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1 SEZNAM ZKRATEK
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2 UVOD

Mykobakterialni enzym Zmpl umoziuje bakteriit Mycobacterium tuberculosis unikat
imunitnimu systému svého hostitele. Jedna se o enzym ze skupiny zineCnatych
metaloproteas. Jednou z moznych cest v boji proti tuberkuloze je syntéza novych
potencialnich antituberkulotik, ktera budou schopna, diky své zinc binding group — ¢asti
molekuly, ktera pfimo interaguje se Zn>* kationtem v aktivnim misté (ZBG), pravé tento
enzym inhibovat. Dostupné studie nasveédcuji tomu, ze Zmp1 piispiva k zabranéni tvorby
fagolysosomu. V bunce makrofagu tak nedochazi k eliminaci bakterie a pozd€ji muze

dojit k rozvoji aktivni formy TBC.
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Obr. 1: Prvni pfipravené potencialni Zmpl inhibitory

Diky poznatkiim o krystalické struktuie Zmp1/fosoramidon' bylo popsano aktivni misto
tohoto enzymu. Na zaklad¢ téchto znalosti vznikly vyzkumy, které se vénovaly navrhu
a syntéze prvnich potencialnich inhibitort Zmpl (Obr. 1), ktera cilila pravé na enzym
Zmpl. Jednalo se o derivaty rhodaninu, aminothiazolu a 8-hydroxychinolinu
s navazanym hydroxamatem. Latky na Obr. 1 vykazovaly nejvyssi inhibi¢ni schopnosti.
2,3,4

Z dat, ktera tyto studie pfinasi, vyplyva doporuceni zachovat zakladni skelet
v podobé vysSe uvedenych heterocykli a zachovani hydroxamatové funkcni skupiny.
Problémem, na ktery tyto latky narazely, bylo napf. jejich rtizné chovani v aktivnim

misté, kdy nekteré mély vice vazebnych mist.
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Syntéza novych inhibitort Zmpl je mj. téma, kterym se pod vedenim RNDr.
Lucie Brulikové, Ph.D zabyva naSe vyzkumna skupina, jejiz ¢lenové jsou autofi

nasledujicich studii,” ® které navazuji na vySe zminéné zahraniéni vyzkumy.
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Obr. 2: Potencialni inhibitory Zmp1 pfipravené v nasi vyzkumné skupiné

Prvni studie® popisuje navrh a syntézu potencialnich inhibitort Zmp1 prvni generace (IV,
Obr. 2.), které meély jako zakladni heterocyklus thiazolidindion. Na zéakladé
molekulového dokovani téchto latek bylo zjiSténo, ze spiSe okupuji vstup do aktivniho
mista, kde je molekula natoCena tim zptsobem, ze alifatické reziduum sméfuje dovnitf,
pficemz vné€ mifi hydroxamatovy zbytek. Z tohoto diivodu nedochazi k pfimé interakci
se Zn**kationtem. Byly proto navrzeny a syntetizovany nové potencialni inhibitory druhé
generace (V, VI, VII Obr. 2) s prodlouzenou a modifikovanou ZBG. Zarovei doslo také
k nahrazeni thiazolidindionu (z davodu moznych interakci s vicero biologickymi cili) za
indol a pyrol.®

Vzhledem k tomu, ze vyzkum a syntéza potencialnich inhibitori Zmp1 zapocaly

teprve nedavno, kdy krystalicka struktura Zmp1 byla publikovana v roce 2011! a prvni

12



syntéza potencialnich inhibitor( byla publikovana v roce 2014*, jedna se tak o jesté zcela

neprobadany cil, ktery do budoucna pfinasi mnoho riznych syntetickych moznosti.
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3 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace je syntéza novych inhibitord druhé generace
mykobakterialniho enzymu Zmp1. Prace navazuje na piedchozi vyzkum nasi vyzkumné
skupiny, kdy jako nejslibnéjsi se ukézala struktura VIII (Obr. 3) s ICso = 18 uM, ktera
sice vykazovala inhibi¢ni schopnost, avSak na zakladé¢ molekulového dokovani
neinteragovala pfimo se zineCnatym kationtem, nybrz pouze blokovala vstup do aktivniho
mista Zmpl. V prvni generaci byl jako zékladni heterocyklus zvolen thiazolidindion.
Kvili moznym interakcim s vice molekularnimi cili byl nahrazen indolem, ktery se
nachazi mj. v molekule fosforamidonu. Ten slouzi jako standard pro fadu metaloproteas.
Na zékladé molekulového dokovani molekuly VIII, bylo také zjiSténo, ze do aktivniho
mista je orientovana alifaticka Cast molekuly (rdzove€), namisto predpokladaného
hydroxamatu (modfe). V dasledku této skuteCnosti bylo nutné alifaticky fetézec
modifikovat pomoci vhodné funkéni skupiny, ktera by byla schopna interakce v aktivnim
misté jako tzv. zinc binding group (ZBG). Pfestoze zde hydroxamat nehraje roli ZBG, jak

bylo ptivodné zamysleno, byl na zakladé molekulového dokovani zachovan.

s O N O
f« o) /J< N-O,
o) N N
N H H R1
Y o) \/\\  — /
S
\ (0]
HN
o) R' = allyl, benzyl
Vil NH R? = isopropyl, isobutyl
Zmp1 |C50 = 18 pM R2
) ’ COOMe
IX

Obr. 3: Navrh cilovych derivatu
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Jednotlivé dil¢i cile predkladané prace:

Vypracovani literarni reserSe na dané téma.

Navrh syntetického planu a cilovych derivatti na zakladé molekulového dokovani.
Syntéza navrzenych derivatd a optimalizace reakénich podminek.

Ptiprava série cilovych sloucenin.

Otestovani biologické aktivity finalnich derivata.

A S o e

Sepsani bakalatské prace.
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4 TEORETICKA CAST

Teoreticka ¢ast predkladané bakalatrské prace se vénuje popisu bakterie Mycobacterium
tuberculosis a onemocnéni, které zpisobuje — tuberkuloze. Jsou zde popsany doposud
pouzivana léCiva prvni a druhé linie antituberkulotik. Také je zde nastinéna problematika
rezistentnich kmend a moznosti prevence ve formé vakcinace.

Dale pojednava o enzymu Zmpl, konkrétné o jeho struktufe, funkci a imunitni
odpovédi napadeného organismu. V zavéru jsou detailné popsany doposud provedené

studie, které se zaméfuji na vyzkum a syntézu potencialnich inhibitord Zmpl.

4.1. Mycobacterium tuberculosis

Komplex Mycobacterium tuberculosis je soubor nékolika bakterii, kdy nejméné devét
druhti z rodu Mycobacterium, Celedi Mycobacteriaceae atadu Actinomycetales zpusobuji
onemocnéni nazyvané tuberkuloza u lidi. Mycobacterium tuberculosis sensu stricto je
nejcastdj$im piivodcem lidské TB na svéts.” Mycobacterium africanum ma na svédomi
TB v zapadni Africe. Velmi vzacnym puivodcem TB v oblasti vychodni Afriky je
Mycobacterium canettii. TB se vyskytuje 1 u zvifat, kdy puvodcem jsou rizné druhy
mykobakterii a domestikace dobytka je povazovana za mozny prvni piipad pfenosu na

Cloveka.®
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4.1.1. Morfologie bakterie

Mycobacterial cell envelope

Lipids with ca Lipids with short-
C3q fatty acids chain fatty acids

g

Lipoarabinomannan

Mycolate

Arabinogalactan

Peptidoglycan

1 1 1 1 1 1 1 1 / PlM
Membrane

Obr. 4: Schéma bunééné stény Mtb’

Mykobakterie je nepohybliva, nesporulujici aerobni bakterie. Jeji tvar pfipominaji rovné
az lehce zakfivené tyCinky. Od ostatnich bakterii se li§i vysokym obsahem lipida (napf.
mykolové kyseliny) v bunécné sténé€, coz ma za nasledek vyssi odolnost vici barveni —
acidorezistentni ty€inky. Tézko se barvi podle Grama, tudiz jsou oznacovany jako Gram
neutralni. Pouziva se Ziehl-Neelsenovo barveni.!? Bunééna membrana (Obr. 4) je slozena
z fosfolipidové dvojvrstvy, do které jsou zasazeny transmembranové proteiny. Na vnéjsi

strang se nachazi peptidoglykan kovalntn& vazany na arabinogalaktan.’

4.2. Tuberkuloza

Tuberkuldza je infekéni onemocnéni, které zpusobuje Mycobacterium tuberculosis
(Mtb). Sifi se ve formé kapének vzduchem pii kontaktu s nakazenym. MizZe postihnout
jakoukoliv &ast t&la, aviak pievazuji plice. Sifi se vzduchem z nakazeného (kaslani,
kychani).!!

V roce 2019 bylo celosvétové s TB nové diagnostikovano 7,1 mil lidi. V roce
2020 toto cislo v dasledku pandemie COVID-19 vyrazné pokleslo na 5,8 mil (=18 %).
Zarok 2021 uz se setkavame s mirnym narastem, kdy WHO (World Health Organization)
uvadi celosvétovy pocet nové diagnostikovanych s TB na 6,4 mil lidi. Velky propad

17



vnoveé diagnostikovanych mél za nasledek zvySeny pocet lidi, ktefi nebyli
diagnostikovani a predpoklada se, ze tato skutecnost pfispéla ke zvySeni amrtnosti (1,6
mil. lidi za rok 2021) v dusledku TB, a také k Castéjsimu nevédomému komunitnimu
prenosu v jehoz dasledku se u nakazenych nediagnostikovanych jedinci rozvinulo
aktivni onemocnéni TB.'2 Co se statistik z Ceské republiky ty&e, z Registru tuberkuldzy
(RTBO)" vyplyva, ze v roce 2021 bylo nahlaseno celkem 357 piipad(i onemocnéni TB.
Po porovnani s pfedchozim rokem se stav hlasenych snizil (RTBC uvadi o 11 pfipadu
méné oproti roku 2020). Z dlouhodobého hlediska pak dochazi k poklesu vyskytu tohoto
onemocnéni a v mezinarodnim méfitku se fadime k zemim s nizkym vyskytem TB.
Zarok 2021 bylo nahlaseno 37 umrti (mize zahrnovat i dodatecné nahlasena umrti za

predchozi obdobi). Zprava RTBC za rok 2022 neni zatim k dispozici.

4.2.1. Lécba TB

0
2 NH2
N H

X

XI
H,N
OH —NH,
H,N

H

N, N
P W
N
2 HO" "o OH N~ ~\OH

o1 J_© ﬁ N
Q o—/ ©OH HO
o7 HO™

1OH B XIvV

X1

Obr. 5: Léciva prvni linie

Lécba TB je dlouhodoba. Délka 1é¢by se odviji od kmenu bakterie. U senzitivnich kment
trva obvykle 6 mésicl, u rezistentnich kment se celkova doba 1écby odviji od konkrétni

situace pacienta a miize se pohybovat kolem jednoho roku a vice.!* Podavaji se
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kombinace rtiznych antituberkulotik. U TB mluvime o 1éCivech prvni linie (Obr. 5),
konkrétné¢ jde o isoniazid (X, Obr. 5), ktery je charakterizovan jako jeden
z nejefektivnéjSich a nejspecifictéjSich antituberkulotik.. Rifampicin (XI, Obr. 5) je
1é¢ivo, jehoz mechanismus ucinku spociva ve vazbé na B-podjednotku RNA polymerazy.
Tim dochazi k jeji inhibici a neprobiha transkripce a exprese Mrb genti. Pyrazinamid
(XTI, Obr. 5), ktery se pouziva pii kratkodobé terapii aktivni TB a neni doporucovano
k 1écbé latentni formy TB (jedné se o formu onemocnéni, kdy je imunologickymi testy
prokazana infekce Mtb, avSak neobjevuji se klinické pfiznaky a symptomy. RTG
hrudniku je v normé'). Ethambutol (XIV, Obr. 5) cili na biosyntézu arabinogalaktamu
bunécné stény (viz Obr. 4). Tyto 1éCiva se podavaji peroralné. Parenteralné se pak podava
streptomycin (XIII, Obr. 5), ktery se vaze na 16S rRNA a nasledn€ inhibuje syntézu

proteing.!!

OH OH OH
HO,, Oa 0/, _~_NH, T O
O, W0, _~_OH
O . ., O ., O . . .
HO” ™ H,N' ’NH3 ‘OH )
g OH

H,oN

XV Xvi

0O O

HO

-n

XV

Obr. 6: Léciva druhé linie

Léciva druhé linie (Obr. 6) zahrnuji tfi skupiny 1éCiv: injekeni, fluorochinolony
a peroralni 1éCiva. Injekcni 1é¢iva jako naptiklad kanamycin (XV, Obr. 6) a amikacin
(XVI, Obr. 6) inhibuji dva hlavni geny RpsL a rrs, které jsou zodpovédné za formovani
proteinti u Mtb.

Fluorochinolony napt. levofloxacin (XVII, Obr. 6) cili na bakteridlni DNA
gyrasu, ktera se sklada ze dvou A a dvou B podjednotek, které jsou obklopeny geny gyrA

a gyl”B 11,16,17
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Problémem 1écby se stala rezistence bakterii na néktera antituberkulotika. Ta
vznika v disledku mutaci v n€kolika genech (katG, ahpC, inhA) a bude 1épe popsana
v nasledujici kapitole. V dasledku rozvijejici se rezistence cili vyzkum na syntézu novych

potencialnich antituberkulotik proti multirezistentni TB (MDR-TB)

XV O/O F
F
N
0 g a
N N W\
N*[ )
S NG

XIX

Obr. 7: Nova schvalena 1éciva pro 1écbu MDR/XDR-TB

Jednim z nové schvélenych 1é¢iv pro MDR-TB je peroralni pifipravek s nazvem
SIRTURO, jehoz 1écivou latkou je bedaquilin patiici do skupiny diarylchinolont (XVIII,
Obr. 7). FDA bylo v roce 2012 schvaleno jako soucast kombinované 1écby MDR-TB.
Bedaquilin inhibuje ATP synthasu bakterie, konkrétné cili na jeji ¢ podjednotku. Dochazi
tak k inhibici metabolismu M1b.

Dalsi peroralni 1é¢ivo nese nazev Deltyba (FDA schvaleno 2014) s ti€innou latkou
delemanid (XIX, Obr. 7), které je taktéz urCeno pro 1écbu MDR-TB. Delemanid patii do
skupiny latek zvanych nitroimidazoly. Pro zachovani ucinnosti je také potieba podavat
lécivo v kombinaci s dal§imi antituberkulotiky uréenymi pro 1é¢bu MDR-TB.
Mechanismus ucinku spociva inhibici biosyntézy kyseliny mykolové v mykobakteriich
a je vhodny 1 pro pacienty, ktefti se 1é¢i s HIV.

Pretomanid (XX, Obr. 7) je dalSi peroralni schvalné 1é¢ivo (FDA 2019) ze
skupiny nitroimidalozi. Pouziva se v kombinaci s 1é¢ivy na bazi bedaquilinu a linezolidu
k 1écbé extenzivné lékové rezistentni TB (XDR-TB) nebo MDR-TB. Stejné jako
delemanid inhibuje biosyntézu kyseliny mykolové, ¢imz zabraiuje v biosyntéze bunécné

stény. (viz Obr. 4),18:19:20
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4.2.2. Problematika rezistentnich kmenu

Prvni pfipad rezistence se datuje do roku 1943, kdy byl objeven streptomycin, ale jeho
nadmérné uzivani mélo za nasledek pokles ucinnosti. Rezistenci muzeme rozdélit do
nasledujicich ¢tyt skupin. Monorezistentni TB charakterizuje formu onemocnéni, kdy
Mib pfti testu citlivosti in vitro je rezistentni pouze na jedno antituberkulotikum z prvni
linie 1éCiv (viz kapitola 4.2.1). Pojem polyrezistentni TB se pouziva, pokud je kmen
rezistentni na vice nez jedno antituberkulotikum z prvni linie 1é¢iv mimo jiz vyskytujici
se rezistenci na isoniazid a rifampicin. Pokud je kmen rezistentni na kombinaci isoniazidu
a rifampicinu, hovoti se o0 multirezistenci. Extenzivni lIékova rezistence je oznaceni pro
Mztb, které je kromé multirezistence odolné zaroven vuci jakymkoliv fluorochinolovym
antituberkulotikum a souCasné také na minimalné jedno ze tifi parenteralnich
antituberkulotik. Nejnov¢jsi definice jeste dopliiuji o pre-extenzivné 1ékovou rezistenci,
kdy jsou bakterie citlivé vii¢i 1é&iviim z obou linii.?!

Priciny rezistentnich kmenud jsou riizné. Muze se napf. jednat o neadekvatni
léCebny rezim, chybné davkovani, predCasné ukonceni 1écby, migrace obyvatel,
geneticka mutace Mtb a dalsi.?

Lécba rezistentnich forem spociva v individualni kombinaci nékolika riznych

antituberkulotik, ktera obvykle trva déle nez 12 mésicti.?

4.2.3. Vakcinace

V soucasné dobé je jedinou schvalenou vakcinou proti tuberkuloze vakcina bacillus
Calmette-Guérin (BCG).2* Vakcina je zalozena na oslabené Zivé bakterii odvozené od
M. bovis, ktera se prirozené vyskytuje ve skotu a dalSich zviratech, u kterych zpisobuje
TB a kterou od roku 1906 zkoumali 1ékat Léon Charles Albert Calmett a veterinar Jean-
Marie Camille Guérin v Pasteurové institutu v Lille. Vyvinuli tak prvni BCG vakcinu,
ktera byla peroralné poprvé podana novorozenci v roce 18. ervence 1921.23%6

V disledku péstovani BCG v rtiznych laboratofich a za riiznych podminek se nyni
pouziva komercné nékolik podkmenti s genetickymi rozdily, nikoliv vSak s rozdily
v uCinku nebo bezpecnosti. Konkrétné se jedna o rusky podkmen (Moskva-368),
bulharsky podkmen (Sofia SL.222) a podkmen Tokio 172-1.2

V roce 2019 az 88 % déti na celém svéte, které dostaly BCG vakcinu v prvnim

roce zivota, ziskaly vice nez 70% ochranu pred zavaznymi formami TB ve Skolnim véku.
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Naopak u dospélych je ucinnost ochrany BCG vakciny mnohonasobné niZzsi.
V navaznosti na studie, které poukazaly na velmi malou ucinnost u dospélych WHO
nedoporuduje preockovavani i v piipadg, Ze tuberkulinovy test je negativni.”” V Ceské
republice bylo plosné ockovani novorozencti zahajeno roku 1953. V disledku vyse
zminéného zjisténi, ze vakcina nema u dospélych jedinct téméf zadnou ucinnost, bylo
v roce 2009 pieockovani zruSeno a koncem roku 2010 zruSeno i plo$né ockovani
novorozencu. Oc¢kuji se pouze vysoce rizikové déti (napf. jeden z rodicd, sourozenec

nebo jakykoliv ¢len stejné doméacnosti mé aktivni TB).2>26

4.3. Zmpl

Zine¢nata metaloproteasa 1 (Zmpl) je jednim ze Zn>** dependentnich proteint, které se
vyskytuji u Mtb. Tento protein hraje dulezitou roli pfi imunitni odpovédi organismu.
Ovliviiuje dozravani fagosomti v makarofazich skrze potladeni zanétlivé imunitni
odpovédi, kdy je exprimovan béhem infekce, a nasledné formovani fagolysosomu.
Mechanismus bude podrobné popsan nize. 28

Jedna se o protein spadajici do skupiny M13 endopeptidas, které v organismu
reguluji biologickou aktivitu mnohych hormont, peptidi a jsou zahrnuty v procesech,
jako jsou napft. regulace krevniho tlaku (Neprilysin), prevence hemolytickych reakci

a dalSich. Endopeptidasy pak délime na zakladé hlavnich katalytickych mechanismu.

Jedna z téchto skupin se nazyva metaloproteasy, kam patii i Zmp1.!

4.3.1. Struktura Zmpl

Bioinformatickou analyzou genomu Mtb byly zjistény tii udajné Zn>* metaloproteasy
Rv0198c (Zmpl), Rv1977 (Zmp2) a Rv2869c (Zmp3). VSechny jsou zalozeny na
aktivnim misté HExxH, ktery je spoleény pro viechny Zn** metaloproteasy.? Role genu
Rv2869c byla popsana ve spojitosti s metabolismem lipidi. Gen neni dulezity pro preziti
Mztb, ale je transkripénim regulatorem gent zodpovédnych za syntézy a degradace
lipidi.

Pro viechny M13 endopeptidasy jsou charakteristickd vazebna mista Zn?* (jak jiz
diive zminény HExxH, tak ExxxD) a misto pro substrat/inhibitor (VNAXY). Glutamatovy
zbytek HExxH je nezbytny pro katalyzu, jelikoz katalyzuje polarizaci molekuly vody,
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kterd usnadriuje reakci nukleofilu s peptidovou vazbou na substratu. Tim nasledné

dochazi ke $tépeni substratu.

~ NH
o ¢
o M o
HO” > o1 Y
OH
XXI
Obr. 8: Fosforamidon

Krystalicka struktura Zmpl (Obr. 9) byla zjisténa reakci s inhibitorem fosforamidonem
(XXI, Obr. 8), ktery interaguje pfimo se zineCnatym kationtem, a zarovenl blokuje vstup

do aktivniho mista (78% inhibice).>!

Obr. 9: Krystalicka struktura enzymu Zmp1!

Sekundarni struktura proteinu (Zmpl) sestava ze dvou hlavnich lalokt, vykazujic a-
helikalni usporadani. Tyto laloky jsou vzajemné propojeny nekolika smyckami v ramci
celého proteinu. Enzymaticky aktivni misto je situovano mezi obéma laloky a je dostupné
skrze dva opacné lokalizované otvory (Obr. 9).

Obr. 9 znazorfiyje tii nahledy na enzym Zmpl. Nejprve celkovou strukturu Zmpl
(A). Barvy rozlisuji jednotlivé sekundarni struktury proteinu (Zmpl). Pfevazuje zde a-
helix (modra a Cervena barva), ale obsahuje 1 B-skladany list (oranzova a zluta barva).

Cervena a modra zaroved od sebe oddé&luji horni a dolni lalok. Cely protein je provleden
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smyckami, které zde maji Sedou barvu. Kation Zn>* ktery ma tvar tetraedru, je zde
vyobrazen jako kulovita Sed4 oblast v horni ¢asti proteinu.

Vertikalnim pootocenim o 90° ziskame pohled z profilu (B). Dale je zde zobrazen
elektrostaticky potencial — modré zbarveni odpovidd kladnému naboji, Cervené
negativnimu (C). Sipky znazorfiuji vstupni a vystupni mista v podob& mezer a dutin pro

substrat/produkt k aktivnimu mistu.!

4.3.2. Funkce Zmp1 a imunitni odpovéd’ organismu

Patofyziologie této bakterie spociva v potlaceni imunitni odpovédi organismu, ktera se
projevi nepritomnosti jednoho z hlavnich protizanétlivych cytokint interleukinu — 1§ (IL-
1B), a to kvuli proteinu Zmpl.

Presny mechanismus patogeneze Zmp1 nebyl zatim plné vyjasnén. I pres zjisténi,

4

ze potlacenim Zmp1 genu dojde k reaktivaci kaspazy-1 a produkci cytokint,” se pozdéji

ukdézalo, ze odstranéni genu v mysim modelu, kodujiciho Zmpl, vedlo naopak ke zvySeni

virulence bakterie.’>!
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Obr. 10: Inhibice dozravani fagosomu zplisobena Zmp1>

V plicnich sklipcich dochazi k fagocytoze bakterie butikami imunitniho systému —
makrofagy. Uvnitf makrofagu vznika fagosom (Obr. 10). Zprvu jsou bakterie vystavené
hydrolytickému prostiedi, ale v pfipadé nedostateCnosti vysle imunitni buika signal
k vytvoteni fagolysosomu, ktery ma za nasledek zneSkodnéni bakterie. Bézné je
mechanismus takovy, ze multiproteinovy komplex = inflamasom, slozeny
z cytosolickych proteinovych senzort ze skupiny NLRs (Nod-like receptory = nucleotid-
binding oligomerization domain like receptors), rozpozna bakterialni dsDNA. Pro-

kaspaza-1 se po komplexotvorné reakci s inflamasomem prechazi na kaspazu-1, ktera
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S$té€pi pro-interleukin-1B na jeho maturovanou formu v podobé cytokini IL-1B. Ty se
vazou na povrchu makrofagu na IL-1 receptory1 a spusti formovani fagolysozomu.*® To
se ale v pripadé Mrb nedée. Zmpl potlacuje aktivitu inflamasomu prostfednictvim
inhibice procesu aktivace kaspazy-1, a tedy zabranuje i tvorbé IL-f z pro-IL-1B. To

vysvétluje, pro¢ tento cytokin neni pii imunitni odpovédi organismu pfitomen.!

4.4. Inhibitory Zmpl

Navrh novych potencialnich inhibitor &erpa z poznatkt o krystalické strukture Zmp1.!
Vychazi z molekulového dokovani navrzenych struktur do aktivniho mista. Nasleduje
ptiprava knihovny latek, ktera je posléze podrobena biologickému testovani. Doposud
provedené studie zminuji derivaty rhodaninu, aminothiazolu, hydroxychinolinu a

thiazolidindion/pyrol/indol hydroxamatt. >3

4.4.1. Derivaty rhodaninu a aminothiazolu

Na zakladé zjisténi, ze molekula fosforamidonu vykazuje inhibicni schopnosti vici
Zmpl, vznikla o tfi roky pozd&ji v roce 2014 studie,* ktera zaroveii zohledfiovala mozné

interakce svySe zminénym Neprilysinem, jakozto proteinem ze stejné skupiny

metaloproteas.
S S
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Obr. 11: Stereoselektivni syntéza R-modifikovaného rhodaninu
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Tento vyzkum vychazi z jiz znamé krystalické struktury Zmp1/fosforamidon.! Zabyva se
multidisciplinarnim dvoukrokovym structure-based virtual screeningem — navrh
inhibitoru na zakladé znamé struktury biologického cile, a dale samotnou syntézou
prvnich selektivnich inhibitord Zmp1. Jako zakladni heterocyklus je zde zvolen rhodanin.
Testy in vitro ptfinesly vysledky v podobé molekuly XXVI (Obr.11), kdy oba jeji
enantiomery vykazovaly dobré inhibi¢ni schopnosti, av§ak R isomer byl selektivné)si.
Podle molekularniho modelu je zde karboxylova skupina na fenylalaninu jako ZBG. Obr.

1 zachycuje jeho stereoselektivni syntézu.
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suchy MeOH  H3COOC, SCN” Y0~ , DIPEA H3COOC
2 - ‘ NH2 o NJJ\NJJ\O/
Ph 0°C,rt,1h Ph DCM,0°C,rt, 1 h Ph H H
XXVII XXVIII XXIX
NO, 3M NaOH
72 % MeOH,
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SN
PS R
HOOC™ N N o) s
{ ) Br HooC I
N~ “NH,
Xxxi DMF, reflux, rt, 1-3 h Ph H
‘ ) XXX
CN
89 %
Ph S R'=NO,, CN
PS )
HOOC” N~ N
H
XXXII

Obr. 12: Syntéza derivatti aminothiazolu

Zadatkem roku 2018 byl publikovéan ¢lanek,? ktery se zabyval vyzkumem latek, jejichz
struktura vychazi z 3-(karboxymethyl)rhodaninu a navazuje tak na ptredchozi vyzkum.
Zarovei je zde zvolen novy zékladni heterocyklus v podobé aminothiazolu.

Na zakladé tohoto a predchozich vyzkumu se doslo ke konkrétnim zavéram.
Témét vSechny latky, které maji jako zakladni heterocyklus rhodanin, vykazovaly

inhibi¢ni vlastnosti, a to v rozmezi ICso = 1,3 — 43,9 uM. Pokud jako zakladni skelet byl
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zvolen aminothiazol, inhibi¢ni ucinek se projevoval pouze u dvou molekul (XXXI

a XXXII, Obr. 12), a to konkrétné ICso= 41,3 uM, resp. 35,7 uM.

4.4.2. Derivaty 8-hydroxichinolinu a kyseliny hydroxamové

X
= O
N
OH OH
XXX
1) NMM, HOBt, EDC, 1) NMM, HOBt, EDC,
DMF, 25 °C,2h DMF, 25°C,2h
2) O-benzylhydroxylamin, 2) fenylethylamin,
DMF, 25 °C DMF, 25 °C
\ A e \ N
= 0]
N N
OH HN .
o OH HN
77 % | 89 %
XXXIV XXXV

Obr. 13: Syntéza derivati 8-hydroxychinolinu a hydroxamatu

V ten samy rok (2018) vysel dalsi ¢lanek.® TaktéZ se zabyval vyvojem potencialnich
inhibitord Zmpl, zaméfil se ale na derivaty 8-hydroxichinolinu s navazanym

hydroxamatem (Obr. 13).

Obr. 14: Molekulové dokovani molekul XXXIV (A) a XXXV (B) do aktivniho mista’
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Bylo vsak zjisténo, ze latka XXXIV ma dvé vazebna mista (Obr. 14), kterd maji za
nasledek rozdilné chovani molekuly (jedno ma za nésledek pozadované snizeni afinity
substratu, ale druhé zvysuje jeho afinitu, tudiz zvySuje enzymatickou aktivitu Zmpl).
Vztah mezi strukturou a aktivitou byl v pfipadé XXXIV popsan koordinac¢ni vazbou
vhodné& umisténé karbonylové skupiny se Zn’>* a zbylé &asti molekuly interagovaly
s okolnimi skupinami v aktivnim misté. Doslo k vytvofeni vodikové vazby mezi 8-
hydroxy skupinou a E560, hydroxamova NH skupina reagovala s N452, hydroxamovy
atom kysliku vytvafel vazbu s R628. Atom dusiku v poloze 1 a karbonylovy kyslik
utvorili dvé vodikové vazby s H622. Dale pak diky m-m interakcim (benzylovy kruh
s W604, H493 a F48 [nazyvané S1’ misto]; hydroxychinolin s H622) dochazelo ke
stabilizaci vazebné pozice inhibitoru v aktivnim miste.

Neptitomnost hydroxamového atomu kysliku v molekule XXXV méla vliv na jeji
inhibi¢ni schopnost, ktera byla velmi nizka oproti molekule XXXIV. Bylo tedy
potvrzeno, ze latky, které obsahuji tento hydroxamovy atom kysliku, vykazuji vyssi
inhibi¢ni schopnosti, oproti latkam, které jej ve své struktufe nemaji. Jeho absence ma za
nasledek neschopnost vytvofit vazbu s R628, a tim padem molekula nedokaze pftiblizit

karbonylovou skupinu dostate¢né blizko Zn?* iontu.?

4.4.3. Derivaty thiazolidindionu (TZD)

0] O
S 0 R S 0
1 — 1
SﬁN\RZJJ\N/O\/R \’%N\Rzij\N/o\/R
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R%=

A
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Obr. 15: Navrzené a pfipravené struktury
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Na oba vyzkumy, které byly zminény v predchozich podkapitolach, navazuje clanek
zroku 2020°, na kterém se mj. podileli ¢lenové nasi vyzkumné skupiny. Zabyva se
syntézou prvni generace thiazolidindion-hydroxamovych derivatd a jejich inhibi¢nimi
vlastnostmi. Byly navrzeny dvé zakladni struktury (Obr. 15). Obé obsahuji jako zakladni
heterocyklus thiazolidindion, substituovany na dusiku v poloze 3 skupinou R?, na kterou
jsou navazany derivaty hydroxamové kyseliny R! (A, Obr. 15). Druh4 struktura ma navic

substituovanou polohu 5 skupinou R* (B, Obr. 15).

o B
S\( aldehyd s 0 r O/ NaH
NH  piperidin, EtOH, NH  DMF(suchy), rt,
reflux 5 h o pres noc
XXXVI XXXVII XXXV'"
HBr (40%)
reflux, 5 h
s P
_S o O-allylihydroxylamin-HCI \(
0 N\)J\ ,O\/\ \/IL
40 % N H,O, rt, 2 h OH
O H 2™ ’ O
v XXXIX

Obr. 16: Latka Syntéza latky I'V s nejlepSimi inhibi¢nimi uc¢inky

Vyzkum ukazal, ze vSechny pfipravené sloucCeniny vykazovaly v zavislosti na své
struktufe riznou inhibiéni aktivitu. Navazana benzylova skupina jako R! se projevila jako
pfi¢ina niz§i inhibice v porovnani s allylovou skupinou vtéto poloze. Jako
nejpravdépodobnéjsi inhibitor se ukazala latka IV (Obr. 16). Jako jedina vykazovala
in vitro malou antimykobakterialni aktivitu vici k extracelularnimu Mtrb H37Ra. Jeji
inhibi¢ni ucinky jsou ziejmé dany piitomnosti nepolarniho alifatického fetézce, ktery
muze interagovat s hydrofobnimi ¢astmi, kam se vétsi molekuly nedostanou. Svou roli

také hraje nevyztuzeny linker v podobé methylenu.’
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4.4.4. Derivaty thiazolidindionu, indolu a pyrolu
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Obr. 17: Navrzené a pripravené TZD derivaty
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Obr. 18: Navrzené a pfipravené derivaty indolu/pyrolu

Na piedchozi studii’ navazuje vyzkum z roku 2022° ktery byl proveden v ramci nasi
vyzkumné skupiny. Na zakladé molekulového dokovani bylo zjisténo, Ze prvni generace
TZD nedosahne az k aktivnimu mistu a zdrzuje se spiSe u jeho vstupu. Tento vyzkum se
zaméfoval na navrh a syntézu potencialnich inhibitord Zmpl druhé generace, kdy
alifaticky fetézec u TZD prvni generace byl nahrazen prodluzujicim linkerem, na jehoz
konci byla jako ZBG zvolena methylesterova skupina (Obr.17). Ukazalo se ale, ze TZD
miize reagovat s vicero biologickymi cili,** a proto byly dale pfipraveny také knihovny,
které mély jako svij zakladni skelet indol a pyrol (Obr. 18). Na zakladé molekulového

dokovani zde byl zachovan hydroxamat
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Obr. 19: Syntéza indol/pyrol derivata V a VI

A

Za zminku zde stoji latky V a VI (Obr. 19). Jejich schopnost inhibice Zmp1 byla 86 + 6

%, ICs0 = 20uM; 88 + 8 %, ICs0 = 17 uM). Pii testech in vitro uz ale vykazovaly horsi
inhibi¢ni schopnosti nez latky z TZD knihovny (Obr. 17).
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Obr. 20: Syntéza TZD derivatu V

U vSech pripravenych latek (Obr. 17 a Obr. 18) nebyla pozorovana zadna vyznamna
akutni in vitro toxicita pii aplikaci do 128 puM na RAW264,7 na mySich makrofazich
a MRC-5 lidskych plicnich fibroblastech. V konkrétnim ptipad€, kdy buriky makrofaga
nakazené Mtb byly vystaveny latkam ze skupiny TZD, doslo u latky V (Obr. 20) po 72 h
k 83,2% redukci intracelularniho preziti bakterie. Vyzkum doSel k zavéru, ze TZD jsou
stale slibnym cilem a je potieba se do budoucna vice zaobirat vyzkumem SAR - Structure-

Activity Relationship (vztahem mezi strukturou a reaktivitou).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem predkladané bakalaiské prace je syntéza novych inhibitord druhé generace
mykobakteridlniho enzymu Zmpl. V prvni ¢asti této kapitoly budou podrobné
diskutovany jednotlivé reak¢ni kroky, které vedly k syntéze vychozich intermediata A
(Schéma 1). Druha ¢ast bude vénovana rozdilnym syntetickym postupim, které byly
zvoleny za ucelem ziskani finalni knihovny latek B. V zavéru této kapitoly budou
popsany a diskutovany reakcni podminky a jejich optimalizace, které vedly k syntéze
finalni knihovny latek C, které byly navrzeny jako alternativa pivodné zamyslené

knihovny B.
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o \ S OH
A
0 ///<O

/% - N’O\

N H O\R1 N H R1
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NH
NH \
(0] o R3
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Schéma 1: Finalni knihovny latek
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6.1. Syntéza intermediati pro pripravu finalni latek

Zde budou detailné popsany jednotlivé reakéni kroky, které vedou k piipravé vychozich

intermediat 5a a 5b (Schéma 2).
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Schéma 2: Navrh syntézy intermediatt Sa a Sb
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6.1.1. N-alkylace methyl indol-3-karboxylatu
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1 2

Schéma 3: N-alkylace methyl indol-3-karboxylatu

Vychozi methyl indol-3-karboxylat 1 byl podroben N-alkylaci (Schéma 3) v pfitomnosti
terc-butyl bromoacetatu a KoCOj3. Jako rozpoustédlo byl pouzit CH3CN. Smés byla
michéna pod refluxem po dobu 19 hodin za vzniku pozadované slouceniny 2 s vytézkem
67 %. Tato reakce byla provedena podle podminek uvedenych v patentu®> a vzhledem

k uspokojivym vytézkim ji nebylo nutné dale optimalizovat.

6.1.2. Deprotekce terc-butyl esteru

0
//(o% /J(OH
N TFA N
7 Y
DCM, 1t, 2 h
Q o]
o \ o\
2 3

Schéma 4: Deprotekce terc-butyl esteru

Podle podminek uvedenych v patentu® byla provedena deprotekce terc-butyl esteru
(Schéma 4). Vychozi latka 2 byla rozpusténa ve smési TFA/DCM a ponechana reagovat
za laboratorni teploty po dobu 2 h. Produktem byla latka 3 s kvantitativni vytéznosti

a reak¢ni podminky nebylo potieba optimalizovat.
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6.1.3. Syntéza allyl/benzylhydroxamatu

0
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N OH
Y/ 4a
0} 0
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3 EDC-HCI N H
/
THF/H,0, 2 h, rt
o]
o\

4b

Schéma 5: Syntéza allyl/benzylhydroxamatu

Syntéza allyl/benzylhydroxamatu (Schéma 5) byla provedena na zakladé reakcénich
podminek uvedenych v ¢lanku.’ Vychozi latka 3 byla suspendovana v destilované vodé
s naslednym pridavkem vodného roztoku O-allylhydroxylaminu/O-
benzylhydroxylaminu. V piipadé potfeby bylo pH upraveno 1M NaOH a za pomoci
minimalniho mnozstvi THF byla suspenze pfevedena na roztok. Nasledné byl pfikapan
vodny roztok EDC-HCI a reakce byla michdna 2 h za laboratorni teploty. Produkty 4a
a 4b byly ziskany s uspokojivymi vytézky (66 %, resp. 82 %), a proto nebylo potieba

reakéni podminky dale optimalizovat.
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6.1.4. Hydrolyza methylesteru
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Schéma 6: Hydrolyza methylestert

Hydrolyza vychozich komponent 4a a 4b na produkty 5a a 5b (Schéma 6) byla nejprve
provedena za uziti 2M vodného roztoku LiOH (15,0 ekv.) v prostfedi THF za laboratorni
teploty po dobu 28 h na zakladé podminek uvedenych v ¢lanku,’ které ale neposkytovaly
uspokojivé vysledky (43% konverze). Bylo proto nutné zvolit vhodné&jsi podminky
bazické hydrolyzy. Zprvu byl zvolen pevny LiOH-H>O, jehoz uziti je popsané
v patentu.*® Reakce probihala v piitomnosti 3,0 ekv. pevného LiOH-H,O v prostiedi
THF/H>0 za laboratorni teploty po dobu 72 h. Ani zde nebyla konverze uspokojiva (32
%). Nasledné byla optimalizovana reakéni teplota na 50 °C, kdy bylo zvoleno stejné
mnozstvi LIOH-H>0 (3,0 ekv.) a reakce byla michana ve smési THF/H2O. Po 48 h bylo
dosahnuto 90% konverze podle LC-MS analyzy. DalSim cilem bylo vyzkouSet zkratit
reakéni ¢as. Kvantitativni konverze v kratkém Case s vytézkem 85 % po izolaci bylo
dosazeno za pouziti podminek popsanych v patentu.’” Pevny NaOH (19,8 ekv.) zde byl
pouzit jako alternativni baze. Reakce probihala v prostfedi MeOH/H>O pfi 80 °C po dobu
2 h.
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Tab. 1: Optimalizace reakcnich podminek pro hydrolyzu methylesteru

baze ekv. rozpoustédlo teplota (°C)  cas (h) LC-MS
konverze
2M LiOH 15,0 THF rt 28 43 %
LiOH-H20 3.0 THF/H>0 (1:1) rt 72 32 %
LiOH-H20 3,0 THF/H2O (1:1) 50 48 90 %
NaOH 19,8 MeOH/H20 (3:1) 80 2 93 %

6.2. Priprava série finalnich latek
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Schéma 7: Pavodné navrzené syntetické postupy
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V této podkapitole budou diskutovany dva rozdilné syntetické postupy (Schéma 7), které
byly zvoleny pro syntézu finalnich latek z knihovny B (Schéma 1). Diivod pripravy latek
8 (Schéma 7) vychazi z predpokladu, ze aromaticky substituent bude vystupovat jako
prodluzovaci ¢ast (linker) mezi indolovou ¢asti molekuly a koncovou aminokyselinou,
ktera by tak méla lépe dosahnout do aktivniho mista enzymu a pomoci vhodné funkcni

skupiny vytvofit pozadovanou interakci se Zn>** kationem.

6.2.1. Protekce linkeru

NH, NH,
3 ekv. SOCl,
MeOH, 0 °C-t, 28 h
COOH COOCH,
9 6

Schéma 8: Protekce linkeru

Protekce linkeru (Schéma 8) byla provedena podle podminek uvedenych v ¢lanku.*® Jako
chloracni Cinidlo zde byl pouzit SOCl; (3 ekv.), ktery byl za 0 °C piikapan k roztoku
vychozi p-aminobenzoové kyseliny 9 v MeOH. Reakce byla nasledné¢ michana za
laboratorni teploty po dobu 28 h. Zvolené podminky poskytovaly uspokojivé vytézky (91

%) a reakci nebylo potfeba optimalizovat.
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6.2.2. Nukleofilni acylova substituce
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Schéma 9: Napojeni linkeru pomoci nukleofilni acylové substituce

Tato reak¢ni cesta vychazi z intermediatd 5a resp. Sb (Schéma 9), jejichz pfiprava byla
popsana vySe (viz kapitola 6.1.). Cilem této metody bylo napojeni linkeru za tvorby amidu
8a a 8b pres acylchloridy 7a a 7b, které byly v reakci vyuzity bez zadné blizsi purifikace.

Prvni reakce byla provedena s oxalyl chloridem (Tab. 2) jakozto chloracnim
ginidlem podle &lanku.* Vychozi kyselina 5a resp. 5b (Schéma 9) byla po dobu 1 h pii
50 °C michana s 37 ekv. oxalyl chloridu. Po ub&hnuti 1 h byla smés ponechana na RVO

k zakoncentrovani. Viskoézni meziprodukt 8a resp. 8b byl rozpustén v bezv. DCM
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a zchlazen na 0 °C, za kterych bylo pfidano 2,5 ekv. linkeru 6. Reakce byla michana 20 h
za laboratorni teploty. Konverze byla podle LC-MS velmi nizka (4 %).

Snizeni poméru chloragniho ¢inidla podle podminek vychéazejicich z publikace,*
vedlo v nasledujicim reakénim kroku k nedetekovatelnosti finalniho amidu 8a resp. 8b.
Jako alternativni chlorac¢ni Cinidlo byl zvolen SOCI,, ktery byl pouzit soucasné za
stejnych podminek. Konverze takto pfipraveného acylchloridu na pfislusny amid byla
v tomto piipadé o par procent lepsi a SOCI> byl upfednostnén pro dalsi optimalizace
reakénich podminek.

Za ucelem zvySeni konverze byla chlorace kyseliny provedena za laboratorni
teploty v nadbytku SOCI» a k takto pfipravenému chlor derivatu byl poté po dikladném
zakoncentrovani a odpafeni na RVO pfidan linker, ale ani v tomto piipadé nebyla
detekovana uspokojiva konverze. Velice §patna konverze se ukazala i po ptidavku baze
v podobé K>COs3 pro neutralizaci pripadné kyselého prostiedi. Probéhla tedy snaha
o chloraci za zvySené teploty 75 °C, ktera byla taktéz bez vyrazné zmény konverze
v acylacnim kroku.

Nejvyssi dosazena konverze (26 %) byla detekovana u zvyraznéné reakce, kdy
pouzitym chlora¢nim ¢inidlem byl nadbytek SOCI, a reakce byla michéana 3,5 h pti 75 °C.
Vysuseny acylchlorid byl rozpustén v bezv. DCM a za laboratorni teploty pak k nému
bylo pfisypano 2,5 ekv. linkeru. Reakce byla michéana pii 40 °C po dobu 20 h.

Problém pfi tomto syntetickém kroku zifejmé nevychazi z nedokonalé konverze
kyseliny na pfislusny acylchlorid, ale pravdépodobné z nizké reaktivity aromatického
aminu, ktery je siln€ deaktivovan ptitomnosti esterové skupiny. Vzhledem k hodné nizké

konverzi 1 pres fadu optimalizaci bylo od tohoto syntetického postupu opusténo.

Tab. 2: Optimalizace reakcnich podminek pro acylovou nukleofilni substituci

chloraéni eky. teplota cas rozpoustédlo K:COs;  linker cas teplota LC-MS

¢inidlo “°C) (h) (ekv.) (ekv.) (h) (°C)  konverze
oxalyl
37,0 50 1 bezv. DCM - 2,5 20  O—rt 4 %
chlorid
oxalyl bez
11,5 50 1 bezv. DCM - 2,5 22 O—rt
chlorid konverze
SOCl, 11,5 50 1 bezv. DCM - 2,5 22 O—rt 11 %
SOCl,  nadbytek rt 1 bezv. DCM - 2,5 22 rt 10 %
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SOCl2  nadbytek 75 1 bezv. DCM - 2,5 22 rt 9 %

SOCl2  nadbytek 75 3,5 bezv. DCM - 2,5 20 rt 13 %
SOCl2  nadbytek 75 3,5 bezv. DCM nadbytek 2,5 20 rt 6 %
SOCl2  nadbytek 75 3,5 bezv. DCM - 2,5 20 rt—40 26 %
SOCl2  nadbytek 75 3,5 bezv. DCM nadbytek 2,5 20 40 14 %

6.2.3. Karbodiimidova metoda
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OH OH
o] o}
HzN@COOCH3
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COOCH; COOCH;

Schéma 10: Napojeni linkeru pomoci karbodiimiduu

Tato reakéni cesta vychazi z intermediata 5a resp. 5b (Schéma 10), jejichz priprava byla
popsana vysSe (viz kapitola 6.1.). Cilem této metody bylo napojeni linkeru pomoci
karbodiimidu za vhodné aktivace.

Vychozi latka 5a resp. Sb byla spolecné s EDC-HCI (1,1 ekv.) a HOBt(1,1 ekv.)
rozpusténa v DMF. Po promichani byl k takto pfipravenému roztoku pfidan roztok 0,9

ekv. linkeru 6 s 3,0 ekv. DIPEA v DMF. Sm¢s byla michana za laboratorni teploty po

42



dobu 2 h. Na zaklad¢ detekce LC-MS reakce neposkytovala uspokojivé vysledky. Bylo
zde velké mnozstvi nezreagované vychozi latky 5a resp. Sb a vedlejSich produkta. Stejné
podminky byly znovu pouzity s rozdilem, kdy byla vynechdna DIPEA. V dal§im pfipadé
pak bylo za stejnych reakénich podminek zménéno potadi pridani jednotlivych
komponent, kdy vychozi latka byla nejprve s linkerem rozpusténa v DMF a posléze bylo
k tomuto roztoku piidano EDC-HCI s HOBt. Ve vSech vySe uvedenych ptipadech byla
LC-MS detekovana ptitomnost VL, VP a pfi zméné potadi pridani komponent byl kromé
VL a VP detekovan také nezreagovany linker.

Stejné podminky a postup jako v pifipadé prvni reakce byly znovu pouzity
s rozdilem v reak¢énim Case, ktery byl zvySen na 24 h. Detekce LC-MS ukazala prakticky
kvantitativni konverzi (predpokladalo se, ze latka na LC-MS §patné ionizuje, a proto neni
mozné najit jeji presnou hmotu). Po zpracovani bylo zji§téno, ze produkt nevznika a doslo
pouze k vyizolovani nezreagovaného linkeru. V hmotnostni spektru jsme detekovali pik
odpovidajici latce o M, =440, coz by mohlo nasvédCovat pfitomnosti aktivovaného esteru
(komplexu karboxylové kyseliny s HOBt). V navaznosti na vyse uvedené podminky
spocivala jejich optimalizace ve zvyseni reak¢ni teploty a poctu ekv. u vSech reaktantd
s vyjimkou béze. Detekce LC-MS ani TLC neprokéazala pfitomnost pozadovanych
produktti, pouze VP.

Nasledujici podminky EDC-HCI (2,0 ekv.), HOBt (1,1 ekv.), linker (0,9 ekv.)
v prostiedi DMF byly aplikovany v teplotnim rozmezi od laboratorni teploty po 70 °C
a v casovém rozmezi 2-20 h. Ve vSech téchto pfipadech LC-MS detekce ukazala
ptitomnost velkého mnozstvi VP v rizném rozpéti molarnich hodnot a opét potvrdila
pritomnost vedlej§iho produktu pravdépodobné v podobé aktivovaného esteru.

Po podrobnéjsim prozkoumani dostupné literatury jsme se rozhodli podle
podminek uvedenych v patentu*' vyzkouset alternativni karodiimid. Na zakladé
predlozeného postupu bylo v reakéni barce rozpusténo 1,2 ekv. linkeru v DMSO, a poté
byla pfisypana vychozi latka Sa resp. Sb. Nasledné bylo pfidano 1,5 ekv. DIC, 1,2 ekv.
HATU a smés byla ponechéna reagovat pii 60 °C 23 hodin. Detekce LC-MS neprokazala
ani v tomto piipad¢€ piitomnost produktu.

Pti dalsi optimalizaci byla vyzkousena zameéna rozpoustédla za DCM, piipadné
smés DCM/DMF (2:1) a pouziti pouze katalytického mnozstvi HOBt. Reakéni smés byla
michéna za laboratorni teploty po dobu 2 h. Pozadovany produkt 8a resp. 8b nebyl LC-
MS detekovan, pouze VL a VP.
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Stejné jako v pfipadé tvorby amidu pomoci acylchloridu lze pravdépodobné

poukazat na velice nizkou reaktivitu aminového linkeru v dasledku deaktivace esterovou

skupinou. V dusledku netspésnych optimalizaci bylo od tohoto zpsobu napojeni linkeru

opusténo.

Tab. 3: Optimalizace reak¢énich podminek pro karbodiimidovou metodu

karbodiimid  ekv. HOBt linker DIPEA  rozpoustédlo teplota cas  LC-MS
(ekv.) (ekv.) (ekv.) (°O) (h)  detekce
EDC-HCI 1,1 1,1 0,9 3,0 DMF rt 2 VL + VP
EDC-HCI 2.0 1,5 1,2 1,2 DMF 55 2 pouze VP
EDC-HCI 1,1 1,1 0,9 — DMF rt 2 VL + VP
EDC-HCI 1,1 1,1 0,9 - DMF It 24  Pouze
linker
VL +
EDC-HCI 1,1 1,1 0,9 — DMF rt 2 linker +
VP
EDC-HCI 2,0 1,1 0,9 - DMF t 2 11“5‘;{ *
EDC-HCI 2.0 1,1 0,9 — DMF 50 20 VP
EDC-HCI 2.0 1,1 0,9 — DMF 70 20 VP
1,5
DIC + HATU + — 1,2 — DMSO 60 23 VL + VP
1,2
DIC 1,2 0,1 1,0 — DCM rt 2 VL + VP
DIC 1,2 0,1 1,0 DC?;[./IID)MF rt 2 VL + VP
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6.3. Priprava alternativni série finalnich latek
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Schéma 11: Alternativni volba substituentu

Oba vySe zminéné syntetické postupy (Schéma 7) byly né€kolikrat optimalizovany (viz
Tab. 2 a 3), ale zadna reakce nevedla k finalni knihovné latek B (Schéma 1). Pivodné
navrzeny linker 6 (Schéma 7), se nepodafilo napojit pravdépodobné v dusledku jeho
nedostacujici nukleofility, na kterou ma zasadni vliv esterova skupina se zdpornym
mezomernim efektem. Je znamo, ze aromatické aminy jsou mnohem mén¢ nukleofilni
nez odpovidajici alifatické aminy vzhledem k zapojeni volného elektronového paru na
dusiku do konjugace s aromatickou ¢asti molekuly. V tomto piipad¢€ je pravdépodobné
elektronova hustota dusiku navic jesté silné odstinéna v disledku zaporného
mezomerniho efektu. Pro alternativni postup byla navrzena nova knihovna latek C
(Schéma 1), kde byly vyuzity del§i aminokyseliny (Schéma 11) za predpokladu, ze tyto
aminokyseliny diky svym del§im alifatickym fetézctim jiz dosahnou do aktivniho mista
enzymu, kde vytvori pozadovanou interakci, a nebude tedy nutné vkladat linker mezi

indolovou ¢ast molekuly a samotnou aminokyselinu.

6.2.5 Protekce vybranych aminokyselin

SOCl,

HCI - H5N
o MeOH; 0 °C-reflux, 20 h

10 1"
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Schéma 12: Protekce vybranych aminokyselin

Protekce aminokyselin (Schéma 12) byla provedena podle podminek uvedenych
v ¢lanku.*? Jako chloraéni ¢inidlo zde byl pouzit SOCl> (1,5 ekv.), ktery byl za 0 °C
ptikapavan k roztoku vychozich aminokyselinam 10 a 12 v MeOH. Reak¢ni smés byla
michana za laboratorni teploty 20 h. Zvolené podminky poskytovaly kvantitativni
vytézky esterti 11 a 13 a reakci nebylo tedy potieba optimalizovat.

6.2.6. Tvorba amididcké vazby pomoci karbodiimidu

Zde budou podrobné popsany optimalizace reakcnich podminek, které vedly k syntéze

finalnich indolovych derivat (Schéma 13).
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Schéma 13: Napojeni modifikovanych AMK pomoci karbodiimidu

COOCH;

Pro napojeni vhodné modifikovanych aminokyselin byla zvolena syntetickd metoda
pomoci karbodiimidu. Chranéna aminokyselina 20, resp. 22 byla spole¢né s 1,0 ekv. baze

(DIPEA) rozpusténa v DMF. Tento roztok byl nasledné smichan s roztokem vychoziho
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intermediatu A v DMF za laboratorni teploty. Nakonec bylo pfisypano 1,1 ekv. EDC-HC1
a 1,1 ekv. HOBt. Smés byla ponechéna michat za laboratorni teploty po dobu 19 h.
Nasledné byla provedena detekce LC-MS. V reakcni smési byl detekovan produkt s 13%
konverzi a zna¢né mnozstvi nezreagované vychozi latky. Smés byla nechana doreagovat
pfi 50 °C po dobu 2 h. Nasledna detekce LC-MS nepotvrdila vyssi konverzi.

Byla provedena optimalizace na zakladé podminek uvedenych v &lanku.*
Vychozi intermediat A byl rozpus§tén v DMF a nasledné bylo pfisypano 1,1 ekv.
protekované AMK 20, resp. 22 a 1,7 ekv. DMAP. Za 0 °C pak bylo do reakcni smési
prisypano 1,2 ekv. EDC-HCI. Reakce byla ponechana michat za laboratorni teploty 22 h.
Pritomnost produktu bez znamek vychozi latky byla potvrzena pomoci LC-MS s konverzi
63 %. (Tyto podminky se pozdéji ukazaly jako nejlepsi a byly aplikovany pro pfipravu
vSech finalnich produktd, viz Tab. 4). Pro zisk jesté¢ vysSsi konverze bylo zvySeno
mnozstvi pfidavaného linkeru na 1,3 ekv., avSak konverze jiz zlstala pii obdobném

postupu stejna (63 %).

Tab.4: Optimalizace reakénich podminek pro karbodiimidovou metodu

EDC-HCI aktivator ekv. AMK (ekv.) rozpoustédlo DIPEA teplota dcas LC-MS

(ekv.) (ekv.) (°O) (h) konverze
1,1 HOBt 1,1 0,9 DMF 1,0 rr—-50 21 13 %
1,2 DMAP 1,7 1,1 DMF = 0O—rt 22 63 %
1,2 DMAP 1,7 1,3 DMF — O—rt 22 63 %
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6.4. Biologicka aktivita

Vsechny finalni latky byly testovany na komercné zakoupeném mykobakterialnim
enzymu Zmp!l za ucelem zji§téni jejich inhibi¢nich vlastnosti ve spolupraci s prof. Mgr.
Markem Sebelou, Ph.D. na pracovisti C. R. Hana v Olomouci. Pro zji§téni procentualni
inhibice byla latka 14a—14d (substrat) smichana s enzymem a v 2minutovych intervalech
(0,1-20 min) byly odebirany jednotlivé vzorky. Ubytek substratu byl nasledné
charakterizovana pomoci hmotnostni spektrometrie s typem ionizace MALDI. Inhibicni
vlastnosti byly testovany pro rizné koncentrace enzymu. Latky 14a a 14c¢ s allylovym
substituentem inhibovaly uvedeny enzym z 60 %. Latky 14b a 14d s benzylovym
substituentem bohuzel nevykazovaly zadny inhibicni ucinek. Dalsi testovani biologické

aktivity z ¢asovych divodi neprobéhlo.

Tab. 5: Tabulka inhibi¢nich vlastnosti finalnich latek na enzymu Zmpl

Struktura Inhibi¢ni ucéinek
(%)
o) 0]
/J<N/O /J<N’O
/ /
60
(0]
HN 0 HN
14a 14c
COOCH,
H3;COOC
(0] (@]
//Z< _0 //Z< _0
7 neinhibuje
(0] (@]
HN HN
8 14b 14d
COOCH; §
HsCOOC
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Obecné informace

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

LC-MS analyzy byly provedeny na UHPLC-MS systému (Waters) slozeného
z UHPLC chromatogratu Acquity s PDA detektorem a hmotnostniho spektrometru
s kvadrupdlem. Byla pouzita Nucleodur Gravity C18 kolona (rozméry 1,8 pm, 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, linearn€ 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 kapiléarni teplotou 200 °C.

'H a 3C NMR spektra byla méfena na piistroji JEOL ECA400II (400 MHz)
spektrometru za magnetické indukce 9,39 T (s uzivanymi frekvencemi 399,78 MHz pro
1H a 100,53 MHz pro 13C). Déle na pfistroji JEOL ECX-500SS (500 MHz) spektrometru
za magnetické indukce 11,75 T (s uzivanymi frekvencemi 500,16 MHz pro 'H a 125,77
MHz pro '*C). Viechna NMR spektra byla pofizena za laboratorni teploty (21 °C)
v rozpoustédlech DMSO-d6. 'H a '3C signaly byly kalibrovany na signal téchto
rozpoustédel. Chemické posuny 6 jsou uvedeny v ppm (parts per million) a interak¢ni
konstanty (J) v hertzech (Hz).

HRMS analyza byla provadéna 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 sniméana byla spektra
v kladném 1 zaporném modu v rozsahu od x do y m/z (rozsah vidite v naméfeném spektru).
Chromatograficka separace byla provadéna na koloné¢ Phenomenex Gemini (C18, 50 x 2
mm, 3 pm c¢astice), eluce byla izokraticka, MF 80 % ACN a 20 % pufru (0,01M octan
amonny) nebo 95% MeOH + 5% voda + 0.1% HCOOH. Vzorky byly pfipraveny

rozpusténim latek v pocate¢ni mobilni fazi.
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5.2. Syntéza indolovych derivati

Zde jsou podrobné popsany jednotlivé reakcni kroky, které byly v ramci predkladané
bakalarské prace provedeny. Vzhledem k faktu, ze nékteré latky byly v nasi skupiné jiz
pfipraveny, jsou tedy charakterizovany pouze pomoci 'H NMR. Viechny nové ptipravené
latky jsou jiz plné& charakterizovany pomoci vybranych analytickych metod (\H NMR,
13C NMR, HRMS). Néktera spektra prekurzort obsahuji zbytkova rozpoustédla a vodu.

5.2.1. Syntéza methyl 1-(2-(terc-butoxy)-2-oxoethyl)-1H-indol-3-karboxylatu (2)

0
0 //( J(
N KGO, Bryj\ok N O
p p (67 %)
CH3CN, reflux,19 h
(0] 0]
o\ o\
1 2

Do reakéni banky byly navazeny 2 g (11,4 mmol) latky 1, pfidano 50 ml CH3CN, 3,6 g
(26 mmol) K2CO3 a 2,4 ml (16,24 mmol) terc-butyl bromoacetatu. Smeés byla refluxovana
19 hodin pii 90 °C. Zpracovani bylo provedeno pfidanim 50 ml destilované vody
a naslednou extrakci pomoci EtOAc (3x100 ml). Surovy produkt byl odpafen na RVO
a precistén krystalizaci ze smési EtOAc:Hex. Produktem byla bila krystalicka latka 2
s vytézkem 2,20 g (67 %). "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.13 (s, 1H), 8.03 — 8.00
(m, 1H), 7.48 — 7.45 (m, 1H), 7.27 - 7.21 (m, 2H), 5.12 (s, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.31 (s, 2H),
1.42 (s, 9H).

5.2.2 Syntéza 2-(3-(methoxycarbonyl)-1H-indol-1-yl)octové kyseliny (3)

O 0
//(O/% /J< oH
N TFA N
7 Y.
DCM, rt, 2 h
o] o)
o\ o’ 1\
2 3
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Do reak¢ni bariky bylo odvazeno 2,20 g (7,6 mmol) latky 2, ktera byla rozpusténa ve
smeési DCM (40 ml) a TFA (9 ml). Reak¢ni smés byla ponechdana michat za laboratorni
teploty po dobu 2 h. Poté byla odparena na RVO. Produktem byla krystalicka latka 3
narizovélé barvy s kvantitativnim vytézkem. 'H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 8.14 (s,
1H), 8.03 — 8.00 (m, 1H), 7.52 — 7.49 (m, 1H), 7.27 —7.21 (m, 2H), 5.14 (s, 2H), 3.82 (s,
3H).

5.2.3. Syntéza methyl 1-(2-((allyloxy)amino)-2-oxoethyl)-1H-indol-3-karboxylatu

(4a)
ol ol
/J<OH O-allylhydroxylamine-HCI /J<N’O
N EDC-HCI N H M\
0,
% THF/H,0, 2 h, rt % (66 %)
ol 0
o\ o \
3 4a

Do reak¢ni bariky bylo odvazeno 1,06 g (4,5 mmol) latky 3, ktera byla suspendovana ve
40 ml destilované vody. K suspenzi byl piidan roztok 0,75 g (6,8 mmol) O-
allylhydroxylaminu v 60 ml vody. pH smési bylo upraveno podle potieby na hodnotu 4-
4,5 pomoci 1M NaOH. Dale bylo pfidaino minimalni mnozstvi THF, dokud nedoslo
k rozpusténi vychozi latky. Na zavér byl do reakéni smési piikapan roztok 2,62 g (13,7
mmol) EDC-HCI v 60 ml vody. V pribéhu pfikapavani se tvoril bily zakal. Smés byla
ponechana michat za laboratorni teploty po dobu 2 h.

Surovy produkt 4a byl extrahovan 3x100 ml EtOAc a po odpareni rozpoustédel
na RVO byl precistén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, MF = EtOAc:Hex =
6,5:1,5). Produktem byla bila pevna latka s vytézkem 0,87 g (66 %). 'H NMR (500 MHz,
DMSO-de) 6 11.50 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 8.03 — 8.00 (m, 1H), 7.47 — 7.44 (m, 1H), 7.28
—17.21 (m, 2H), 5.92 (ddt, J = 16.7, 10.5, 6.1 Hz, 1H), 5.33 — 5.23 (m, 2H), 4.86 (s, 2H),
4.30 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H).
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5.2.4. Syntéza methyl 1-(2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethyl)-1H-indol-3-karboxylatu

(4b)
0 0O
N//(OH O-benzylhydroxylamine-HCI N/JN/O\/Q
EDC-HCI H
% THF/H,0, 2 h, rt %
o (82 %)
o\ o \
3 4b

Do reak¢ni bariky bylo odvazeno 1,06 g (4,5 mmol) latky 3, ktera byla suspendovana ve
40 ml destilované vody. K suspenzi byl piidan roztok 1,09 g (6,8 mmol) O-
benzylhydroxylaminu v 60 ml vody. pH smési bylo upraveno podle potieby na hodnotu
4 - 45 pomoci 1M NaOH. Déle bylo pfidano minimalni mnozstvi THF, dokud nedoslo
k rozpusténi vychozi latky. Na zavér byl do reakéni smési piikapan roztok 2,62 g (13,7
mmol) EDC-HCI v 60 ml vody. V pribéhu pfikapavani se tvoril bily zakal. Smés byla
ponechana michat za laboratorni teploty po dobu 2 h.

Produkt 4b se zroztoku vyloucil ve formé& srazeniny, kterd byla zfiltrovana
a vysuSena pod vakuem. Produktem byla pevna narizovéla latka s vytézkem 1,27 g (82
%). '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 11.54 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 8.05 — 8.00 (m, 1H),
7.56 —7.35 (m, 6H), 7.29 — 7.21 (m, 2H), 5.17 — 4.79 (m, 4H), 3.82 (s, 3H).

5.2.5. Syntéza 1-(2-((allyloxy)amino)-2-oxoethyl)-1H-indol-3-karboxylové kyseliny

(3a)

0]
//Z<Nfo /J<—O
’\; H \/\ NaOH N H \/\
Y

o MeOH/H,0, reflux, 2 h (93 %)
OH
o\ O

4a 5a

Methyl ester 4a (0,87 g; 3 mmol) byl rozpustén ve 40 ml smé&si MeOH/H20 v poméru
3:1. Do roztoku bylo pfidano 2,39 g (6 mmol) pevného NaOH a smés byla refluxovana
pii 80 °C po dobu 2 h. Po této dobé& byla smés zakoncentrovana na RVO, a nasledné bylo
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pH upraveno na hodnotu 2-3 pomoci 1M HCI. Surova smés byla extrahovana 3x100 ml
EtOAc a spojené organické extrakty posléze 1 solankou. Zbytkova voda byla odstranéna
bezvodym MgSQO4. Smés byla prefiltrovana a odpatfena na RVO. Produktem byla pevna
bila latka s vytszkem 0,81 g (93 %). 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 12.00 (s, 1H),
11.50 (s, 1H), 8.04 — 8.01 (m, 2H), 7.45 - 7.41 (m, 1H), 7.26 — 7.18 (m, 2H), 5.92 (ddt, J
=16.7,10.5, 6.1 Hz, 1H), 5.33 — 5.23 (m, 2H), 4.84 (s, 2H), 4.30 (s, 2H).

5.2.6. Syntéza 1-(2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethyl)-1H-indol-3-karboxylové

kyseliny (Sb)
f/z [
-0 ///<
O O
NaOH N H
MeOH/H,0, reflux, 2 h 7
o] OH (85 %)
0"\ 3
4b 5b

Methyl ester 4b (1.13 g; 3,3 mmol) byl rozpustén ve 40 ml smési MeOH/H20 v poméru
3:1. Do roztoku bylo pfidano 2,65 g (6 mmol) pevného NaOH a smés byla refluxovana
pii 80 °C po dobu 2 h. Po této dobé& byla smés zakoncentrovana na RVO, a nasledné bylo
pH upraveno na hodnotu 2-3 pomoci 1M HCI. Surova smeés byla extrahovana 3x100 ml
EtOAc a spojené organické extrakty posléze 1 solankou. Zbytkova voda byla odstranéna
bezvodym MgSO4. Smés byla prefiltrovana a odparena na RVO. Produktem byla bila
pevna latka s vytézkem 0,91 g (85 %). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 12.03 (s, 1H),
11.54 (s, 1H), 8.05 — 8.00 (m, 2H), 7.50 — 7.33 (m, 6H), 7.27 — 7.18 (m, 2H), 5.15 — 4.80
(m, 4H).

5.2.6. Syntéza methyl-3-aminopropanatu (7)

socl,

H2N\/\ﬂ/OH HCI - H2N\/\WO\
MeOH; 0 °C-reflux, 20 h

(0] (0]
6 7

Do reak¢ni baiky bylo odvéazeno 0,5 g B-alaninu (6), ktery byl rozpustén v 3,5 ml MeOH.

Vznikla suspenze byla ochlazena na 0 °C. K ochlazené smési byl opatrné piikapano
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610 pl (8,4 mmol) SOCI>. Reakéni smés byla ponechana refluxovat pii 70 °C po dobu
20 h. Rozpoustédlo a zbytkovy SOCI: byly poté odpafeny na RVO. Produktem byla bila

krystalicka latka 7 s kvantitativni konverzi. Nameétfena data koresponduji s daty

publikovanymi.*?

5.2.7. Syntéza methyl-4-aminobutanoatu (9)

0] O

socl
HZN\/\)J\OH 2 HCl - HZN\/\)J\O/

MeOH; 0 °C-reflux, 20 h
8 9

Do reak¢ni baiky bylo odvazeno 0,5 g GABA (8), ktera byl rozpusténa v 3,5 ml MeOH.
Vznikla suspenze byla ochlazena na 0 °C. K ochlazené smé&si byl opatrné piikapano
530 ul (7,3 mmol) SOCI,. Reakcni smés byla ponechana refluxovat pii 70 °C 20 h.
Rozpoustédlo a zbytkovy SOCI2 byly poté odpafeny na RVO. Produktem byla bila
krystalicka latka 9 s kvantitativni konverzi. Nameéfena data koresponduji s daty

publikovanymi.*?

5.2.7. Syntéza methyl 3-(1-(2-((allyloxy)amino)-2-oxoethyl)-1H-indol-3-
karboxamido)propanoatu (14a)

o 0

/J<N’O methyl-3-aminopropanoat-HCI N
N H M\ DMAP, EDC-HCI NCH YR
/

DMF, 0 °C-rt, 22 h %

OH
O o}

5a O
14a
Do reak¢ni bariky bylo navazeno 200 mg (0,73 mmol) latky Sa, ktera byla nasledné
rozpusténa v 5 ml DMF. Poté byl do roztoku pfisypano 112 mg (0,81 mmol) methyl 3-
aminopropanoatu-HCl a 151 mg (12,4 mmol) DMAP. Smés byla umisténa do ledové
lazné a za 0 °C bylo piidano 168 mg (0,88 mmol) EDC-HCI. Reakce byla michana 22 h
za laboratorni teploty. Surova smés byla poté okyselena 1M HCI na pH = 1. Nasledné
bylo piilito 20 ml destilované vody a vodna faze byla extrahovana 3x20 ml DCM.
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Spojené organické frakce byly promyty solankou, vysuSeny bezvodym MgSO4
a odpatfeny na RVO. Surovy produkt byl preci§tén pomoci sloupcové chromatografie
(S8i02, MF = DCM:MeOH = 9,5:0,5). Produktem 14a byla bila krystalicka latka
s vytézkem 126 mg (48 %). '"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 11.52 (s, 1H), 8.14 (d, J =
7.8 Hz, 1H), 8.02 (t,J = 5.1 Hz, 1H), 7.96 (s, 1H), 7.41 (d,J = 8.1 Hz, 1H), 7.17 (dt, J =
24.9, 7.0 Hz, 2H), 5.92 (ddt, J = 16.7, 10.5, 6.1 Hz, 1H), 5.34 — 5.23 (m, 2H), 4.78 (s,
2H), 4.30 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 3.62 (s, 3H), 3.49 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 2.60 (t, ] = 6.9 Hz,
2H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-D6) § 171.93, 164.18, 163.85, 136.41, 132.78, 131.99,
126.40, 122.02, 121.16, 120.75, 119.60, 110.21, 110.06, 76.09, 51.32, 46.67, 34.82,
33.98. HRMS: m/z vypocéteno pro Ci1gH22N305™: 360,1554 [M+H]"; nalezeno: 360,1550.

5.2.8. Syntéza methyl 4-(1-(2-((allyloxy)amino)-2-oxoethyl)-1H-indol-3-

karboxamido)butanoatu (14b)

o 0
///< _0 methyl-4-aminobutanoat-HCI /J< -0
N N \\ _DMAP. EDC-HCI N N N\
% DMF, 0 °C-tt, 22 h 7
0,
on \H (62 %)
o o
Bba O—
14b ©

Do reak¢ni bariky bylo navazeno 200 mg (0,73 mmol) latky Sa, ktera byla nasledné
rozpusténa v 5 ml DMF. Poté byl do roztoku pfisypano 123 mg (0,80 mmol) methyl 4-
aminobutanoatu-HCl a 151 mg (12,4 mmol) DMAP. Smés byla umisténa do ledové 14zné
aza 0 °C bylo pfidano 168 mg (0,88 mmol) EDC-HCI. Reakce byla michéna 22 h za
laboratorni teploty. Surova smeés byla poté okyselena 1M HCI na pH = 1. Nasledn¢ bylo
prilito 20 ml destilované vody a vodna faze byla extrahovana 3x20 ml DCM. Spojené
organické frakce byly promyty solankou, vysuSeny bezvodym MgSO4 a odpafeny na
RVO. Surovy produkt byl precis§tén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, MF =
DCM:MeOH = 9,5:0,5). Produktem 14b byla bila krystalick4 latka s vytézkem 172 mg
(62 %). "H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 11.52 (s, 1H), 8.15 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.98 —
7.93 (m, 2H), 7.41 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 7.17 (dt, ] =26.7, 7.1 Hz, 2H), 5.92 (ddt, ] = 16.7,
10.5, 6.1 Hz, 1H), 5.35 — 5.23 (m, 2H), 4.78 (s, 2H), 4.30 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 3.59 (s,
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3H), 3.27 (q, ] = 6.8 Hz, 2H), 2.39 (t, ] = 7.5 Hz, 2H), 1.79 (p, ] = 7.2 Hz, 2H). >*C NMR
(126 MHz, DMSO-D6) § 173.18, 164.13, 163.87, 136.41, 132.79, 131.80, 126.49,
121.97,121.24, 120.68, 119.59, 110.38, 110.02, 76.10, 51.20, 46.68, 37.74, 30.87, 24.84.
HRMS: m/z vypocteno pro C19H24N305": 374,1710 [M+H]*; nalezeno: 374,1710.

5.2.8. Syntéza  methyl 3-(1-(2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethyl)-1H-indol-3-
karboxamido)butanoatu (14¢)

0] 0O

//Z<N—O methyl-3-aminopropanoat-HCI /J<N/O
N H DMAP, EDC-HCI N H
/ /

DMF, 0 °C-rt, 22 h
OH NH (37%)

5b J/

14c

Do reak¢ni bariky bylo navazeno 200 mg (0,62 mmol) latky Sb, ktera byla nasledné
rozpusténa v 5 ml DMF. Poté bylo do roztoku pfisypano 94 mg (0,68 mmol) methyl 3-
aminopropanoatu-HCI a 128 mg (10,5 mmol) DMAP. Smés byla umisténa do ledové
lazné a za 0 °C bylo piidano 142 mg (0,74 mmol) EDC-HCI. Reakce byla michana po
dobu 22 h za laboratorni teploty. Surova smes byla poté okyselena IM HCI na pH = 1.
Nasledné bylo prilito 20 ml destilované vody a vodna faze byla extrahovana 3x20 ml
DCM. Spojené organické frakce byly promyty solankou, vysuSeny bezvodym MgSO4
a odpatfeny na RVO. Surovy produkt byl preci§tén pomoci sloupcové chromatografie
(S8i02, MF = DCM:MeOH = 9,5:0,5). Produktem 14¢ byla bila krystalicka latka
s vytézkem 92 mg (37 %). '"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 11.56 (s, 1H), 8.15 (d, J =
7.7 Hz, 1H), 8.03 (t, ] = 5.0 Hz, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.49 — 7.34 (m, 6H), 7.18 (dt, J = 22.8,
7.1 Hz, 2H), 5.10 — 4.78 (m, 4H), 3.62 (s, 3H), 3.50 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 2.61 (t, ] = 6.9
Hz, 2H). '3C NMR (126 MHz, DMSO-D6) § 171.93, 164.19, 163.99, 136.42, 135.67,
132.00, 128.91, 128.33, 126.41, 122.05, 121.16, 120.76, 110.22, 110.07, 77.00, 51.32,
46.68, 34.82, 33.98. HRMS: m/z vypocteno pro CHuN3Os™: 410,1710 [M+H]*;
nalezeno: 410,1712.
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5.2.9 Syntéza methyl 4-(1-(2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethyl)-1H-indol-3-

karboxamido)butanoatu (14d)

= (
N H—O\/@ methyl-4-aminobutanoat-HCI ///<N—0
) DMAP, EDC-HCI N H
/
DMF, 0 °C-rt, 22 h
iy 0 °C-rt, (46 %)
NH
0 (0]
5b O—
14d ©

Do reak¢ni bariky bylo navazeno 200 mg (0,62 mmol) latky Sb, ktera byla nasledné
rozpusténa v 5 ml DMF. Poté bylo do roztoku pfisypano 104 mg (0,68 mmol) methyl 4-
aminobutanoatu-HCI a 128 mg (10,5 mmol) DMAP. Smés byla umisténa do ledové 1azné
a za 0 °C bylo pfidano 142 mg (0,74 mmol) EDC-HCI. Reakce byla michana po dobu 22
h za laboratorni teploty. Surova smés byla poté okyselena 1M HCI na pH = 1. Nasledné
bylo prilito 20 ml destilované vody a vodna faze byla extrahovana 3x20 ml DCM. Spojené
organické frakce byly promyty solankou, vysuSeny bezvodym MgSO4 a odpafeny na
RVO. Surovy produkt byl precistén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, MF =
DCM:MeOH = 9,5:0,5). Produktem 14d byla bila krystalick4 latka s vytézkem 121 mg
(46 %). "H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 11.56 (s, 1H), 8.16 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 8.00 —
7.95 (m, 2H), 7.48 — 7.34 (m, 6H), 7.18 (dt, J = 23.8, 7.1 Hz, 2H), 5.10 — 4.77 (m, 4H),
3.59 (s, 3H), 3.28 (q, J = 6.7 Hz, 2H), 2.39 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.80 (p, J = 7.2 Hz, 2H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) & 173.19, 164.14, 163.99, 136.42, 135.68, 131.80,
128.90, 128.33, 126.50, 122.00, 121.24, 120.68, 110.40, 110.04, 76.99, 51.20, 46.69,
37.75, 30.87, 24.85. HRMS: m/z vypocteno pro C23HasN3Os™: 424,1867 [M+H]";
nalezeno: 424,1866.
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7 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace byla syntéza novych potencialnich inhibitora
mykobakterialniho enzymu Zmpl, ktera navazuje na piedchozi vyzkumy a jedna se tak
o inhibitory Zmp1 druhé generace.

Teoretickd Cast nejprve strucné pojednava o samotné Mrb a obecné popisuje
onemocnéni TB, které tato bakterie zpusobuje. Dale je zde nastinéna problematika
vakcinace a rezistentnich kment. Kromé doposud znamych 1é¢iv zde byly v zavéru
popsany vyzkumy, které se zabyvaly syntézou novych potencidlnich antituberkulotik,
jejichz cilem je pravé enzym Zmpl. Byl zde také nastinén nejpravdépodobnéjsi doposud
znamy mechanismus tohoto enzymu.

Na zakladé predchozich vyzkumt byl navrzen synteticky postup, ktery mél za cil
pfipravit latky se zakladnim skeletem v podobé indolu. Data z molekulového dokovani
doporucila zachovat hydroxamatovou skupinu se substituenty v podobé allylu a benzylu
a jako ZBG zde byly zvoleny aminokyseliny Ile a Val, které byly napojeny pfes
aromaticky prodluzujici linker, aby se ZBG mohla dostat blize aktivnimu mistu.

Pro napojeni linkeru byly zvoleny dva syntetické postupy pro tvorbu amidické
vazby, a to nukleofilni acylova substituce a syntéza pomoci karbodiimidu. I pfes fadu
optimalizaci vykazovaly oba pfistupy velmi nizkou konverzi, kdy nejvyssi naméfena
konverze byla pouze 26 %. Neuspésnost v obou téchto ptipadech byla pfisuzovana nizké
reaktivité aromatického aminu (linkeru), ktery je silné deaktivovan ptitomnosti esterové
skupiny. Proto i1 po podrobné&j§im prostudovani a aplikaci podminek uvedenych
v dostupné literatufe bylo od téchto syntetickych postupt, které mély vést k finalnim
latkam z knihovny B, opusténo.

Na zakladé téchto zaveéra byla navrZena alternativni knihovna finalnich latek C,
kde bylo cilem vyzkousSet napojit delsi aminokyseliny, které by nevyzadovaly vlozeni
prodluzujici €asti v podobé linkeru mezi samotnou aminokyselinu a indolovou ¢&ast
molekuly. Konkrétné byly zvoleny 3-Ala a GABA.

Napojeni téchto AMK bylo provedeno za pouziti karbodiimidové metody, ktera
vykazovala uspokojivé vytézky a timto zptisobem byly pfipraveny vSechny finalni latky
(14a,14b,14¢,14d) z alternativni knihovny C. U téchto latek byla také ve spolupraci

s prof. Mgr. Markem Sebelou, Ph.D. na pracovisti C. R. Hana v Olomouci testovana
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schopnost inhibice enzymu Zmp1, ktera v piipadé latek 14b a 14d byla nulova. U latek
14a a 14c¢ vykazovala hodnotu 60 %. Dalsi biologické testovani z Casovych diivoda

neprobé&hlo.
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Spektrum 9: 'H spektrum latky 14b
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