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Uvod

Tuberkuldza je bakterialni onemocnéni, které roéné zptisobi ptiblizné 1,5 miliont tmrti.*
Navzdory fad¢ antituberkulotik je 1éCba a snaha o eradikaci tuberkul6zy znemoznéna
mnoha faktory. Nejvétsi hrozbu pii 1€cbé tuberkuldzy v soucasné dobé predstavuji
bakterialni kmeny Mycobacterium tuberculosis s oznacenim MDR (z anglického
multidrug-resistant) a XDR (extensively-drug-resistant), které se vyznacuji vysokou
schopnosti rezistence vici antituberkulotikim.}? Jednou z cest je aplikace novych
kombinaci podavanych antituberkulotik, dalsi moZznosti je hledani novych
protituberkulotickych cili, jejichz ndvrhem a syntézou se zabyva i vyzkumna skupina,
ve které byla tato bakalarska prace zpracovana.
Jednim  z protituberkulotickych ~ cild  je = mykobakterialni ~ enzym
FiFo ATP-synthasa, ktery je zodpovédny za syntézu zivotné dilezité slouceniny
adenosintrifosfat (ATP).2® V poslednich letech bylo navrzeno nékolik —strukturné
odlisnych sloucenin schopnych vazby na tento enzym a potlaceni spravné katalytické
funkce enzymu. Prvnim z téchto derivatii byl bedaquilin a jeho derivaty.>*® Jinou
skupinou byly sloudeniny s oznaenim squaramidy.® V roce 2020 vysel ¢lanek
Hotra a kol,? ve kterém byla predstavena GaMF1 jako slou¢enina s antituberkulotickym
potencialem (Obr. 1).
Pfedlozena bakalafska prace vychazi ze zminéného ¢lanku Hotra a kol.2
a Vv praktické ¢asti se zabyva syntézou sloucenin, které maji obdobnou strukturu jako
sloucenina GaMF1. Autofi ¢lanku popisuji, ze tyto derivaty jsou schopné inhibice
mykobakterialni ATP synthasy a vaZzou se na podjednotku 7.2 Z popsaného molekulového
dokovani a dalSich experimenti vSak neni patrné, jakou roli pfesné hraji jednotlivé
modifikace pti vazbé do aktivniho mista enzymu. Proto jsme se rozhodli témito derivaty

dale zabyvat a rozsitit SAR studii téchto sloucenin.



Me

GaMF1
Br, Cl nejaktivn&jsi methyl nejaktivnéjsi
vétsi skupiny netolerovany Mtb MICsq = 11 uM

Msm MICgq = 33 uM
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Obr. 1: Struktura GaMF1 a jejich derivata



Cile prace

Cilem predkladané bakalaiské prace je syntéza novych analog GaMF1, kterd vychazi
z &lanku Hotra a kol.? Autofi zde predstavuji slou¢eninu GaMF1 a nékteré jeji derivaty,
které¢ vykazuji znaCnou antimykobakteriadlni aktivitu. Bakalaiska prace je zaméiena
na syntézu sloucenin, které se od GaMF1 1i§i aminovym substituentem na pyrimidinovém

jadte (Obr. 2).

_____________________________________________
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Obr. 2: Nov¢€ navrzené derivaty

Jednotlivé cile prace:

= vypracovani literarni reSerSe na téma tuberkul6za, mykobakterie a inhibitory ATP
synthasy

= syntéza navrzenych latek a optimalizace reakcnich podminek

= piedani findlnich derivatl k testovani biologické aktivity
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Teoreticka Cast

1 Tuberkuloza

Tuberkuléza (dale TB) je bakterialni onemocnéni zpusobené bakterii Mycobacterium
tuberculosis (Mtb).! S TB se lidstvo potyké odnepaméti. Existuji vyzkumy dokladajici nakazu
TB v nejstarsich civilizacich, naptiklad v mladsi dobé kamenné, ve starovékém Egypté nebo
v antickém Recku.” Podle Svétové zdravotnické organizace (dile WHO) zptisobuje TB kazdy
soucasnosti.! V ramci infekce jednim infekénim patogenem byla TB dlouhou dobu nejéastéjsi
piic¢inou umrti, nez byla vystiidana onemocnénim COVID-19.! V roce 2021 bylo podle WHO
ve svété 10,6 milionu novych ptipadi nakazy TB a 1,6 milionu amrti v dusledku tohoto
onemocnéni.’

Ptiblizné ¢tvrtina svétové populace je nakazena TB s 5-10% pravdépodobnosti vyvinu
aktivni formy v priibéhu Zivota.® Existuje mnoho faktorti zvysujicich pravdépodobnost vyvinu
aktivni formy onemocnéni. Mezi tyto faktory patii nakaza virem HIV, obezita, diabetes, ale
také naptiklad koufeni nebo alkoholismus.®

Hostitelskymi organismy mykobakterii jsou jak zvifata, tak clov€k a v ramci
hostitelského organismu parazituji v mnoha typech tkani. Lidsk4 ndkaza TB se d¢li na plicni
TB a mimoplicni TB. Plicni TB (ftiza) je nejznamé;jsi formou lidské TB. Z toho diivodu je
v mnoha piipadech jednoslovnym terminem tuberkuloza oznacovéana praveé plicni forma TB.
Spole¢nymi symptomy plicni TB jsou kaSel, horecka, bolest v oblasti hrudniku, slabost
a ztrata hmotnosti.®

Mezi nejvétsi prekazky pifi boji s TB patii v soucasné dobé vysoka schopnost
rezistence uréitych mykobakterialnich kmenti na dostupna 1é¢iva.? Dale miizeme zminit
imunokompromitované pacienty jako napt. lidi trpici HIV ¢i pacienty 1é¢ici se na rakovinu.
V neposledni fad¢ se setkdvame s ¢im dal Castéjsi a pocetnéjsi migraci obyvatel ze zemi, kde
je ndkaza vice rozSifena a lécba méné dostupnd. V poslednich letech se objevila nova

komplikace v podobé epidemie COVID-19, ktera vyrazné zkomplikovala strategie

jednotlivych stat na eradikaci TB.!

11



1.1 Historie tuberkulozy

,, Tuberkuloza je nemoc zndama jiz odnepameti, dokonce lze rict, zZe je stard jako lidstvo
samo.“" Tuto vétu prohlasil slovensky 1ékaf Anton Bajan (1927-2009) ve své knize
Tuberkuléza (Osveta Martin, 1990).” (pozn. citace je do cestiny prelozena ze slovenského
originalu; V knize na strane 10) Skute¢né existuje mnoho archeologickych a historickych
vyzkumi, které potvrzuji, Ze lidstvo se s TB potyka jiz od pravékych dob.”*® Za nejstarsi
doklad existence TB Ize pokladat nalez K. Pfaffa zroku 1904, pii kterém byla
identifikovdna nakaza TB u ¢&lovéka Zijiciho v mladsi dobé kamenné.”'® Odhaduje se,
7e TB se poprvé vyskytla zhruba pied 40 000 az 70 000 lety.1:12

V soucasné dobé ma lidstvo k dispozici pisemné dokumenty, které dokladaji nejen
vyskyt TB v ddvné minulosti, ale i prvni formy vnimani problematiky tohoto onemocnéni.”°
Jednim z takovych dokumentt je babylonsky zédkonik krale Chammurapiho (£ 2 200 pt.n.l.),
staroindicky Manutv zakonik (£ 1 200 pf.n.l.) a Svaté pismo Starého zakona.”!® Za prvni
uceleny obraz o plicni formé TB Ize povazovat Corpus Hippocraticum, ve kterém Hippokratés
popisuje piiznaky TB."!° Hippokratova prace byla dale rozsifena dal$imi feckymi mysliteli,
Isokratem a Aristotelem, ktefi navic poukazuji na nakazlivost choroby.l® Aristoteles popsal,
7e se TB §ifi vzduchem a vstupni branou do lidského organismu je dychaci soustava.'’
Z obdobi stfedovéku nemame k dispozici doklady o rozvoji poznini TB,” az pocatek
novoveéku pfinesl dal$i poznatky v této oblasti. Paracelsus definoval tzv. tartarus jako
konkrement ucpavajici dychaci cesty, Sylvius popsal charakteristicky projev tuberkuldzy —
tuberkul a na konci 17. stoleti byly na zemi dneSni Italie jako prvni zavadény zakony majici
za cil zamezeni §ifeni TB.® Vyznamnym meznikem poznani tuberkulézy byla prace
némeckého lékafe Roberta Kocha, ktery 24. 3. 1882 na zasedani Berlinské fyziologické
spolecnosti prednesl slavny projev, ve kterém referoval o svém objevu tuberkulotického

bacilu a dokazal parazitickou podstatu infekéni choroby.” Na pocest tohoto dne je tak

24. brezen stanoven jako Svétovy den tuberkulézy.
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1.2 Strategie boje proti tuberkuloze

V letech 2014-2015 ¢lenské staity WHO a Organizace spojenych narodiu (dale OSN)
ptijaly Strategii konce TB (v angli¢tiné WHO'’s End TB Strategy) a Udrzitelné rozvojové
cile OSN (v angli¢tiné UN Sustainable Development Goals; SDGs), a zavazaly se tak
k ukonéeni epidemie TB.! V roce 2018 se na Valném shroméazdéni OSN v New Yorku
konala poprvé v historii konference predstavitelii stati na téma TB (v anglictiné UN
high-level meeting on TB), jejimz cilem bylo zrychleni kroka vedoucich k eliminaci TB
a poskytnuti prevence a 1é¢by viem lidem ovlivnénym TB.!?® Necely mésic po této
konferenci pfijalo Valné shromazdéni OSN politickou deklaraci (Resolution document
A/RES/73/3), ktera zavazuje ¢lenské staty OSN k aplikaci kroki vedoucich k eliminaci
TB.™® Dalsi konference tohoto typu je naplanovana na rok 2023.

Vyznamnou komplikaci v napliiovani cildt WHO a OSN je celosvétovy pokles
po¢tu hlagenych ptipadti TB v disledku pandemie COVID-19.! Zem¢, kde byl v roce
2020 tento pokles nejvyznamnéjsi, jsou Indie, Indonésie a Filipiny.! Z toho plyne
rostouci rozdil mezi skuteénym podétem novych piipadf a poétem nahlasenych piipadii.*
Tento zvySujici se rozdil ma za nasledek zvySeni rizika umrti na TB, zintenzivnéni
pienosu infekce mezi lidmi, a v déisledku toho i rostouci poget novych ptipadi.! Kromé
pandemie COVID-19 komplikuji 1é¢bu TB také valeéné konflikty v mnoha ¢astech svéta,

globélni energeticka krize a s témito faktory souvisejici nebezpeéi nedostatku potravin.*

2 Mykobakterie

Mykobakterie neboli  zastupci rodu Mycobacterium jsou soucasti Celedi
Mycobacteriaceae!® a ¥adu Actinomycetales.'* V 19. stoleti popsal G. A. H. Hansen
(1841-1912) mykobakterie jako ptivodce malomocenstvi.’® Mykobakterie jsou aerobni,
nepohyblivé, nesporulujici, grampozitivni bakterie.!%* Vsechny mykobakterie jsou
acidorezistentni, alkalirezistentni a alkoholrezistentni.” Generaéni doba mykobakterii se
pohybuje v rozmezi 20-48 hodin, rozmnozuji se piiénym a podélnym délenim, pfipadné
pucenim.’ Charakteristickym znakem mykobakterii je tvorba unikatnich mykolovych
kyselin jako soucast buné¢né stény a membrany, které¢ vyznamné ovliviiuji vlastnosti celé

bakterie.!’ Do popiedi zdjmu se tento rod bakterii dostal predevim na konci 19. stoleti,
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kdy vroce 1882 némecky Iékar Robert Koch (1843-1910) objevil bakterii
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) a identifikoval ji jako pGivodce TB."1

Na zaklad¢ patogenity byly pozdé¢ji mykobakterie rozdéleny na tuberkul6zni
(pravé) mykobakterie a netuberkulézni mykobakterie (NTM).2® Mezi tuberkulézni
mykobakterie patii Mycobacterium leprae a zastupci komplexu Mycobacterium
tuberculosis (MTBC).1® Tyto bakterie nejsou schopny rozmnozovat se v nezivém
prostiedi, jejich hlavnim tto¢istém jsou tkané lidi a teplokrevnych Zivogichi.'® Ostatni
mykobakterie se fadi mezi netuberkuldzni bakterie a fada z nich ptsobi na ¢loveka jako
oportunni patogen.’® NTM jsou volné Zijici bakterie a zpravidla se nachazi ve vodnim

prosttedi (jezera, feky, vihka ptda).1°

2.1 Stavba mykobakterii a chemické sloZeni

Mezi zékladni slozky mykobakterii patii lipidy, proteiny, polysacharidy, nukleové
kyseliny a pigmenty.” Mykobakterie se vyznacuji specifickou bunéénou sténou, ktera je
hydrofobni, permeabilni a vyznacuje se vysokym podilem lipidické slozky (Obr. 3).10
Soucasti  bunécné  stény jsou  peptidoglykolipidy  (obsahujici  kyselinu
meso-diaminopimelovou, alanin, kyselinu glutamovou, glukosamin, kyselinu
muramovou, arabindézu a galaktézu), mykolové kyseliny a volné lipidy.1° Strukturni
vzorec kyseliny meso-diaminopimelové a kyseliny muramové je uveden na Obr. 4.
Na povrchu nékterych mykobakterii se nachazi lipoidni hlenovita vrstva, tzv. cord-faktor,
ktera umoziiuje tvorbu kolonii, tzv. cord-formaci.” Jadro mykobakterii obsahuje nukleové
kyseliny.” Mykobakterie potiebuji pro sviij zivot kromé kysliku také dusik a uhlik.’
Stopovymi prvky v buitkdch mykobakterii jsou sodik, draslik, hoi¢ik, chlor, sira, fosfor

a zelezo, které piisobi jako katalyzitory v dychacich enzymech.’
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Obr. 3: Stavba mykobakterialni bun&ené stény.’
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Kyselina meso-diaminopimelova Kyselina muramova

Obr. 4: Struktury kyselin meso-diaminopimelové a muramové.

2.2 Tuberkuldozni mykobakterie

Mezi tuberkulozni mykobakterie patii Mycobacterium leprae a bakterie komplexu
MTBC.'® V minulosti se pfedpokladalo, ze TB je zptisobena bakterii Mtb.}2 Pozdé&ji se
uplatnila teorie, Ze tuberkuldzu zpusobuje vice bakterii patficich do rodu Mycobacterium,
které jsou oznadeny jako komplex MTBC.*2 V roce 2020 vysel ¢lanek Kanipe a kol.,'?
ve kterém je do MTBC zahrnuto celkem 12 bakterii: Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium  bovis, Mycobacterium  canettii, Mycobacterium  africanum,
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Mycobacterium  microti, Mycobacterium  pinnipedii, Mycobacterium  orygis,
Mycobacterium caprae, Mycobacterium mungi, Mycobacterium suricattae, Simpanzi
bacilly (v ¢lanku jako Chimpanzee bacilli) a damani bacilly (v ¢lanku jako
Dassie bacilli). (pozn. autofi ¢lanku'? u zminéného seznamu cituji Barbier a kol.,*®
Brites a kol.?® a Orgeur a kol.?%) Podle ¢lanku'? jsou lidé nejcitlivéjsi na M. tuberculosis,
M. africanum, M. bovis a M. canetti.!? M. bovis je navic povazovana za hlavniho ptivodce
TB u zvitat.”*

Déle budou stru¢n€¢ popsany vybrani zastupci komplexu MTBC. Bakterii
Mycobacterium tuberculosis pak bude vzhledem K jejimu zvastnimu vyznamu v této

bakalarské praci vénovana zvlastni kapitola.

2.2.1  Mycobacterium leprae

M. leprae byla objevena vroce 1874 (Hansen) a jednalo se o prvni identifikovany
bakterialni patogen v lidském téle.?!?2 Onemocnéni, které M. leprae zpisobuje, se nazyva
lepra neboli malomocenstvi ¢i Hansenova nemoc (dale jako HD).1®?? Bakterie je obligatni

t23

nitrobun&ény parazit? interagujici s keratocyty a makrofagy v kiizi.???* Bakterie ptisobi

i na myelinové a nemyelinové Schwannovy buiiky,?2%

a zpusobuje tak jejich infekci
vedouci k nervovym poruchdm.?>?® Agkoli hlavni cestou $ifeni HD je pienos z ¢lovéka
na ¢lovéka,?® pouze u 20 % lidi vystavenych nakaze se vyvine aktivni forma nemoci diky

2221 \/ ngkterych G&astech svéta jiz byly

genetickym obrannym mechanismtim.
zaznamenany rezistentni formy M. leprae.? Po zavedeni multilékové terapie se vyrazné
snizil pocet ptipadii — z 5 milionti v 80. letech 20. stoleti na 133 802 ptipadt v roce
2021.%° Jako zasadni krok k prolomeni pienosu bylo doporudeno trasovani kontaktl

a jednodavkova chemoprofylaxe rifampicinem.*

2.2.2  Mycobacterium africanum

Terminem Mycobacterium africanum se oznacuji uréité bakterie, které jsou vyznamnou
piic¢inou nakazy TB v zapadni Africe.3"®2 Tyto bakterie maji nejednoznacné taxonomické
zatazeni, kazopadn¢ na zakladé mnoha vyzkumua Ize M. africanum povazovat, CO

do vlastnosti za prechod mezi Mth a M. bovis.3*34

V minulosti bylo pozorovéano, ze
zapadoafrické fetézce Mth jsou vice biochemicky heterogenni nez fetézce evropské.®
Hoffner a kol.®® provedli studii MTBC izolovaného v zdpadoafrickém staté Guinnea-

Bissau, kdy 56 fetézci MTBC od tamé&jsich pacientii bylo testovano 4 biochemickymi
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metodami (produkce niacinu, test nitrat reduktazy, test pyrazinamidazy a test rezistence
na hydrazid thiofen-2-karboxylové kyseliny) a na zéklad¢ téchto testl roztfidéno do 5
biovarti tvoficich spektrum mezi charakteristickou bakterii Mtb a charakteristickou
bakterii M. bovis.®® Jeden z péti biovari (biovar A) odpovidal charakteristické Mtb, jeden
biovar (biovar B) odpovidal charakteristické M. bovis a vlastnosti zbylych tfech biovari
(biovar C, D, E) odpovidaly pfechodu mezi témito dvéma konci spektra.®® Collins a kol .
popsali 2 varianty M. africanum — varianta | (African | variant) a varianta Il (African Il
variant).®® Na zakladé svého vyzkumu ptifadili Hoffner a kol.® biovary C a D Kk varianté
| a biovar E k variant& 11.333® (pozn. oznaceni biovarii pismeny A-E bylo vytvoreno
za uicelem sepsani této bakalarské prace) Podle studie Prat a kol.3 tvoii bakterie M.
africanum spojité spektrum spojujici na jedné strané Mtb a na druhé strané M. bovis.®*%’
Oproti tomu David a kol.** rozdéluji M. africanum na 2 skupiny — jednu bliZici se Mtb
adruhou blizici se M. bovis.®*3* Ackoli se jednotlivé studie rozchdzeji v nazoru

na taxonomické zatazeni M. africanum, lze sjistotou fict, ze skupina bakterii M.

africanum obsahuje bakterie s vlastnostmi podobnymi jak Mtb, tak M. bovis.®34

2.2.3  Mycobacterium bovis

Piéivodnim hostitelskym organismem bakterie M. bovis byl ¢&lovek,'? prestoze
V soucasnosti je tato bakterie spojovana predev§im se zvifeci formou TB (Casto je
zminovana jako pivodce TB dobytka). Hostitelskych organismi M. bovis je cela fada,
véetné Clovéka.l? Ze zvitat se jednd kromé jiz zminéného dobytka o celou fadu dalSich
masozravcil, viezravel a bylozrave — Kanipe a kol.'? na zakladé mnoha studii uvadi,
7e hostitelskych druht je pres 85.1% Prestoze hlavni pfi¢inou nakazy ¢lovéka TB je Mtb,
pti¢inou miize byt pravé M. bovis nebo jin4 bakterie z komplexu MTBC.!? Kanipe a kol.*2
ve svém c¢lanku dale uvadi, Ze z ¢isla 10 miliond, coZ je pocet novych piipadi TB v roce
2017 (podle WHO?®®), bylo 142 tisic zptisobeno pravé M. bovis.'? Podobné 12,5 tisic amrti
na TB z celkového poctu 1,6 miliont bylo zptisobeno opét M. bovis (v roce 2017 podle
WHO).12% Nej¢astsjsi formou ndkazy ¢lovéka bakterii M. bovis je konzumaci produktt

nakazenych zvifat, napiiklad nepasterizovaného mléka, 23940

2.2.4  Mycobacterium microti

M. microti je bakterie MTBC, ktera napada opét fadu hostitelt. Hostitelem M. microti
muze byt i1 clovek, kazdopadné tato bakterie je pro clovéka méné virulentni a patogenni
nez jini zastupci MTBC.*2 Peterhans a kol.*? v ¢lanku z roku 2020 uvadi zajimavou
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skuteCnost, ze nakaza M. microti jak u zvifat, tak u lidi byla zatim zaznamenana pouze
v kontinentalni Evrop& a ve Velké Britdnii.*?> Podle Burthe a kol.** je piirodnim

rezervoarem M. microti hrabos polni (Microtus agrestis).*

2.2.5  Mycobacterium pinnipedii

1., ve kterém je tato bakterie popsana jako novy

V roce 2003 vysel ¢lanek Cousins a ko
zastupce komplexu MTBC, ktery zpisobuje TB u moiskych savci.* Prvni zminka
0 tomto patogenu nicméné pochazi jiz z roku 1913, kdy v novozélandské veterinaiské
zpravé byli popsani nakaZeni ploutvonozci.**#® M. pinnipedii byla popsana u fady
moiskych savcl, a piestoze je tato bakterie spojovana piedevSim s touto skupinou
organismd, byla nakaza M. pinnipedii identifikovana i u jinych organismd, a to i v ptipadé

suchozemskych savcil véetné lovéka, #5478

2.2.6  Mycobacterium caprae

1.% ¢lanek, ve kterém prezentovali bakterii

V roce 1999 uvedli autoii Aranaz a ko
z komplexu MTBC a nazvali ji Mycobacterium tuberculosis subsp. caprae, tedy poddruh
Mtb.*® V roce 2002 Niemans a kol.>® pozménili definici zminéné bakterie — podle nich se
jednalo o poddruh Mycobacterium bovis,® o rok pozdéji Aranaz a kol.>! navézali na svoji
praci®® z roku 1999 a tuto bakterii povysili v ramci MTBC na samostatny druh a nazvali

ji Mycobacterium caprae.®!

3 Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis je nejéastéjsim piivodcem TB u ¢lovéka.” Generaéni ¢as
in vitro je za optimalnich podminek 14-15 hodin, optimalni teplota 37 °C a optimalni pH
6,4-7,0.7 Velikost buiiky je 0,3-0,6 x 1,4 um.” Pfi studiu Mtb jsou &asto pouzivany 2

kmeny — virulentni H37Rv a avirulentni H37Ra.

3.1.1  Popis nakazy

Vstup bunék Mtb do fagocytujicich bun¢k plicnich sklipkt za¢ina rozpoznanim patogen
asociovanych molekulovych vzord ur€itymi patogen rozpoznavajicimi receptory, které

spoustéji imunitni odpovéd’ hostitele.l? Mezi receptory hostitele, které rozpoznavaji
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mykobakterie patii toll-like receptory (TLR), NOD-like receptory (z anglického nucleotid
ligandy Mtb, které interaguji s TLR receptory jsou 19 a 27 kDa lipoproteiny, 38 kDa
glykolipoprotein, glykolipidy a trehalosa dimycolat.'® Tato interakce spousti fetdzec
signalfi, ktery vrcholi prozanétlivou odpovédi vyhodnou pro hostitele.’® Mykobakterie
vyvinuly zpGsoby tlumeni této odpovédi.*

Prozanétliva odpovéd’ vede k aktivaci jadrového transkripéniho faktoru (NF)-xB
a produkci prozanétlivych cytokini, chemokint a oxidu dusného.’® Kromé makrofagi
a dendritickych bun€k se na imunitni odpovédi vi¢i mykobakteriim podileji také dalsi
slozky imunitniho systému, napiiklad T lymfocyty.?® Jednim z obrannych mechanismi
makrofagih je fize fagosoml s lysozomy obsahujicimi baktericidni dusikové
metabolity.’® Jiny mechanismus je zaloZeny na ubikvitinylovanych peptidech, které
narusuji bunéénou sténu Mtb.’® Genom mykobakterii obsahuje tzv. region diference 1
(RD1), ktery koduje proteiny jako je ESAT-6 (6 kDa early secretoric antigenic target
obsazen u vSech virulentnich kmentt Mtb a M. bovis, chybi u vakcina¢niho kmene

M. bovis.10

4 \akcinace

Soucasna vakcina, bacillus Calmette-Guérin (BCG), (dale jako BCG) je jedna

10 a je pouzivana od 20. let 20. stoleti.’®®2 Jméno

Z nejpouzivangjSich vakcin na svét
dostala po svych vynalezcich (1ékaf Léon Charles Albert Calmette a veterinat Jean-Marie
Camille Guérin), ktefi ji vyvinuli v Pasteurové institutu v Lille.X? Z jejiho nazvu je
odvozen vyraz kalmetizace, coz je oznaCeni pro aplikaci této vakciny. Aplikace je
provadéna prevazné intradermélng.'°

Vakcina je oslabeny kmen M. bovis, jehoz genom neobsahuje tzv. region
diference (RD1), ¢imz se lidi od virulentni M. tuberculosis.’®*? Kmeny BCG jsou
na zéklade¢ odliSnych ristovych charakteristik, rezidualni virulence u zvifat a reaktogenity
u déti klasifikovany na silné a slabé.’® Mezi silné kmeny se fadi napiiklad dansky kmen
1331 (Copenhagen), mezi slabé kmeny patti japonsky kmen 172 (Tokio).!% V soucasné
dobé neni Zadna licencovand vakcina efektivni pro prevenci TB u dospélych, kazdopadné

vysledky z klinického testovani vakciny M72/ASO1E jsou slibné.1>
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Prvni vakcina BCG byla podana v roce 1921, masova aplikace vSak zapocala
az po druhé svétové vélce.!® Zasluhy na §ifeni a aplikaci BCG mély v té dobé zejména
skandinavsky Cerveny kiiz, UNICEF a pozdg&ji WHO.!° Z dtivodu rozdilnych zavéra
konkrétnich instituci dochazelo k riznym pfistupim statd ke kalmetizaci.’® Postup
BMRC (British Medical Research Council), ktery aplikoval kmen Copenhagen 13letym
tuberkulin-negativnim détem, aidentifikoval tak vysoky stupen ochrany, vedl
K pozitivnéjsimu postoji Velké Britanie ke kalmetizaci.'® Naopak postup USPHS (United
States Public Health Service), ktery aplikoval kmen Park a Tice tuberkulin-negativnim
osobam ruzného veéku, a identifikoval tak nizky stupen ochrany, vedl k negativnéj§imu
postoji USA ke kalmetizaci.® Vétsina statli nasledné zavedla rutinni kalmetizaci pfi, nebo
tésn¢ po narozeni, naopak USA a Nizozemsko se rozhodli vyuzivat vakcinu jen ve
vyjimeénych piipadech.

V soucasné dobé je plosna vakcinace novorozenci aplikovana v fadé zemi Afriky,
Asie (v&etné Japonska) a Latinské Ameriky.!® Z evropskych zemi sem patii Polsko,
Mad’arsko a nékteré daldi staty v Pobalti a na Balkanském poloostrové.’? Ve vétsing
evropskych zemi (véetné Ceské republiky), v USA, v Kanadg, v Austréalii a na Novém
Zélandé v soucasné dobé plosna kalmetizace novorozencii neni provadéna.

(udaje o evropskych zemich pochazi z mapy na Obr. 17.1 v knize Solovi¢, Vasakova:
Tuberkuldza ve faktech a obrazech®®; str. 246)

5 Epidemiologie Mtb v CR

Ceska republika se fadi mezi zemé s nejnizsim vyskytem TB v Evropé.'° Od konce 90. let
20. stoleti dochazelo k poklesu ro¢nich poctl hlasenych ptipadi TB, od roku 2013 jsou
tato &isla téméf neménna.'® Podle Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky (UZIS)
bylo v roce 2021 v CR hlaseno celkem 357 p¥ipadi nakazy TB (tj. 3,4 piipady na 100 000
obyvatel).>* Z této hodnoty piedstavovalo 90,2 % ptipadii onemocnéni plic.>* Stejné jako
v globalnim méfitku trpi v Ceské republice TB pievazné muzi (70 % ptipadi).>* Nejvyssi
koncentrace nakazenych byla zaznamenana v Praze (6,7 pfipadi na 100 000 obyvatel),
nejnizsi koncentrace v kraji Zlinském (1,2 p¥ipadi na 100 000 obyvatel).>* V roce 2021
bylo zaznamenano v CR 37 piipadti umrti na TB, nejvyssi podet imrti v Praze (13
ptipadil) a nejniz&i v krajich Usteckém, Libereckém a Olomouckém (po 1 piipadu).>*

Piehled po¢tu hlasenych piipadi TB na 100 000 obyvatel v jednotlivych krajich Ceské
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republiky je shrnut v grafu na Obr. 5. Data jsou ziskana ze Zdkladniho prehledu
epidemiologické situace ve vyskytu tuberkulézy v Ceské republice vroce 20215
vydaného Ustavem zdravotnickych informaci a statistiky CR.
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Obr. 5: Pocet hladenych piipadii TB na 100 000 obyvatel v jednotlivych krajich CR
v roce 2021 podle Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR>

V roce 1953 byla v Ceskoslovensku zavedena plo$na kalmetizace novorozenctl,
coz spolu s dal§imi opatienimi vedlo k rapidnimu poklesu nakazy TB do konce stoleti. 1%
Od zruseni plo$né kalmetizace v roce 2010 je o¢kovéani novorozencii v Ceské republice

provadéno na ptani rodi¢ nebo v piipadé novorozence spadajiciho do rizikové skupiny.*®

6 Lécba tuberkulozy

V knize Tuberkuloza ve faktech a obrazech (Maxdorf 2019)*° na strané &. 175 uvadi I.
Solovi¢ a I. Porvaznik zasady 1é¢by tuberkulézy.'® Z uvedenych zasad plyne, ze 1é¢ba TB
patii do rukou pneumologa, v 1é€bé TB ma zasadni postaveni farmakoterapie, hlavni
zasadou 1écby TB je dlouhodobé kombinované podavani antituberkulotik v jedné ranni
davce, chirurgicka 1écba je indikovana jen v ojedin€lych piipadech a 1écba pacienta

probihé4 v izolovaném prostiedi domacim nebo nemocniénim.°
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6.1 Lécebné rezimy

Podle WHO zhruba 85 9% pacienti mize byt vyléeno pii dodrZeni aktualniho

doporuceného 1éebného postupu.’

Lécebné rezimy maji vzdy fazi inicidlni
a pokradovaci.’’ Lécba TB zpiisobené citlivym kmenem se uvadi 6 az 12 mésict,
u multirezistentnich forem je to 20 mésicti po dosazeni debacilizace.’® Nejnovéjsi rezimy
tuto dobu zkracuji na 9 mésict.’® V Ceské republice je preferovano denni podavani
antituberkulotik pfed intermitentnim rezimem.'® V sou¢asné dobé se pouzivaji
kratkodobé 1é¢ebné rezimy vyzadujici pouziti baktericidnich antituberkulotik rifampicinu
(R), izoniazidu (H) a pyrazinamidu (Z).1° (pozn. pismena v zdvorce jsou vseobecné
uznavané zkratky antituberkulotik). Ethambutol (E) je u¢inny v kombinaci s R, H a Z pfi
prevenci vzniku 1ékové rezistence.'® Pii kombinaci antitituberkulotik se v nékterych
pripadech podava i streptomycin (S), ktery plsobi pfedev§im proti mykobakteriim
v extracelularnim prostiedi.*®

Antituberkuloticka 1é¢ba musi byt kombinovand, aby se zamezilo vzniku
rezistence mykobakterii na antituberkulotika.’® Kombinovana 1é¢ba TB antituberkulotiky
byva oznacena kombinaci pismen predstavujici jednotliva antituberkulotika, naptiklad
oznaceni HRE piedstavuje pouziti izoniazidu (H), rifampicinu (R) a ethambutolu (E).*°
Lécba TB u pacientt, ktefi v minulosti s touto nemoci nebyli 1é¢eni, se sklada z inicialni
faze, pti které je pacientovi po dobu 2 mésicli podavana kombinace HRZE, a dale
z pokracovaci faze, pfti které je po dobu 4 mésicti podavana kombinace HR.® Lécba TB
pacientu s recidivou onemocnéni je slozena z tfimési¢ni inicialni faze, kdy je po dobu 2
mesicl  poddvana kombinace HRZES a 1 mésic kombinace HRZE.

Nasleduje pokracovaci faze, kdy je 5 mésicti podavana HRE.1°

6.2 Antituberkulotika

Antituberkulotika maji v rizné mife zastoupeni 3 vlastnosti — jsou baktericidni, maji
schopnost sterilizace prostfedi a schopnost prevence vzniku rezistence mykobakterii.
Do skupiny antituberkulotik patii zejména antibiotika streptomycin, rifampicin,
kapreomycin a cykloserin a chemoterapeutika izoniazid, ethambutol, pyrazinamid,
ethionamid a kyselina paraaminosalicylova.?

Antituberkulotika délime na dvé skupiny, zdkladni (prvoliniovd) a rezervni

(druholiniova).!® Mezi zakladni antituberkulotika patii izoniazid, rifampicin, ethambutol
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a pyrazinamid.® Tyto latky se pouZivaji k 1é¢bé tuberkulézy v uréitych kombinacich,
které predchazeji vzniku rezistivity.!® Rezervni antituberkulotika jsou toxi¢téjsi,
pouZivaji se pouze v pfipadé netispéinosti 16¢by zakladnimi antituberkulotiky.'® Do této

10

skupiny patii naptiklad streptomycin.”® V této praci budou charakterizovana pouze

prvoliniova antituberkulotika, a to izoniazid, rifampicin, ethambutol a pyrazinamid.

6.2.1 Izoniazid (H)

Jedna se o hydrazid kyseliny izonikotinové!? (syntetické analogum pyridoxinu'®), jehoz
strukturni vzorec je na Obr. 6. Patii k nejucinnéj$im antituberkulotikiim a je mozné
ho pouzit pro vechny formy plicni a mimoplicni tuberkulézy.'® Kviili rychlému vzniku
rezistence se ve vét§ing pfipadii podava v kombinaci s dal§imi antituberkulotiky.
Izoniazid je aktivovan mykobakterialni peroxidazou (KatG).1° Mutaci nebo deleci genu
kédujiciho KatG dochazi u mykobakterii ke vzniku rezistence na izoniazid.!°
Antimykobakterialni aktivita izoniazidu spociva v inhibici enzymua enoyl-acyl-carrier-
protein-reduktasy a p-ketoacyl-ACP-synthasy, které umoznuji syntézu mykolovych
kyselin jako zakladni stavebni jednotky bunééné stény.!® Izoniazid byva rychle
vstiebavan z traviciho traktu a maximalni hladiny v krvi je dosazeno po 1-2 hodinach
od podani.!® Mezi izoniazidem a jinymi antituberkulotiky se vétSinou nevyskytuje
zkiizena rezistence.!® Izoniazid je metabolizovan v jatrech, pfevazné acetylaci.l?
Biologicky polocas rozpadu se pohybuje mezi 1,5-4 hodinami.'® Mezi nezadouci ucinky
patii deficit pyridoxinu vedouci k periferni polyneuritidé, dale riziko onemocnéni
hepatitidou nebo neuritida zrakového nervu.’® Izoniazid také inhibuje metabolismus
nékterych 1é¢iv v jatrech.’® Obecné se v$ak izoniazid povazuje za bezpeény 1ék i v dobé

t&hotenstvi.1°

Obr. 6: lzoniazid

6.2.2  Rifampicin (R)

Rifampicin (derivat rifamycinu) je Sirokospektralni antibiotikum, které ptisobi kromé
mykobakterii i na chlamydie, legionely a Staphylococcus aureus.® Strukturni vzorec

rifampicinu je na Obr. 7.1° Podobné jako v ptipadé izoniazidu se kviili rychlému vzniku
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rezistence pouzivd v kombinaci sjinymi antituberkulotiky.!® Rifampicin se rychle
vstiebava, pii peroralnim podani je dosazeno maximalni sérové koncentrace 1-3 hodiny
po aplikaci.'® Jeho mechanismus u¢inku spoéiva v inhibici syntézy bakterilnich
nukleovych kyselin vazbou na fS-podjednotku DNA-dependentni RNA-polymerasy.’
Rifampicin je metabolizovan v jatrech, biologicky polocas rozpadu se pohybuje
10

vrozmezi 2-5 hodin.}® Mezi nezidouci ucinky patii vznik hyperbilirubinémie.°

Navzdory nékterym zndmym vedlejsSim ucinkiim je rifampicin povazovan za bezpecné

16¢ivo.10

Obr. 7: Rifampicin

6.2.3  Ethambutol (E)

Ethambutol, jehoz strukturni vzorec je na Obr. 8, se pouziva v kombinaci s jinymi
antituberkulotiky k1é¢bé vSech forem tuberkuldézy a infekci zplsobenych jinymi
mykobakteriemi, a to M. avium, M. kansasii a M. brasiliensis.® Ethambutol zabrafiuje
vélenéni D-arabinosy do arabinogalaktanu, a tim znemoziiuje vystavbu bunééné stény.°
Ethambutol navic ovliviiuje syntézu nukleovych kyselin bakterii.l® Ethambutol je dobte
vstiebatelny, vétsina latky je ndsledné z t&la vyloucena v nezmetabolizované formé.™°
Vyznamnym nezaddoucim ucinkem je porucha barvocitu, proto musi pacient pii lécbé TB
kombinaci obsahujici ethambutol (jedna se naptiklad o inicialni fazi v obou formach
1é¢by uvedenych v kapitole 6.1) podstupovat pravidelné oftalmologické kontroly.°
\/[OH H
L,

Obr. 8: Ethambutol
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6.2.4  Pyrazinamid (2)

Pyrazinamid, jehoz strukturni vzorec je na Obr. 9, ma slabsi baktericidni Gc¢inek, ale
silnou sterilizaéni aktivitu v prostfedi s nizkym pH.!° Pyrazinamid méni mykobakteriemi
produkovanou pyrazinamidasu na pyrazinovou kyselinu.® Tato kyselina snizuje pH
ve fagozomech, coz je pro mykobakterie toxické.!® Mutace mykobakteridlniho genu
pncA, zodpoveédného za tvorbu pyrazinamidazy, zpisobuje vznik rezistence mykobakterii
na pyrazinamid.’® Metabolismus pyrazinamidu probih4 v jatrech, biologicky polo¢as

rozpadu se pohybuje v rozsahu 9-10 hodin.°

0]
[N\])LNHZ
~
N
Obr. 9: Pyrazinamid

7 ATP synthasa a inhibitory

V pribéhu let se vyskytlo mnoho skute¢nosti, které komplikuji 1é¢bu TB. Kromé
problémt, které zpuisobuje nakaza HIV viry, migrace obyvatelstva, obezita, alkoholismus
a dalsi jevy, je jednou z nejvyznamnéjSich komplikaci 1é¢by vysoka rezistivita
Mycobacterium tuberculosis na souc¢asnd lé¢iva.l2 Touto vlastnosti se vyznacuji zejména
konkrétni bakterialni kmeny Mycobacterium tuberculosis nazyvané v angli¢ting
multidrug-resistant strains (MDR) a extensively-drug-resistant strains (XDR).? Vysok4
rezistivita bakterii je jednim z hlavnich divodu, pro¢ je potieba neustale hledat nové
protituberkulotické cile (v anglicting anti-TB targets) a vyvijet nova antituberkulotika.?

Jednim z validovanych klinickych cili je enzym FiFo ATP synthasa.? Mezi
slouCeniny, které jsou schopné vazby na tento enzym, patii naptiklad diarylchinolinové
1é¢ivo bedaquilin (BDQ).?* Diikazy vzniku rezistence na BDQ vedly k potfebé hledani
dalsich inhibitori F1Fo ATP synthasy.>%%%

7.1 F1Fo ATP synthasa

Na Obr. 10 je vyobrazena struktura enzymu F1Fo ATP synthasa. Mykobakterialni enzym
se nachazi na cytoplazmatické membrané bakterie.® V obecné roviné se jedna o bifunkéni

enzym, ktery je schopen adenosintrifosfat syntetizovat a zaroven hydrolyzovat, nicméné
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v pfipadé mykobakteridlniho enzymu hydrolyticka vlastnost chybi.®®8 Zakladni struktura
enzymu je predstavovana F1 doménou s (a f)s3, 7, 0 a ¢ podjednotkami a Fo doménou
s podjednotkami a, b a ¢.3>*® Obé domény jsou spojeny centralni stopkou (v anglické
literatufe se pracuje s terminem central stalk) slozenou z podjednotek y, 6 a £.°® Doména
Fo je lipofilni a v piipadé mykobakterii se nachdzi se na cytoplazmatické membréng. 38
Ulohou Fo domény je transport protoni pfes membranu a tvorba protonového gradientu,
jehoz energie je vyuzita k syntéze ATP.>® Tato syntéza je katalyzovana hydrofilni Fy

doménou.®®  Katalytické centrum enzymu piedstavuje hexamer (a f)3

58

obsazeny v F1 doméné¢.

b-5

cytoplasma

periplasma

Obr. 10: Mykobakterialni F1Fo ATP synthasa

7.2 Inhibitory mykobakterialni ATP synthasy

Prvnim zndmym a rovnéz nejvyznaméjSim inhibitorem mykobakteridlni ATP synthasy je
bedaquilin (BDQ), ktery byl v roce 2012 podmine¢né schvalen FDA k 1é¢bé drug-
rezistentnich forem tuberkulozy.* Unikétnost této latky spociva v selektivité ptisobeni

pouze na mykobakterie, na ostatni bakterie je neu¢inny.*
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Objev BDQ byl dale nasledovan celou fadou vyzkumnych praci popisujicich
nejen analoga BDQ, tedy latky obsahujici diarylchinolin jako zakladni skelet, ale i jiné

strukturni motivy jako napft. thiazolidinony,*® pyrazolopyrazinony® ¢i squaramidy.®°8

7.3 GaMF1

Clanek autortt Adam Hotra a kol.? publikovany v roce 2020 piedstavuje slouceninu, jejiz
strukturni vzorec je znazornén na Obr. 11.2 Tato sloudenina je nazvana GaMF1 a je
prezentovana jako novy inhibitor mykobakterialni F1Fo ATP synthasy.? Podle ¢lanku
vykazuje slouc¢enina GaMF1 hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MICsp) 11 uM

pro M. smegmatis, 17 uM pro M. bovis a 33 uM pro Mtb H37Rv.2

0 CHj
N—
BrﬁLNHONH\ }
N

NH_CH20H3

kruh A kruh B kruh C

Obr. 11: GaMFL1 s vyznacenim stavebnich kruhi

Sloucenina GaMF1 je specifickd ve své selektivité¢ pouze proti mykobakteriim, proti
ostatnim bakteriim nevykazuje zadné vyznamné hodnoty.?

Sloucenina GaMF1 je slozena ze tii kruhii — brombenzoylového (kruh A), 1,4-
diaminobenzenového (kruh B) a substituovaného pyrimidinového (kruh C).2 Kromé
slouceniny GaMF1 bylo pfipraveno nékolik dal$ich analog této slouceniny a byla
zkoumana jejich aktivita vii¢i mykobakteriim K vytvofeni SAR studie.? Tyto experimenty
vedly k objasnéni funkce jednotlivych ¢4sti molekuly GaMF1.2 Odstranéni kruhu C vedlo
ke ztraté aktivity.? Zaména potadi funkénich skupin spojujicich kruhy A a B (karbonylova
skupina a amidova skupina) vedly opét ke ztraté aktivity.? Odstranénim atomu bromu
z kruhu A doslo k mirnému poklesu aktivity.? P¥i nahrazeni atomu bromu na kruhu A
za elektronakceptorni  trifluormethylovou  skupinu nebo za elektrondonorni
pyrrolidinovou skupinu nedoglo k vyrazné zméné aktivity.? P¥i oxidaci kruhu B za vzniku
benzimidazolové podjednotky doslo k 10nasobnému zvyseni aktivity.? Z uvedenych
experimentli vyplyva, ze pro zachovani antimykobakterialni aktivity analog GaMF1
musi byt pfedevsim ve struktufe ponechén kruh C a zachovano potadi funkcnich skupin

spojujicich kruh A a B.?
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Vysledky a diskuze

Jak jiz bylo zminéno v tivodu, cilem bakalafské prace byla syntéza derivatii odvozenych
od slouéeniny GaMF1.? Ve zminéném ¢lanku autofi popisuji, ze latka GaMF1 a jeji
analoga cili na ypodjednotku mykobakterialni ATP synthasy.? Nicméné z uvedeného
molekulového dokovéani neni ziejmé, jakou roli hraji v aktivnim misté jednotlivé
modifikace. Z tohoto divodu jsme se rozhodli rozsifit sérii popsanych derivatu

0 modifikace znazornéné nize (Obr. 12).
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Obr. 12: Navrh novych analog odvozenych od slou¢eniny GaMF1.

8 Syntéza novych analog GaMF1

Syntéza finalnich latek byla navrzena podle Hotra a kol.2 a je znazornéna ve Schématu 1.
Syntéza se sklada ze dvou neoddélitelnych paralelnich cest — piipravy prekurzord
aptipravy findlnich derivati. Nejdiive byly pfipraveny vhodné pyrimidinové
prekurzory 3. Ty poté zreagovaly s aminem 8 pfipravenym reakci komeréné dostupnych

sloucenin 5 a 6 s naslednou redukci nitroskupiny derivatu 7 (Schéma 1).
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Priprava prekurzori:

HSCWCI HgC\(\rR ) Hacm/\/c'
R

e e e
Cl Cl R
2 3 4
hlavni regioisomer vedlejsi regioisomer
Priprava finalnich derivati:
(0] O
Br Br
NH NO
5 6 7
HsC R
X
Y
N?N
0 & 10) CH3
Br Br N=
s NH NH, .3 NH NH—{ p
N
R
8 1

Schéma 1: Navrzené schéma syntézy derivata 1

8.1 Syntéza derivata pyrimidinu

Prvnim krokem syntézy je piiprava pyrimidinového derivatu 3, ve kterém je jeden
z atomi chloru nahrazen primarnim nebo sekundarnim aminem (substituent R). Volbou
pouzitého aminu tak ur¢ime typ finalni slouceniny.

Syntéza je obecné znazornéna ve Schématu 2. Zvoleny amin reaguje za zvySené
teploty s 2,4-dichlor-6-methylpyrimidinem 2. Reakce probiha v pfitomnosti vhodné baze.
Jak jiz struktura vychoziho dichlorderivatu napovida, pfi reakci je moZny vznik dvou

regioisomertd, pticemz pozadovany isomer 3 vzdy vznika v nadbytku.
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Schéma 2: Priprava derivatd pyrimidinu

Uvedena reakce byla provedena se 7 riznymi aminy (podle Schématu 2). Vybér
substituenti byl primarn¢é ovlivnén neznalosti piesné role této modifikace v aktivnim
mist¢ ATP synthasy. Z toho divodu byly navrzeny rtzné typy amini — primarni,
sekundérni, alifatické, aromatické, cyklické a acyklické. Cilem je rozSifeni seznamu
popsanych derivati a zisk piesnéjsi piedstavy o roli substituentu v souvislosti
s biologickou aktivitou.

Ve vsech piipadech syntéza vychazela z komercné dostupného 2,4-dichlor-6-
methylpyrimidinu 2, ktery reagoval s patficnym aminem za pfitomnosti baze DIPEA.
Reakce probihala v prostfedi ethanolu pfi teploté 50 °C po dobu 18 hodin. Pribéh reakce
byl pokazdé monitorovan analyzou TLC a LC-MS. Vznik isomert byl pozorovan
ve vsech pfipadech. Z analyzy TLC bylo zfejmé, ze retencni Casy obou iSomert jsou
zna¢né rozdilné, proto bylo rozhodnuto o purifikaci surové smési sloupcovou
chromatografii za uc¢elem separace regioisomert. Mobilni faze byla ve vSech ptipadech
EtAc/hexan (1:1) a prvni byl z kolony eluovan minoritni produkt. Vyznamny rozdil
Vv elucnim case byl pozorovan i na LC-MS. Dle zaznamu UV-VIS bylo také ptiblizné
urCeno pomérové zastoupeni jednotlivych isomerd, které cinilo zhruba 70-80 %
majoritniho produktu a 20-30 % minoritniho produktu. Tabulka 1 ptehledné shrnuje

jednotlivé syntetizované prekurzory a jejich vytézky. Struktura uvedenych regioisSomerti
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byla uréena pomoci *H a 3C NMR. U morfolinového derivatu 3d byla rovnéz méfena
2D NMR spektra. Z literatury je znamo, ze aromaticky proton u regioisomeru 3 ma vzdy

nizsi chemicky posun neZ u regioisomeru 4.2

Tabulka 1: Souhrn vytézku pfi ptipravé jednotlivych prekurzori

vytézek
HsC R H,C Cl
/ ~
substituent R Y Y
Cl R
3 4
KNH/\/ 3240 % 42 12 %
NN
N 3b 51 % 4b 9 %
AN ) 3¢51 % 4c 15 %
AN O 3d7 % 4d2 %
’“‘JN/Q 3e 43 % 4e 17 %
H
Q 3622 % 45 %
HJ‘JHN
e
HN/\© 3839 % 4g 14 %

Syntézu vyse uvedenych prekurzori jsme dale modifikovali tak, aby nam
majoritni iSomer 3 vznikal dominantné. O tyto optimalizace jsme usilovali pfedevsim

u morfolinového derivatu 3d, kdy pii reakci v ethanolu vznikaly dalsi neéistoty blizké
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svym reten¢nim ¢asem pozadovanému derivatu, coz vyrazné snizovalo vytézek ziskaného
derivatu.

Reakce s morfolinem byla provedena v acetonu za laboratorni teploty
a za pritomnosti baze KoCO3. Pomoci LC-MS analyzy vsak bylo zjisténo, ze 1 v tomto
pfipad¢ vznikaji oba iSomery. Majoritni iSomer byl purifikovan pomoci sloupcové
kapalinové chromatografie a ziskan ve vytézku 36 %. Z ¢asovych diivodi a vzhledem
ke skute¢nosti, ze pozadované derivaty 3 byly pro dalsi reakci ziskany v dostate¢ném

mnozstvi, zadné dal$i optimalizace jiZ nebyly provedeny.

8.2  Priprava 3-brom-N-(4-nitrofenyl)benzamidu

Nitroderivat 7 byl syntetizovan z komeréné dostupnych slouc¢enin p-nitroanilinu 5
a 3-brombenzoylchloridu 6 (Schéma 3). Tato syntéza byla modifikovana oproti metodé
popsané Hotra a kol.,> kdy si autofi nejprve pfipravovali benzoylchlorid z kyseliny
benzoové.

Reakce byla provadéna v THF, za ptitomnosti KoCOs3 jako béze, za laboratorni
teploty po dobu 18 h. Jako vhodné se ukazalo zvysit reakéni teplotu na 50 °C a poté jiz

staCil reak¢ni ¢as 2 h. Reakce byla provedena nékolikrat, postupné se podaiilo dosahnout

vytézku az 75 %.
j o
B 3
6 5 7

Schéma 3: Ptiprava slouceniny 7

8.3  Priprava N-(4-aminofenyl)-3-brombenzamidu

Pro redukci nitroslouceniny 7 na aminoslouc¢eninu 8 (Schéma 4) byly navrzeny celkem 4
postupy. Ve dvou piipadech se jednalo o redukci kovem v kyselém prostiedi,

ve zbyvajicich dvou §lo 0 redukce vodikem za katalyzy Pd/C, resp PtOo.
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Schéma 4: Redukce slouceniny 7

8.3.1 Redukce nitroslou¢eniny kovem v kyselém prostiedi

Redukce zinkem

Nejprve byla provedena redukce nitroslouceniny 7 zinkem v kyselém prostiedi. Kyselé
prostiedi bylo zajisténo pritomnosti kyseliny octové, ktera meéla zaroven ulohu
rozpoustédla. Reakce probihala 1 hodinu za laboratorni teploty. Surovy produkt byl
nékolikrat purifikovan sloupcovou chromatografii, nicméné pro opakovany netspéch pii

separaci produktu 8 bylo rozhodnuto o hledani jiného postupu.

Redukce zelezem

Druhou z moznosti bylo pouziti zeleza, které je pro nékteré redukce vhodnéjsi nebot
prabéh redukce za jeho pfitomnosti je v porovnani se zinkem mirngj$i. Kyselé prostiedi
zde bylo opét zajisténo kyselinou octovou (zaroven uloha rozpoustédla). Reakce

probihala 1 hodinu za laboratorni teploty. Produkt 8 byl ziskan s vytéZkem 60 %.

o Fe/Zn, AcOH o

Br RT, 1h Br

7 8

Schéma 5: Redukce slouc¢eniny 7 kovem v kyselém prostiedi

8.3.2  Katalyticka redukce nitroslou¢eniny vodikem

Piestoze se nakonec podafilo redukci nitroderivatu 7 pomoci kovu v kyselém prostiedi
uspésné realizovat, bylo rozhodnuto jesté otestovat pribéh stejné reakce pomoci vodiku.
Hlavni motivaci v tomto ohledu byla moznost ziskat aminoderivat 8 po reakci ve vysoké
surové Cistoté. Pokud by se toto podafilo, znaéné by se zjednodusil, a pfedevsim urychlil

proces purifikace kyzeného produktu 8.

Redukce Adamsonovym katalyzatorem

Nitroslou¢enina 7 byla redukovana vodikem za katalyzy Adamsonovym katalyzatorem,
tj. oxidem platic¢itym. Jako rozpoustédlo byl pouzit ethanol. Reakce probihala velmi

rychle, produkt byl v reakéni smési identifikovan jiz po 1 hoding. Tento reakéni Cas
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wvewr

smési musi byt nejprve pomoci balonku zavedena inertni atmosféra (pro tento piipad
zvolen dusik) a nasledn¢ je potieba tuto inertni atmosféru nahradit reak¢ni atmosférou
vodiku. Po ukonceni reakce je potieba odfiltrovat a pfedepsanym zplisobem zlikvidovat

oxid platicity.

0 Hz, PtOZ, EtOH (0]

Br RT, 1h Br

7 8

Schéma 6: Redukce slouceniny 7 vodikem za katalyzy PtO>

Redukce palladiem na aktivnim uhli

V tomto ptipad¢ je nitrosloucenina 7 redukovana vodikem za katalyzy palladiem
na aktivnim uhli. Reakce je ve své podstaté¢ velmi podobnd pifedchozi zminéné,
ato i ve svém provedeni. Jedinou zménou je uziti jiného katalyzatoru. Po 1 hodiné reakce
bylo pomoci analyzy LC-MS zjisténo, ze reakéni smés obsahuje produkt 9, tj. doslo
k redukci nitroskupiny a zaroven k dehalogenaci benzenového jadra. Produkt 9 byl ziskan
ve vysoké Cistoté, kazdopadné pro dal$i reakéni kroky neni zadouci. Z toho plyne,
ze palladium na aktivnim uhli je pro tuto reakci nevhodny katalyzator. Pti provedeni této

reakce bylo tfeba dbat zvysené opatrnosti a dodrzovat bezpecnostni opatieni.

0 H,, Pd/C, EtOH 0]

Br RT, 1h

7 9

Schéma 7: Redukce slouceniny 7 vodikem za katalyzy palladiem — realny pribeh

Z vysledku vyplyva, ze pro redukci nitroslou¢eniny 7 na aminoslouéeninu 8 je
nejvhodngjsi redukce vodikem za katalyzy Adamsonovym katalyzatorem (PtO2).
Redukce zinkem v kyselém prostfedi je nevhodna z divodu komplikované purifikace
sloupcovou chromatografii. Redukce Zelezem v kyselém prostiedi se ukazala byt
vhodnéj$i neZ redukce zinkem, nicméné pozadovany produkt 8 neni v reakéni smési
obsazen v takové Cistoté jako v pripad¢ redukce vodikem za ucasti katalyzatoru. Dale
bylo zjisténo, ze pro provedeni redukce vodikem neni vhodnym katalyzatorem Pd/C.

Reakce za jeho ucasti probihd pftili§ agresivné a soucasné s redukci nitroskupiny dochazi
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I k redukci halogenu z aromatického jadra. Pro reakci se jako vhodny katalyzator ukazal
PtO,. Reakce snim probihd jemnéji, a prestoze byl pomoci LC-MS detekovan
i dehalogenovany produkt, podafilo se pozadovany derivat piipravit s velmi dobrou

konverzi a v akceptovatelné Cistoté.

8.4 Priprava finalnich sloucenin

Po tuspésné piipravé obou klicovych prekurzorti zbyvalo obé komponenty nechat
zreagovat spolecné za vzniku finalnich sloucenin 1. Pfipravu finalnich sloucenin

znézornuje Schéma 8 nize.

3 O CH3
Br ~ Br N—=
©)LNH@NH2 NH@NH\ )
N
R
1

Schéma 8: Obecné schéma ptipravy finalni slouceniny; R = aminovy substituent

Jedna se o zavére¢nou reakci navrzené sekvence, kdy aminoslou¢enina 8 reaguje
s derivatem pyrimidinu, konkrétné s regioisomerem 3, za vzniku finalni slouceniny 1.
Finélni derivaty se 1iSi svym substituentem R, kterym jsou rtizné aminy. Pro mou
bakalafskou praci byla navrzena série obsahujici celkem 7 téchto findlnich sloucenin,
bohuZzel jenom 4 z nich se podaftilo uspéSné piipravit. Optimalizace pfipravy zbylych tii
zUstava otevienym tématem pro dalsi vyzkum.

Volbou 7 rtiznych substituentii R, tak ziskavame 7 rtznych findlnich sloucenin
la-g. Tabulka 2 shrnuje vytézky reakci podle zvoleného aminového substituentu. Finélni
slouCeniny 1a-d se podafilo nasyntetizovat. Pfiprava sloucenin le-g byla ukoncena
z diivodu nedostatecné konverze za danych reakénich podminek. Optimalizace podminek
vedouci k syntéze produktli 1e-g zlistava otevienym tématem pro dalsi vyzkumy.

Vsechny reakce probihaly v prostfedi rozpoustédla DMF, v piitomnosti DIPEA
a pii teploté 110-140 °C. Produkty la-d byly v reakéni smési identifikovany po 4 dnech
reakce, produkty le-g se ani po takto dlouhém reakénim Case nepodatilo detekovat
(UV/VIS spektrum LC-MS).
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Tabulka 2: Prehled vytézku finalnich slouc¢enin

vytézek
o CH;
. Br N=
substituent R NHONH—(\ p
N
R
;fNH/\/ 1a 19 %
P NN
N 1b 43 %
SN 1¢ 19 %
AN O 1d 9 %
/
NN/Q 1e nelspésna syntéza
H
Q 1f netispésna syntéza
N
~ HN/\© Lo nelshEina .
g neuspésna syntéza

Vzhledem k tomu, Ze se ani pies velmi dlouhy reak¢ni Cas nedafilo pfipravit
zminéné tii derivaty, bylo rozhodnuto zkusit reakce optimalizovat. Konkrétné zménou
rozpoustédla a zmé&nou baze. Avsak ani prubéh reakce v dioxanu v pfitomnosti DIPEA

jako baze ke vzniku produktu nevedl. Stejné tak ani reakce v DMA za pfitomnosti

Cs2C03 nebyla tspésna.
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Experimentalni ¢ast

9 Obecné informace

Chemikalie pochazeji od firmy Sigma-Aldrich (Missouri, USA) a Fluorochem (US). TLC
analyza je provadéna pomoci TLC hlinikovych folii Silica gel 60 F254 (Merck). Detekce
skvrn byla realizovana UV zéafenim pii vinové délce 254 nm.

Analyzy LC-MS jsou provadény pomoci ULC-MS-MS systému (Waters)
slozeného z ULC-MS chromatografu Acquity s PDA detektorem a hmotnostniho
spektrometru s kvadrupolem. Byla pouzita Nucleodur Gravity C18 kolona pii rychlosti
pratoku 600 pl/min a teploté 30 °C. Mobilni faze predstavuje 0,1% octan amonny ve vodé
(roztok A) a 0,1% octan amonny v acetonitrilu (roztok B). ESI zdroj pracuje pti proudu
5 pA s odparovaci teplotou 350 °C a kapilarni teplotou 200 °C.

'H a¥C NMR spektra byla potizena za laboratorni teploty v rozpoustédle DMSO-
d6 pomoci spektrometru JEOL ECA400II pracujiciho za magnetické indukce 9,39 T.
Chemické posuny (0) jsou uvedeny v ppm a interakéni konstanty (J) v Hz.

Analyzy HRMS jsou provadény na systému tvoreném kapalinovym
chromatografem (Dionex UltiMate 3000, Thermo Fisher Scientific, MA, USA)
a hmotnostnim spektrometrem Exactive Plus Orbitrap high-resolution (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA). Jako ioniza¢ni zdroj byl pouZit elektrosprej a spektra byla snimana
v kladném modu v rozmezi 100-1000 m/z. Chromatograficka separace byla provadéna
na koloné Phenomenex Gemini (C18, 50 x 2 mm, 3 um ¢astice), eluce byla izokraticka,
MF obsahuje 0,1% kyselinu mravenc¢i v roztoku Methanol (95 %) a voda (5 %). Analyty

byly rozpustény v mobilni fazi o pocatecnim slozeni.
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10 Priprava analog GaMF1

10.1 Priprava derivatu pyrimidinu

HscWCI amin Hac\(\(R . HSCWCI

b b b
cl o] R
2 3 4
hlavni regioisomer vedlej$i regioisomer

Zvoleny amin reaguje za zvySené teploty s 2,4-dichlor-6-methylpyrimidinem 2. Reakce
probiha za pritomnosti vhodné baze. Volbou amint vstupujicich do této reakce byl urcen
seznam finalnich sloucenin. V reakci vznika smés iSomerti 3 a 4. Pro dalsi syntézu je

pozadovanym isomerem isomer 3.

10.1.1 Priprava 2-chlor-4-(N-propylamin)-6-methylpyrimidinu

H,C cl DIPEA, EtOH
i 50°C, 18h MO M N__N
N__N N + \(
NH, NYN NH
cl cl L
2 3a 4a

Do =zabrusové banky bylo odvazeno 200 mg 2.4-dichlor-6-methylpyrimidinu
(1,23 mmol), nasledné¢ byly ptidany 2 ml ethanolu. Ke smési bylo ptidano 101 pl
propylaminu (1 ekvivalent; 1,23 mmol) a 428 ul DIPEA (2 ekvivalenty; 2,46 mmol).
Reakce probihala 18 hodin pfi teploté 50 °C. Pomoci analyz LC-MS a NMR bylo zjisténo,
7e reakéni smé&s obsahuje 2 isomery produktu (3a, 4a). Surovy produkt byl purifikovan
pomoci sloupcové chromatografie (mobilni faze EtAc/hexan 1:1). Pozadovany isomer

byl ziskan s vytézkem 40 %, vedlejsi isomer s vytézkem 12 %.

Majoritni isomer 3a:

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 6.06 (s, 1H), 5.41 (br. s, 1H), 3.23 (br. s, 2H), 2.31
(s, 3H), 1.69 — 1.52 (m, 2H), 0.96 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 13C NMR (101 MHz, CDCls) §
167.48, 164.22, 160.21, 99.62, 43.44, 23.85, 22.46, 11.37. HRMS: m/z vypocteno pro
CsH13CIN3™: 186,0793 [M+H]"; nalezeno: 186,0795.
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Minoritni isomer 4a:

IH NMR (400 MHz, CDCl3) 8 6.41 (s, 1H), 5.28 (br. s, 1H), 3.37 (td, J = 7.0, 6.1
Hz, 2H), 2.28 (s, 3H), 1.65 — 1.54 (m, 2H), 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 13C NMR (101 MHz,
CDCl3) & 169.60, 162.39, 161.26, 109.10, 43.35, 23.99, 22.86, 11.49. HRMS: m/z
vypo¢teno pro CgH13CIN3*: 186,0793 [M+H]"; nalezeno: 186,0792.

10.1.2 Priprava 2-chlor-4-(N,N-diethylamin)-6-methylpyrimidinu

50°C, 18h N.__N

HscWCI H DIPEA, EtOH H3CW(/ H3CY\(CI

NN+ /N NN 7t Y
& & ™
2 3b 4b

Do zabrusové banky bylo odvazeno 200 mg 2,4-dichloro-6-methylpyrimidinu
(1,23 mmol) a nasledné¢ piidano 2 ml ethanolu. Ke smési bylo ptidano 127 pl
diethylaminu (1 ekvivalent; 1,23 mmol) a 428 ul DIPEA (2 ekvivalenty; 2,46 mmol).
Reakce probihala 18 hodin pfi teploté 50 °C. Pomoci analyz LC-MS a NMR bylo zjisténo,
ze reak¢ni smés obsahuje 2 isomery produktu (3b, 4b). Surovy produkt byl piecistén
pomoci sloupcové chromatografie (mobilni faze EtAc/hexan 1:1) za ucelem zisku
pozadovaného isomeru. Pozadovany isomer byl ziskan s vytézkem 51 %, vedlejsi isomer

s vytézkem 9 %.

Majoritni isomer 3b:

IH NMR (400 MHz, CDCls) 5 6.10 (s, 1H), 3.48 (br. s, 4H), 2.31 (s, 3H), 1.18 (t,
J = 7.1 Hz, 6H).3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 166.96, 162.45, 160.45, 99.36, 42.52,
24.10, 12.74.HRMS: m/z vypoéteno pro CoHisCINs™: 200,0949 [M+H]*; nalezeno:
200,0950.

Minoritni isomer 4b:

IH NMR (400 MHz, CDCls) § 6.32 (s, 1H), 3.60 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.27 (s, 3H),
1.17 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) 5 169.03, 161.07, 160.88, 107.36,
41.90, 24.21, 13.10.HRMS: m/z vypoéteno pro CoH15CIN3*: 200,0949 [M+H]"; nalezeno:
200,0949.
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10.1.3 Ptiprava 2-chlor-4-methyl-6-(piperidin-1-yl)pyrimidinu

HsC cl
X
HsC Cl DIPEA, EtOH O W
X : HsC N
Y 50°C, 18h N NN
N__N + N N . \r
Y N - N
Cl H & O
2 3c 4c

Do zabrusové banky bylo odvazeno 200 mg 2,4-dichlor-6-methylpyrimidinu (1,23 mmol)
a nasledné bylo pfiddno 5 ml ethanolu za vzniku zluté suspenze. Ke smési bylo pfidano
121 pl piperidinu (1 ekvivalent; 1,23 mmol) a 534 ul DIPEA (2,5 ekvivalentu;
3,07 mmol). Reakce probihala pii teplot¢ 50 °C po dobu 1 hodiny. Po odpateni
rozpoustédla bylo pomoci analyz LC-MS a NMR zjisténo, ze reakéni smés obsahuje 2
isomery produktu (3c, 4c). Surovy produkt byl purifikovan sloupcovou chromatografii
(mobilni faze EtAc/hexan 1:1) za ucelem zisku pozadovaného isomeru. Pozadovany

iIsomer byl ziskan s vytézkem 51 %, vedlejsi isomer s vytézkem 15 %.

Majoritni isomer 3c:

'H NMR (400 MHz, CDCls3) § 6.21 (s, 1H), 3.65 — 3.51 (m, 4H), 1.72 — 1.64 (m,
2H), 1.63 — 1.55 (m, 4H).1*C NMR (101 MHz, CDCls) § 167.46, 163.06, 160.50, 99.59,
45.39, 25.60, 24.57, 24.11. HRMS: m/z vypocteno pro C1oH15CIN3*: 212,0949 [M+H]";
nalezeno: 212,0948.

Minoritni isomer 4c:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 6.69 (s, 1H), 3.66 — 3.48 (m, 4H), 2.22 (s, 3H),
1.67 - 1.58 (m, 2H), 1.56 — 1.46 (m, 4H). HRMS: m/z vypoéteno pro CioH15CIN3":
212,0949 [M+H]"; nalezeno: 212,0948.

10.1.4 Priprava 2-chlor-4-methyl-6-(morfolin-1-yl)pyrimidinu

(0] H,C Cl
RN S g oS T

I ~
NN N__N + e
e i Y [Nj
Cl
0
2 3d 4d
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Do zabrusové banky bylo odvazeno 50 mg 2,4-dichloro-6-methylpyrimidinu (0,31 mmol)
a 85,69 mg K>COs (2 ekvivalenty; 0,62 mmol). Ke smési bylo pfidano 5 ml acetonu
a 29,73 ul morfolinu (1,1 ekvivalentu; 0,34 mmol). Reakce probihala za laboratorni
teploty po dobu 1 hodiny. Po odpateni rozpoustédla bylo pomoci analyz LC-MS a NMR
zjisténo, ze reakéni sméEs obsahuje 2 isomery produktu (3d, 4d). Reakéni smés byla
purifikovana sloupcovou chromatografii (mobilni faze EtAc/hexan 1:1) za ucelem zisku
pozadovaného isomeru. Pozadovany isomer byl ziskan s vytézkem 7 %, vedlejsi isomer

s vytézkem 2 %.

Majoritni isomer 3d:

IH NMR (500 MHz, CDCl3) § 6.22 (s, 1H), 3.77 — 3.72 (m, 4H), 3.66 — 3.55 (m,
4H), 2.33 (s, 3H).13C NMR (101 MHz, CDCls3) & 168.20, 163.59, 160.50, 99.76, 66.50,
44.44, 24.17.HRMS: m/z vypocteno pro CoH13CIN3O™: 214,0742 [M+H]*; nalezeno:
214,0741.

Minoritni isomer 4d:

IH NMR (400 MHz, CDCl3) § 6.42 (s, 1H), 3.85 — 3.78 (m, 4H), 3.77 — 3.71 (m,
4H), 2.30 (s, 3H). °C NMR (101 MHz, CDCl3) § 169.46, 161.54, 161.21, 108.92, 66.93,
44.41, 23.72. HRMS: m/z vypocteno pro CoH13CIN3O*: 214,0742 [M+H]"; nalezeno:
214,0746.

10.1.5 Priprava 2-chlor-4-(N-cyklopentylamin)-6-methylpyrimidinu

Cl
H4C cl DIPEA, EtOH \
Y NH, 50°C, 18h \O P N
N*N + N / N \(
Cl Cl HN\O
2 3e de

Do zabrusové banky bylo odvazeno 200 mg 2,4-dichlor-6-methylpyrimidinu (1,23 mmol)
a nasledné prfidano 2 ml ethanolu. Ke smési bylo pfidano 121 pl cyklopentylaminu
(1 ekvivalent; 1,23 mmol) a 428 ul DIPEA (2 ekvivalenty; 2,46 mmol). Reakce probihala
18 hodin pii teploté 50 °C. Pomoci analyzy LC-MS bylo zjisténo, Ze reakéni smés
obsahuje 2 isomery produktu (3e, 4e). Reakéni smés byla piecisténa pomoci sloupcové
chromatografie (mobilni faze EtAc/hexan 1:1) za ucelem zisku pozadovaného isomeru.

Pozadovany isomer byl ziskan s vytézkem 43 %, vedlejsi isomer s vytézkem 17 %.
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Majoritni isomer 3e:

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 6.06 (s, 1H), 5.15 (br. s, 1H), 3.94 (br. s, 1H), 2.31
(s, 3H), 2.02 (td, J = 12.2, 6.3 Hz, 2H), 1.77 — 1.56 (m, 4H), 1.55 — 1.40 (m, 2H).1%C
NMR (101 MHz, CDCls) 6 167.91, 163.74, 160.28, 100.04, 53.14, 33.25, 25.71, 23.95,
23.75.HRMS: m/z vypocteno pro C1oHisCIN3™: 212,0949 [M+H]*; nalezeno: 212,0954.

Minoritni isomer 4e:

IH NMR (400 MHz, CDCls) 8 6.41 (s, 1H), 5.14 (br. s, 1H), 4.36 — 4.21 (m, 1H),
2.29 (s, 3H), 2.12 — 1.96 (m, 2H), 1.78 — 1.57 (m, 4H), 1.50 — 1.38 (m, 2H). °C NMR
(101 MHz, CDCl3) 6 169.54, 161.96, 161.20, 108.99, 53.02, 33.31, 23.97, 23.69. HRMS:
m/z vypoéteno pro C1o0H15CIN3*: 212,0949 [M+H]"; nalezeno: 212,0950.

10.1.6 Priprava 2-chlor-4-(N-cyklooktylamin)-6-methylpyrimidinu

H3;C Cl
H 3 X
Hsc\‘/\(CI NH, DIPEA, EtOH HSCWN m/

| 50°C, 18h | -
NN + N__N + \r

T T AN

Cl Cl

2 3f 4f

Do zabrusové bariky bylo odvazeno 200 mg 2,4-dichlor-6-methylpyrimidinu (1,23 mmol)
a nasledné ptidano 2 ml ethanolu. Ke smési bylo ptidano 169 ul cyklooktylaminu
(1,23 mmol) a 428 ul DIPEA (2 ekvivalenty; 2,46 mmol). Reakce probihala 18 hodin pfi
teploté 50 °C. Pomoci analyz LC-MS a NMR bylo zjisténo, ze reakéni smés obsahuje 2
isomery produktu (3f, 4f). Surovy produkt byl pfecistén sloupcovou chromatografii
(mobilni faze EtAc/hexan 1:1) za ucelem zisku pozadované¢ho isomeru. Pozadovany

isomer byl ziskan s vytézkem 22 %, vedlejsi isomer s vytézkem 5 %.

Majoritni isomer 3f:

'H NMR (400 MHz, ) § 6.00 (s, 1H), 5.13 (br. s, 1H), 3.97-3.49 (m, 1H), 2.32 (s,
3H), 1.87 (ddd, J = 10.0, 5.5, 3.7 Hz, 2H), 1.80 — 1.47 (m, 12H).1*C NMR (101 MHz, ) §
167.68, 163.01, 160.38, 98.04, 51.37, 31.84, 27.23, 25.53, 23.93, 23.53.HRMS: m/z
vypocéteno pro C13H21CINs™: 254,1419 [M+H]"; nalezeno: 254,1423.
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Minoritni isomer 4f:

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 6.38 (s, 1H), 5.24 (br. s, 1H), 4.06 (dq, J = 12.4,
4.2 Hz, 1H), 2.27 (s, 3H), 1.94 — 1.80 (m, 2H), 1.73 — 1.49 (m, 12H). *C NMR (101
MHz, ) & 171.91, 169.53, 161.39, 108.80, 50.83, 31.79, 27.59, 25.58, 23.94, 23.60.
HRMS: m/z vypoéteno pro C13H21CINs*: 254,1419 [M+H]*; nalezeno: 254,1412.

10.1.7 Priprava 2-chlor-4-(N-benzylamin)-6-methylpyrimidinu

MO A © NH, DIPEA. E1OH H\/@ HiC O
, HsC N |

I o 3

N . 50°C, 18h Y\(

Do zabrusové banky bylo odvazeno 200 mg 2,4-dichlor-6-methylpyrimidinu (1,23 mmol)
a nasledné pfidano 2 ml ethanolu. Ke smési bylo ptidano 134 ul benzylaminu
(1 ekvivalent; 1,23 mmol) a 428 ul DIPEA (2 ekvivalenty; 2,46 mmol). Reakce probihala
18 hodin pfi teploté 50 °C. Pomoci analyz LC-MS a NMR bylo zjisténo, ze reakéni smés
obsahuje 2 isomery produktu (3g, 4g). Surovy produkt byl piecistén sloupcovou
chromatografii (mobilni faze EtAc/hexan 1:1) za ucelem zisku pozadovaného isomeru.

Pozadovany isomer byl ziskan s vytézkem 39 %, vedlejsi isomer s vytézkem 14 %.

Majoritni isomer 3g:

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.39 — 7.26 (m, 5H), 6.07 (s, 1H), 4.53 (d, J = 4.7
Hz, 2H), 2.29 (s, 3H).HRMS: m/z vypocteno pro Ci12H13CIN3z*: 234,0793 [M+H]*;
nalezeno: 234,0793.

Minoritni isomer 4g:

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.35 — 7.24 (m, 5H), 6.47 (s, 1H), 5.62 (br. s, 1H),
4.64 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.30 (s, 3H). 13C NMR (101 MHz, ) § 169.80, 162.18, 161.34,
138.84, 128.73, 127.70, 127.47, 109.74, 45.61, 23.98. HRMS: m/z vypoéteno pro
C12H13CIN3*: 234,0793 [M+H]"; nalezeno: 234,0792.
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10.2  Priprava 3-brom-N-(4-nitrofenyl)benzamidu

o K,CO3, THF o

RT, 18 h
B 3y
r\(j)km + OZN@NHZ Br\(j/u\r\m«i%m2

6 5 7

Do reak¢ni banky bylo odvazeno 1000 mg p-nitroanilinu (7,24 mmol) a 2000 mg K>CO3
(2 ekvivalenty; 14,48 mmol). (pozn. moldrni hmotnost K2COg je témér totoznd s molarni hmotnosti
p-nitroanilinu) Ke smési bylo pifidano 20 ml THF a 956 ul 3-brombenzoylchloridu
(1 ekvivalent; 7,24 mmol). Reakce probihala 18 hodin za laboratorni teploty. Po ukonceni
reakce byla reakéni smés nalita na led a nasledné¢ extrahovdna do organické faze,
konkrétn¢ do 3x 50 ml EtAc. Spojené organické extrakty byly vysuSeny MgSOg4
a rozpoustédlo odpateno pomoci RVO. Na zakladé analyzy LC-MS byla provedena
purifikace sloupcovou chromatografii (mobilni faze EtAc/hex 1:1). PoZzadovany produkt

byl ziskéan s vytézkem 75 %.

10.3  Priprava N-(4-aminofenyl)-3-brombenzamidu

H,, PtO,, EtOH o)

O
RT, 1h Br
Oy O vt
7

8

Do banky s kulatym dnem bylo odvazeno 940 mg 3-brom-N-(4-nitrofenyl)benzamidu
(2,93 mmol) a pfidano 15 ml EtOH. Ke smési bylo pfiddno 33 mg Adamsonova
katalyzatoru (PtO2; 0,05 ekvivalentu; 0,147 mmol). Do barnky byla zavedena inertni
atmosféra dusiku, kterd byla nasledn¢ nahrazena reakéni atmosférou vodiku. Reakce
probihala 1 hodinu za laboratorni teploty. Po ukonceni reakce byl z reakéni smési
odfiltrovdn Adamsonlv katalyzator a predepsanym zplsobem zlikvidovan. Z reakéni
smési bylo odpaieno rozpoustédlo pomoci RVO a na zakladé analyzy LC-MS byla
provedena purifikace surového produktu sloupcovou chromatografii (mobilni faze

DCM/methanol 18:1). Pozadovany produkt byl ziskan s vytézkem 86 %.
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10.4 Priprava finalnich sloucenin

: 0 CH3
Br N=
NH NH Br
2 NH NH—
N
R
1

R = aminovy substituent

Jedna se o zavére¢nou reakci, kdy aminoslou¢enina 8 reaguje s derivatem pyrimidinu,
konkrétné sisomerem 3, za vzniku finalni slouc¢eniny 1. Pfesna struktura finalni
slouceniny je uréena substituentem R, ktery je navazany na pyrimidinovém jadie. Volbou

7 riznych substituentl R, tak ziskdvame 7 rGznych findlnich sloucenin la-g.

10.4.1 Priprava finalni slouceniny la

0 CHjy
Br 3 Br NH NH—<N_
NHONHZ \_Z
NH
. -

Do reakéni vialky bylo odvazeno 128 mg N-(4-aminofenyl)-3-brombenzamidu 8
(0,44 mmol) a 82 mg isomeru 3a (1 ekvivalent; 0,44 mmol). Ke smé&si byly piidany 2 ml
suchého DMF a 76 pl DIPEA (1 ekvivalent; 0,44 mmol). Reak¢éni smés byla umisténa na
magnetickou michacku k reakei pii 140 °C. Po 3 dnech reakce bylo na zakladé analyzy
TLC rozhodnuto o piidani 1 ekvivalentu DIPEA do reakéni smési. Po 4 dnech reakce
byla provedena analyza LC-MS, které prokézala ptitomnost produktu 1a v reak¢éni smési.
Reakeéni smés byla nalita do vody a nasledné extrahovédna 3 x do 25 ml EtAc. Spojené
organické extrakty byly vysuseny pomoci M@SOs, ktery byl nasledné odfiltrovan.
Organicky podil byl odpafen pomoci RVO. Nasledn¢ byla provedena purifikace pomoci
sloupcové chromatografie (mobilni faze EtAc/hexan 1:1). Pozadovany produkt la byl

ziskan s vytézkem 19 %.
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'H NMR (400 MHz, CDCls) § 8.05 (br. s, 1H), 7.99 (br. s, 1H), 7.76 (d, J = 7.8
Hz, 1H), 7.65 — 7.56 (m, 3H), 7.55 — 7.46 (m, 3H), 7.30 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 5.70 (s, 1H),
5.01 (br. s, 1H), 3.36 — 3.13 (m, 2H), 2.23 (s, 3H), 1.73 — 1.55 (m, 2H), 0.97 (t, J=7.4
Hz, 3H).13C NMR (101 MHz, CDCl3) & 164.31, 164.22, 163.69, 158.99, 137.33, 137.23,
134.70, 134.65, 131.80, 130.42, 130.34, 125.77, 122.97, 121.34, 119.68, 94.19, 43.44,
23.47, 22.83, 11.62.HRMS: m/z vypoéteno pro C21H23BrNsO*: 440,1080 [M+H];
nalezeno: 440,1081.

10.4.2 Priprava finalni slou¢eniny 1b

CH,
B 3b i N=
r\©)LNH4®*NH2 g BF\Q)LNHONH—Q }
N
1b <\l_\

Do reakéni vialky bylo odvazeno 131 mg N-(4-aminofenyl)-3-brombenzamidu
(0,45 mmol) a 89 mg 2-chlor-4-(N,N-diethylamin)-6-methylpyrimidinu (1 ekvivalent;
0,45 mmol). Ke smési bylo piidano 2 ml suchého DMF a 78 ul DIPEA (1 ekvivalent;
0,45 mmol). Reakéni smés byla umisténa na magnetickou michacku k reakei pii 140 °C.
Po 3 dnech reakce bylo do reakéni smési piidan 1 ekvivalent DIPEA. Po 4 dnech reakce
byla provedena analyza LC-MS, ktera prokazala ptitomnost produktu 6¢ v reakéni smési.
Reakéni smés byla nalita do vody a nasledné extrahovana 3 x do 25 ml EtAc. Spojené
organické extrakty byly vysuSeny pomoci MgSOas, ktery byl nasledné odfiltrovan.
Organicky podil byl odpatfen pomoci RVO. Nasledné byla provedena purifikace pomoci
sloupcové chromatografie (mobilni faze EtAc/hexan 1:1). Pozadovany produkt 1b byl
ziskan s vytézkem 43 %.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 8.11 (br. s, 1H), 8.02 — 7.97 (m, 1H), 7.77 (d, J =
7.7 Hz, 1H), 7.64 — 7.49 (m, 6H), 7.30 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 5.78 (s, 1H), 3.56 — 3.39 (m,
4H), 2.24 (s, 3H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H).13C NMR (101 MHz, CDCls) § 165.32, 164.29,
163.71, 161.89, 158.38, 137.39, 137.24, 134.63, 131.76, 130.43, 130.33, 125.77, 122.95,
121.22, 119.43, 93.31, 42.70, 23.51, 13.04. HRMS: m/z vypoéteno pro C22H25BrNsO™:
454,1237 [M+H]"; nalezeno: 454,1236.
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10.4.3 Priprava finalni slouceniny 1c¢
Y
3c 0 CHj;
Br N=
NH NH, Br NH NH
ICRavs ACRAVaRY
1c <N >

Do zabrusové bainky bylo odvazeno 181 mg N-(4-aminofenyl)-3-brombenzamidu

(0,62 mmol) a 131 mg 2-chlor-4-methyl-6-(piperidin-1-yl)pyrimidinu (1 ekvivalent;
0,62 mmol). Ke smési byly pfidany 2 ml suchého DMF a 108 ul DIPEA (1 ekvivalent;
0,62 mmol). Reakce probihala 48 hodin pfi teploté¢ 110 °C. Po ukonceni reakce byla
reak¢ni smés nalita na led a nasledné extrahovana do organické faze. Extrakce probihala
3 x do 50 ml ethylacetatu. Spojené organické extrakty byly vysuseny MgSOs a
rozpoustédlo odpateno pomoci RVO. Na zaklade analyzy
LC-MS byla provedena purifikace sloupcovou chromatografii (mobilni faze
DCM/methanol 18:1). Pozadovany produkt 1c byl ziskan s vytézkem 19 %.

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.99 (br.s, 1H), 7.86 (s, 1H), 7.77 (d, J = 7.7 Hz,
1H), 7.64 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.61-7.49 (m, 4H), 7.33 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.07 (br.s, 1H),
5.91 (s, 1H), 3.67 — 3.53 (m, 4H), 2.25 (s, 3H), 1.74-1.56 (m, 6H). *C NMR (101 MHz,
CDCl3) 6 165.61, 164.18, 164.15, 162.99, 159.25, 137.67, 137.30, 134.68, 131.51,
130.37, 125.71, 123.03, 121.21, 119.44, 93.78, 45.53, 25.69, 24.86, 24.15.HRMS: m/z
vypocteno pro C2sH2sBrNsO™: 466,1237 [M+H]™; nalezeno: 468,1216.

10.4.4 Priprava finalni slouc¢eniny 1d

(o)
HsC N
X
\(\r
NYN
of
o} o CHj
Br 3d N
B =
NHONHZ r NH4®7NH4<\ )
N
N
8 1d { >
0

47



Do reakéni vialky bylo odvazeno 100 mg N-(4-aminofenyl)-3-brombenzamidu 8
(0,34 mmol) a 73 mg isomeru 3d (1 ekvivalent; 0,34 mmol). Ke smési byly piidany 2 ml
suchého DMF a 59 ul DIPEA (1 ekvivalent; 0,34 mmol). Reakéni smés byla umisténa
na magnetickou michacku k reakcei pti 140 °C. Po 2 dnech reakce byla provedena analyza
LC-MS, ktera prokazala ptitomnost produktu 6b. Reakéni smés byla nalita na led
a extrahovana do organické faze (3 x do 50 ml EtAc). Spojené organické extrakty byly
vysuseny MgSOg, siran byl odfiltrovan a po odpaieni na RVO byla provedena purifikace
sloupcovou chromatografii (mobilni faze petrolether/ethanol). Pozadovany produkt 1d
byl ziskan s vytézkem 9 %.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.99 (t, J = 1.7 Hz, 1H), 7.82 (br.s, 1H), 7.77 (d, J
= 7.8 Hz, 1H), 7.65 (ddd, J = 8.0, 1.8, 0.9 Hz, 1H), 7.61 — 7.51 (m, 4H), 7.34 (t, J=7.9
Hz, 1H), 7.12 (br.s, 1H), 5.90 (s, 1H), 3.86 — 3.75 (m, 4H), 3.67 — 3.55 (m, 4H), 2.28 (s,
3H).°C NMR (101 MHz, CDCl3) § 166.49, 164.19, 163.57, 159.31, 137.38, 137.26,
134.75, 131.78, 130.43, 130.34, 125.73, 123.05, 121.20, 119.69, 93.78, 66.72, 44.59,
2424 HRMS: m/z vypoéteno pro CzH23BrNsO2": 468,1030 [M+H]*; nalezeno:
468,1033.

10.4.5 Priprava finalni slouceniny le

H3CWNH@
NY/N

Cl 3

CH
Q 3e B i N=
.
B
O e O
NH@
1e

8

Do reakéni vialky bylo odvazeno 61 mg N-(4-aminofenyl)-3-brombenzamidu 8
(0,21 mmol) a 45 mg isomeru 3e (1 ekvivalent; 0,21 mmol). Ke smési bylo ptidano 2 ml
suchého DMF a 37 pl DIPEA (1 ekvivalent; 0,21 mmol). Reakéni smés byla umisténa
na magnetickou michacku k reakci pii 140 °C za pribézného monitorovani analyzou
TLC. Po 3 dnech reakce bylo na zaklad¢ analyzy TLC a LC-MS rozhodnuto o
ptidani ekvivalentu DIPEA. Po dalSich 2 dnech se obsah produktu v reakéni smési

nezménil, a proto byla reakce ukoncena.
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10.4.6 Priprava finalni slouceniny 1f

0 CHj3
Br N=
NH
K odvazenému mnozstvi N-(4-aminofenyl)-3-brombenzamidu 8 byl pfidan 1 ekvivalent
isomeru 3f, 1 ekvivalent DIPEA a stanovené mnozstvi suchého DMF. Reakce probihala
pfi teploté 140 °C za prubézného monitorovani analyzou TLC. Po 3 dnech reakce bylo

na zaklad¢ analyzy TLC a LC-MS rozhodnuto o pfidani 1 ekvivalentu DIPEA. Po dalSich

2 dnech se obsah produktu v reakéni smési nezménil, a proto byla reakce ukoncena.

10.4.7 Priprava finalni slouceniny 19

CH
i 3 B i =
g r
B
Oy O Ty O
NH
19 K@

K odvazenému mnozstvi N-(4-aminofenyl)-3-brombenzamidu 8 byl ptidan 1 ekvivalent
isomeru 3g, 1 ekvivalent DIPEA a stanovené mnozstvi suchého DMF. Reakce probihala
pfi teploté 140 °C za pribéZného monitorovani analyzou TLC. Na zékladé analyzy TLC,
podle které reakéni smés obsahovala minimélni mnoZstvi produktu, byl po 3 dnech reakce
do reakéni smési pridan 1 ekvivalent DIPEA. Po dalSich 2 dnech se obsah produktu

V reak¢éni smési nezménil, a proto byla reakce ukoncena.
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Predkladand bakaléaiska prace se zabyva navrhem a syntézou sloucenin odvozenych
od GaMF1, u kterych se pifedpoklada antimykobakterialni aktivita. Z tohoto divodu lze
tyto slouceniny povazovat za potencialni antituberkulotika.

V teoretické Casti je predstavena problematika onemocnéni tuberkuldza, jeji
historie, sou¢asna situace ve svété a v Ceské republice, vakcinace, 1é¢ebné rezimy
a mykobakterie jako plvodci tohoto onemocnéni. Teoretickd Cast se také zabyva
mykobakterialnim enzymem FiFo ATP synthasou jako jednim z protituberkulotickych
cilt a dale slou€eninami, u kterych byla zaznamendna schopnost inhibice tohoto Zivotné
dilezitého enzymu.

V diskuzi jsou navrzeny derivaty GaMF1 a piedstaveny jednotlivé syntetické
kroky vedouci k zisku té€chto sloucenin. Jak jiz bylo feceno, syntéza se skladd ze dvou
neoddélitelnych syntetickych postupti, které jsou spojeny v zavérecné reakci, pii které
vznika pozadované analogum GaMF1. Jednim z postupti je syntéza aminoslouc¢eniny 8,
ktera byla pfipravena reakci p-nitroanilinu s brombenzoylchloridem a naslednou redukeci.
Této redukci byla vé€novana velkd pozornost, nebot existuje mnoho moznosti jejiho
provedeni. Ne vSechny jsou vSak z hlediska ¢asové naro¢nosti a vytézku reakce vyhodné.
Druhym syntetickym postupem je substituce pyrimidinového jadra aminem, pii které
vznika smés iSomert 3 a 4. Z divodu vzniku isomerti produktu zde hraje dulezitou roli
purifikace sloupcovou chromatografii, kterd v idedlnim piipadé¢ vede k dokonalému
rozdéleni isomer 3 a 4. Uvedené syntetické postupy se na zavér spojuji, kdyz
aminosloucenina 8 reaguje s isomerem 3 za vzniku finalni slou¢eniny 1. V diskuzi jsou
navic uvedeny i syntetické postupy, které byly z divodu minimalni konverze reakci
prohlaseny za nevyhovujici. Optimalizace reak¢nich podminek téchto reakci miize slouZit
jako piipadné téma pro dalsi vyzkum a praci.

Experimentalni ¢ast popisuje nejvhodnéjsi pracovni postupy pii syntéze vyse
diskutovanych produktli a meziproduktl vcetné vypist z NMR a HRMS analyz. NMR

spektra vybranych sloucenin jsou obsazena v pftiloze.
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Seznam pouzitych zkratek

B
MTBC
WHO

MAC
BCG
MDR
XDR
MIC
TLC
LC

MS
LC-MS
NMR
DIPEA
DCM
DMF
DMA
EtAc
THF

tuberkuloza

bakterialni komplex Mycobacterium tuberculosis

Svétova zdravotnicka organizace (z anglického World Health
Organisation)

bakterialni komplex Mycobacterium avium

Bacil Calmette-Guérintiv

oznaceni bakterialniho kmene (z anglického multidrug-resistant)
oznaceni bakterialniho kmene (z anglického extensively-drug-resistant)
minimalni inhibi¢ni koncentrace

tenkovrstevna chromatografie (z anglického thin-layer chromatography)
kapalinova chromatografie (z anglického liquid chromatography)
hmotnostni spektrometrie (z anglického mass spectrometry)

oznaceni analytické techniky pfedstavujici spojeni technik LC a MS
nukledrni magnetické rezonance

diisopropylethylamin

dichlormethan

dimethylformamid

dimethylacetamid

ethylacetat

tetrahydrofuran
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