do 100 ml EtOAc. Smés byla nasledné vysusena Na>SOs,
filtrovana, odpafena na RVO alyofilizovana. Produkt byl ziskan jako zluty gel ve vytézku
2,55 g (86 %).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 7.28 (s, 1H), 4.79 — 4.75 (m, 2H), 4.32 (dq, J = 11.8,
7.1 Hz, 4H), 3.80 — 3.76 (m, 2H), 1.35 — 1.27 (m, J = 9.1, 7.1 Hz, 6H). 13C NMR (101
MHz, DMSO-ds) & 161.23, 158.95, 142.44, 134.64, 113.94, 62.03, 61.24, 51.58, 50.68,
14.64, 14.43.

HRMS: m/z vypocteno pro C11HisNsO4*: 282,1197 [M+H]*; nalezeno: 282,1193.

8.3 Cyklizace azid derivatu

N3

o)
2 PPhy, THF/H,O (7:1) |\ P\ o~/
\_o N-N /
MO\/ 80 °C,20 h NULRVARS
O 4

3 0]

Intermediat 3 (1,25 g, 4,443 mmol) byl navazen do barky s kulatym dnem a rozpustén
ve smési rozpoustédel THF/H>O (7:1, 36 ml). Déle byl ke smési pridan PPh3 (1,63 g,
6,221 mmol, 1,4 ekv.). Smés byla refluxovana pfi 80 °C 20 hodin. Nasledné byla
provedena TLC desticka, produkt byl odparen a precistén na koloné (Si0,, DCM/CH3;0OH
(9:0,5)). Precistény a vysuSeny produkt 4 byl analyzovan. Touto reakci se podarila
ptipravit perletova krystalicka latka ve vytézku 0,78 g (84% vytéznost).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.38 (s, 1H), 7.08 (s, 1H), 4.44 — 4.36 (m, 2H), 4.28 (q,
J =17.1 Hz, 2H), 3.70 — 3.57 (m, 2H), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H). '3C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) § 161.10, 157.73, 142.09, 135.62, 108.68, 60.46, 46.53, 38.74 14.12.
HRMS: m/z vypocteno pro CoHi0N3O03*: 208,0728 [M-H]"; nalezeno: 208,0714.

8.4 Substituce morfolinem

0]
)
0 morfolin, THF, Al,(CH;)g¢ HNWO
HN = K/N\ /
(N 72°C,21h N

N
o D
4 A\ 6 &O
Pred reakci byla nejprve dikladn€ vyzihana dvouhrdla banka s vlozenym michadlem, Ar

atmosférou, uzavfena septem. Po vyzihani byla bainka vyplachnuta Ar a barika se
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ponechala zchladnout. Mezitim byl nabran do Erlenmeyerovy batiky suchy THF
a do Dewarovy nadoby byla pfipravena smes ledu se soli a vodou (-10 °C). Vychladla
vyzihana dvouhrdla barika byla nasledné umisténa do ledové lazné (Dewarova nadoba)
a v§e vlozeno na michacku. Nejprve byl strikackou pfidan morfolin (0,5434 ml, 6,214
mmol, 1,3 ekv.) k némuz byl pfidan suchy THF (40 ml) a nakonec se po malych davkach
(10 min) k reakci pridaval Al2(CH3)e (3,107 ml, 6,214 mmol, 1,3 ekv.). Nasledné se baiika
s reak¢ni smési nechala vytemperovat na laboratorni teplotu (45 min.). Po vytemperovani
byla reak¢ni smés znovu zchlazena (na -10 °C) a k reak¢ni smési byl pfidan intermediat
4 (1 g, 4,780 mmol), ktery byl piedtim rovnéz rozpustén v THF (10 ml). Potom se opét
pfistoupilo k vytemperovani a nasledné byla barika s reakéni smési refluxovana pii 72 °C.
Po 21 h hodinach byla reakce ukoncena pfidanim isopropanolu (10 ml) a po 10
min se pfidal CH30H (10 ml), vSe se provadélo za chlazeni. Na zavér byl piidan
KNaC4H406.4H20 (10 ml). Vznikla mlécna, jemné nazloutld reak¢ni smes, ktera se
nechala s vySe zminénymi komponentami 15 min reagovat potom se smeés za vakua
zfiltrovala, filtr byl promyt DCM a filtrat odpafen na RVO. Provedena TLC desticka.
Reakeci se podafilo pripravit 694 mg, vytéznost 59 %.
"H NMR (400 MHz, DMSO-ds ) § 8.31 (br. s, 1H), 6.94 (s, 1H), 4.39 — 4.30(m, 2H), 3.87
(br. s, 2H), 3.70 — 3.55 (m, 8H). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 161.21, 157.91,
146.64, 134.82, 108.45, 66.37, 66.12, 47.06, 46.20, 42.31, 38.85.
HRMS: m/z vypocteno pro C11Hi5N4O3™: 251,1139 [M+H]; nalezeno: 251,1135.

8.5 Obecny postup pro pripravu finalnich derivatu 10

Meziprodukt 6 (100 mg, 0,3996 mmol) byl smichan s DMF (5 ml) a ke vzniklé suspenzi
byl nasledné piidan Cs>CO3(260,4 mg, 0,799 mmol, 2 ekv.). Reakcni smés byla michana
za rt 15 min. Nasledné€ byl pfidan odpovidajici benzylbromid (0,440 mmol, 1,1 ekv.)
a sme&s michana za rt 24 h, monitorovana pomoci TLC. Po skonceni reakce byla
do reak¢ni smési pridana voda (20 ml) a produkt extrahovan do EtOAc (3x), EtOAc
vrstva tfepana s vodou a solankou, vysusena Na>SOg a odpafena na RVO. Surovy produkt
byl purifikovan pomoci sloupcové kapalinové chromatografie (SiO2, DCM:CH30OH
(9,5:0,5).
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8.5.1 Reakce s benzylbromidem, priprava benzilového derivatu

(@) C52CO3, DMF

G\N Qw tt, 24 h W Qw

0] 0]

Derivat 10A byl pfipraven dle obecného postupu ve vytézku 72,8 mg (54 %). 'H NMR
(400 MHz, DMSO-dg) & 7.39 — 7.27 (m, 5H), 7.01 (s, 1H), 4.70 (s, 2H), 4.44 — 4.38 (m,
2H), 3.86 (br. s, 2H), 3.77 — 3.72 (m, 2H), 3.62 (br. s, 6H).'">*C NMR (101 MHz, DMSO-
de) & 161.16, 156.65, 146.00, 136.77, 134.47, 128.60, 127.73, 127.37, 108.90, 66.34,
66.10, 48.67, 47.06, 45.91, 44.71, 42.28.

HRMS: m/z vypocteno pro CisH21N4O3*: 341,1608 [M+H]*; nalezeno: 341,1602.

8.5.2  Priprava benzylového derivatu s m-CF3 skupinou
0 CS2CO3, DMF,

O
o) F3C©/Br FsC MO
HN = N =
e GRS

N ,24h NN N
s o " s )

0]

Derivat 10B byl pfipraven dle obecného postupu ve vytézku 90,4 mg (vytéznost 55 %).
'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 7.74 — 7.57 (m, 4H), 7.02 (s, 1H), 4.79 (s, 2H), 4.46 —
4.41 (m, 2H), 3.89 — 3.78 (m, 4H), 3.62 (s, 6H). *CNMR (101 MHz, DMSO-ds) § 161.15,
156.89, 146.00, 138.47, 134.40, 131.83, 129.70, 129.26 (q, J = 31.6Hz), 124.46 (d, J =
3,6 Hz), 124.16 (d, J = 3.4 Hz), 124.15 (q, J = 272,4 Hz), 108.97, 66.35, 66.13, 48.44,
47.08, 45.94, 44.97, 42.30.

HRMS: m/z vypocteno pro C19H20F3N4O3*: 409,1482 [M+H]*; nalezeno: 409,1475.

8.5.3  Priprava benzylového derivatu s m-CH3 skupinou

o Cs,CO;, DMF, o)
HNWO S \@WO
k/N\N/ N—> rt,24 h K/N\N/ N—>
6 &O 10C &o

Derivat 10C byl piipraven dle obecného postupu ve vytézku 23,2 mg (vytéznost 16 %).
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'"H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 7.24 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.16 — 7.08 (m, 3H), 7.01 (s,
1H), 4.66 (s, 2H), 4.44 — 4.36 (m, 2H), 3.86 (s, 2H), 3.76 — 3.69 (m, 2H), 3.68 — 3.54 (m,
6H), 2.29 (s, 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-de) § 161.16, 156.61, 146.00, 137.80,
136.67, 134.50, 128.50, 128.30, 128.04, 124.85, 108.91, 66.31, 66.15, 48.57, 47.09,
45.91, 44.63, 42.30, 20.96.

HRMS: m/z vypocteno pro C19H23N4O3*: 355,1765 [M+H]*; nalezeno: 355,1761.

8.54  Priprava benzylového derivatu s m-CN skupinou
0 CS2CO3, DMF, o)
NC
“NW" o " ”%45—/{0
NPLRY LNy

~N N N N
. &—(} rt,20 h 10D &—>

0]

Derivat 10D byl piipraven dle obecného postupu ve vytézku 64,5 mg (vytéznost 44 %).
'"H NMR (400 MHz, DMSO-dc) § 7.84 —7.81 (m, 1H), 7.76 (dt, J = 7.6, 1.3 Hz, 1H), 7.72
—7.66 (m, 1H), 7.61 — 7.54 (m, 1H), 7.01 (s, 1H), 4.74 (s, 2H), 4.48 — 4.41 (m, 2H), 3.87
(s, 2H), 3.84 — 3.78 (m, 2H), 3.63 (br. s, 6H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 161.16,
156.91, 145.96, 138.68, 134.44, 132.60, 131.15, 131.12, 129.76, 118.69, 111.55, 108.93,
66.35, 66.13, 48.27, 47.09, 45.94, 45.04, 42.29.

HRMS: m/z vypocteno pro C19H20Ns503™: 366,1561 [M+H]"; nalezeno: 366,1554.

8.5.5  Priprava benzylového derivatu s m-, p-Cl skupinou

o) ( © g:@”Br ( J
Hm{lj DMF, Cs,CO; :©A im

N~
N 0O
6 rt,25h

Derivat 10E byl piipraven dle obecného postupu ve vytézku 55,9 mg (vytéznost 34 %).
'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 7.66 — 7.58 (m, 2H), 7.35 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H),
7.01 (s, 1H), 4.68 (s, 2H), 4.46 — 4.39 (m, 2H), 3.95 — 3.76 (m, 4H), 3.69 — 3.54 (m, 6H).
13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 161.14, 156.84, 145.98, 138.20, 134.38, 131.14,
130.71, 129.98, 129.87, 128.15, 108.96, 66.35, 66.12, 47.81, 47.09, 45.94, 44.92, 42 31.
HRMS: m/z vypocteno pro C1sH19CbN4O3™: 409,0829 [M+H]*; nalezeno: 409,0837.
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ZAVER

Cilem predlozené bakalafské prace byla syntéza derivati pyrazolopyrazinonu a studium
biologické aktivity téchto latek.

Teoreticka Cast této prace je zaméfena na tuberkulozu a jeji 1écbu. Rezistentni
kmeny predstavuji spolu s latentni formou celosvétovy problém. Velky daraz je kladen
na léciva, ktera se déli do 4 kategorii podle pouziti v terapii. Jsou zde diskutovany
mechanismy ucinku, divody vzniku rezistence a vedlejsi uCinky, které pii 16cbé nastavaji.
Lécba je také komentovana z pohledu molekulovych cil, které jsou dulezité pro piipravu
novych léciv. Jedinou schvalenou vakcinou pro TB stale zistava BCG vakcina.
V klinickych studiich je vSak nékolik dalSich potencialnich kandidati. Dale se Ctenaf
v teoretické Casti docte o stavbé a fungovani mykobakteridlni ATP synthasy. Na zavér
teoretické Casti jsou diskutovana 1éciva majici schopnost inhibovat tento multiproteinovy
komplex a tim usmrtit mykobakterii.

V kapitole Vysledky a diskuse je detailné komentovan prabéh syntézy novych
derivatd vCetné optimalizaci reakénich podminek. Kapitola je zakoncena studiem
biologické aktivity. Podafilo se pripravit 5 derivata, které byly po fadné charakterizaci
(NMR, HRMYS) testovany na nékteré bakterie Gram-pozitivnich 1 Gram-negativnich
kment, jmenovité Bacillus subtilis (BS), Micrococcus luteus (ML), Mycobacterium
vaccae (MV), Staphylococcus aureus (SA), Pseudomonas aeruginosa (PA) a Escherichia
coli (EC). Jako standard pro porovnani aktivity byl pouzit Ciproflaxacin. Zadna
z testovanych latek nevykazovala vyznamnou aktivitu proti vySe zminénym kmenim
bakterii. Finalni latky budou jeSté testovany na svou antimykobakterialni aktivitu
na univerzité v Belgii.

V experimentalni casti jsou uvedeny reak¢ni schémata jednotlivych reakci

a presné postupy, jakymi byly produkty piipraveny a posléze purifikovany.
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"H NMR spektrum latky 10A
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Priloha 11: '"H NMR spektrum latky 10B
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"H NMR spektrum latky 10D
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"H NMR spektrum latky 10E
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