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1. UVOD

Ptedlozena habilita¢ni prace shrnuje vysledky dosazené v oblasti syntézy dusikatych
heterocykll a studia vztahd mezi jejich strukturou a antituberkulotickou G¢innosti. Z tohoto
davodu budou uvodni kapitoly vénovany tuberkuldze, v soucasnosti pouzivanym

antituberkulotikiim a piedevs§im tém v soucasnosti vyvijenym.

1.1. Tuberkuloza

Tuberkuléza (TB) je celosvétové rozsifend infekéni choroba zplsobena
mykobakteriemi ze skupiny Mycobacterium tuberculosis complex. V 99% piipadu je
pivodcem pravé Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). Pfestoze je mozna
vakcinace BCG-vakcinou a jiz od 80. let 20. stoleti je znama ucinna lécba TB spocivajici
V podani ¢tytkombinace 1ékt isoniazidu (INH), rifampicinu (RIF), ethambutolu (EMB) a
pyrazinamidu (PZA), piedstavuje TB i ve 21. stoleti vyznamnou hrozbu. Dle svétové
zdravotnické organizace (WHO) bylo v roce 2015 celosvétoveé zaznamenano 10,4 milionu
novych piipadi, 60 % z nich v Sesti nejvice zasazeny statech: Indii, Indonésii, Cing,
Nigérii, Pakistanu a Jihoafrické republice. V roce 2015 pak WHO zaznamenala 1,8 milionu
umrti v piimém duasledku TB, coz celosvétové fadi TB mezi 10 nejcastéjSich pficin

amrti. b ?

Patogenem M. tuberulosis je nakazena cela jedna tietina lidské populace a u téchto
lidi probiha tzv. latentni forma TB. U vétSiny nakazenych nedojde béhem zivota k rozvoji
aktivni formy TB. Pravdépodobnost aktivace a rozvoje TB je asi 10 %, avsak u lidi se
snizenou imunitou, pfedev§im u HIV-pozitivnich ¢i lidi trpicich diabetem, je tato
pravdépodobnost podstatné vyssi. U HIV-pozitivnich pacientl predstavuje TB nejcastéjsi
pri¢inu umrti, v roce 2015 to bylo ve 400 tis. pfipadech. Bez adekvatni 1éCby umira

v disledku TB asi 45 % HIV-negativnich pacientli a prakticky v§ichni HIV-pozitivni.! 2

| ve vyspélych zemich s kvalitnim zdravotnickym systémem vSak piedstavuje TB
vaznou hrozbu. Mohou za to multilékové rezistentni (MDR) kmeny a extenzivné rezistentni
(XDR) kmeny mykobakterii. MDR kmeny jsou rezistentni ke dvéma nejucinnéjSim
antituberkulotikiim prvni linie, k INH a RIF, zatimco XDR kmeny jsou rezistentni ke vS§em
lé¢ivim prvni linie a navic i krezervnim antituberkulotikim, pfedev§im k
fluorochinoloniim a nejméné k jednomu injekénimu antituberkulotiku. Dle WHO se v roce

2015 objevilo 480 tis. novych ptipadi MDR TB a 9,5 % z nich bylo XDR TB. K lécbé

9



téchto forem je nutno vyuzivat antituberkulotik druhé volby, které je navic nutné podavat
az 2 roky, coz vede k rozvoji vyznamnych nezadoucich ucinki a Casto je takova terapie
neuspésna. V soucasné dobé je uspésné 1éceno pouze 52 % pacienti s MDR formou TB a

28 % s XDR formou TB.!

Jak nedavno publikoval Philippe Douste-Blazy, toho Casu ptedseda organizace
Unitaid, tfinactilety Ernest z Keni, ktery trp€l 1ékové rezistentni formou TB, musel uzit
celkem 14 600 tablet antituberkulotik béhem dvouleté terapie.> A to byl jednim ze
Stastnéjsich, jelikoz pro n€j byla racionalni a uc€inna terapie k dispozici. Intenzivni migrace,
kterd v poslednich letech v Evropé probihd, ssebou pifinasi vyrazné¢ zvysSené riziko
zavleceni téchto 1€kove rezistentnich forem do Evropy. Predevsim velka zapadoevropska
meésta se stavaji rezervoarem ruznych forem TB. Velmi vypovidajici je soucasnd situace
v Londyné, kde v nékterych ¢tvrtich piesahuje prevalence TB prevalenci ve Rwandé,

Sudanu ¢&i Cing, tedy ve statech s vysokym vyskytem TB (Obrazek 1).*

Three-year average TB rates by local
authority district, England, 2013-2015

London
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[ ooas

50-99
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=50.0

1R00000

Contains Ordnance Survey data @ Crown copyright and database right 2015
Contains Mational Statistics data ® Crown copyright and database right 2015

m (ETS), Office for National Statistics (ONS)

3 Tuberculosis in England: 2016 report

Obrazek 1. Prevalence TB v Anglii, se zvétSenou oblasti Londyna. Pfevzato z Public

Health England, Tuberculosis in England: annual report*
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Jako dikaz vlivu intenzivni migrace obyvatel pak muze poslouzit udaj o pavodu

pacientli trpicich TB na tuzemi Anglie (Obrazek 2). Prevalence TB mezi obyvateli

narozenymi mimo tizemi Spojeného Kralovstvi je nékolikanasobné vys§i.*
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Obrazek 2. Pocty pfipadd TB a jeji prevalence v Anglii na zadkladé mista narozeni

postizenych. Pfevzato z Public Health England, Tuberculosis in England: annual report®

Naproti tomu situace v Ceské republice je relativné dobra. V roce 2016 bylo hlageno

celkem 517 onemocnéni tuberkul6zou, tj. 4,9 ptipadu na 100 000 obyvatel. Z tohoto poctu

predstavoval podil cizinci s TB 30 % (nejvice z Ukrajiny, Slovenska, Vietnamu a

Rumunska). 23 ptipadii pak piedstavovaly formy TB s mono ¢ multilékovou rezistenci.®
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1.2.  Soucasna terapie tuberkulézy

V soucasné¢ dob¢ pouzivand léCiva mizeme rozdélit do 5 skupin (Tabulka 1).

Doporuceny postup pro 1écbu pulmonalni TB ztstava jiz mnoho let nezménén, a to i pres

snahy nahradit EMB nékterym z fluorochinolont. Jednd se o dvoumeési¢ni podavani

¢tyikombinace INH, RIF, PZA a EMB nasledované &tyfmi mésici terapie INH a RIF.®

Tabulka 1. V souasné dobé pouzivana antituberkulotika prvni volby® a skupiny
antituberkulotik A-D pro 1é¢bu MDR a XDR TB.’

1 - Peroralni lé¢iva prvni volby

isoniazid (INH)
rifampicin (RIF)
pyrazinamid (PZA)
ethambutol (EMB)

A - Fluorochinolony

B — Injek¢ni antituberkulotika

C — Dalsi zakladni

antituberkulotika druhé linie

levofloxacin
moxifloxacin
gatifloxacin

amikacin
capreomycin
kanamycin

ethionamid / prothionamid
cykloserin / terizidon
linezolid

clofazimin

D — Pridavna antituberkulotika

D1 e vysoké davky isoniazidu
e pyrazinamid
e ethambutol

D2 e bedaquilin
e delamanid

D3 e p-aminosalicylova kys.

e imipenem-cilastatin
e meropenem
e amoxicillin-klavulanat

U MDR forem TB je pak situace daleko komplikovangjs$i. Doporucuje se terapie

alesponl péti antituberkulotiky G€innymi proti danému kmeni. Optimalné by kombinace

mela obsahovat PZA, a déle jedno 1éCivo ze skupiny A, jedno z B a dvé z C. Pokud neni
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mozné vzhledem kresistenci daného kmene dosdhnout poctu 5 antituberkulotik
pomoci vyse uvedeného schématu, je mozné doplnit IéCiva z D2 ¢1 D3. Intenzivni faze by
méla trvat 8§ mésicii a celkové by terapie méla trvat 20 mésici. Nové WHO pfipousti
moznost zkraceni terapie na 9-12 mésici u pacientli, ktefi dosud nebyli 1éceni

antituberkulotiky druhé volby, a jejichz TB neni resistentni viiéi 16¢iviim ze skupin A a B.’

Jak vyplyva z vySe uvedeného, vyzkum a vyvoj novych antituberkulotik je vysoce
z4douci. Nova léciva by méla napomoci zkraceni a zefektivnéni terapie proti citlivym i

resistentnim formam TB.

1.3.  Vyvoj novych antituberkulotik

Nové vyvijend antituberkulotika by méla spliiovat nasledujici kritéria: a) musi byt
ucinnéjsi nez v soucasnosti pouzivand antituberkulotika; b) méla by mit novy mechanismu
ucinku — tzn. byt G¢innd proti MDR a XDR kmentiim; ¢) méla by byt kompatibilni
S antiretrovirdlni terapii (vzhledem k casté HIV koinfekci); d) méla by byt G¢inna na
latentni formy TB. V poslednich letech se zacala vyvoji antituberkulotik vénovat zvySena
pozornost a vysledkem je nékolik skupin velmi nadé&nych antituberkulotik, z nichz
bedaquilin a delamanid jiz byly schvaleny pro 1é¢bu zvlast’ zavaznych forem MDR TB (viz
Tabulka 1, D2). Na obrazku 4 je ptehled novych antituberkulotik ve fazi preklinického a
klinického vyvoje.® Kromé novych chemickych entit jsou ve fazi klinického vyvoje i nové
kombinace jiz znamych antituberkulotik ¢i nové wuziti jiz znamych 1é¢iv jako
antituberkulotik. O nich se vSak Vv této praci nebudu
detailngji zmitlovat. Ve tteti fazi klinického vyvoje
je stale bedaquilin, ktery byl v roce 2012 schvalen
americkou FDA pro 1écbu MDR TB jako doplnék
k sou¢asnym lé¢ivim druhé linie. Bedaquilin ma

unikatni mechanismus G¢inku spocivajici v

selektivni inhibici mykobakteridlni ATP synthasy,

Bedaquilin (TMC-207)

coz dodava bedaquilinu vysokou baktericidni

Obrazek 3. Struktura bedaquilinu o L )
ucinnost proti citlivym I multilékové rezistentnim

kmentim (Obrazek 3).% 1°
Dalsi dvé nové latky ve tfeti fazi klinického vyvoje patii do skupiny nitroimidazolt
(Obrazek 5). Prestoze je nitroskupina spojovana s rizikem vyssi toxicity, pfedev§im pak

genotoxicity, ve vyvoji antituberkulotik se v poslednich letech setkavame s nékolika velmi
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nadéjnymi kandidaty ze skupiny nitrosloucenin, z nichz delamanid jiz byl v roce 2014

v Evropé schvalen pro 1é¢bu MDR forem TB.% 12

Global New TB Drug Pipeline *

Discovery Preclinical Development Clinical Development
| A |

[ 1 | [ \
m“
Dfarvlqu-inalines CPZEN-45* BTZ-043* OPC- Delpazolid Bedaquiline (TMC-207)
Diacyithinzoles SATBOS2* TBA-7371*  167832*  (LCB01-0371)
DprE Inhibitors
InhA Inhibitor Spectinamide - TBAJ-587 Q203* SQ-109*

1810* *
TBI-166 i

Mycobacterial Gyrase SPR-720 GSK-070* Sutezolid

Inhibi.tors (pVXc-486)* MRX-4/ (PNU-100480)
Ruthenium(ll)Complexes MRX-1 )
Arylsulfonamides TBI-223 PETZ1697
Translocase-1 Inhibitors,
Clp, MmplL3

Oxazolidinones,
Pyrimidines DprE1,PK513

*New chemical class. Known chemical classes color coded: fluoroquinclone, rifamycin, oxazolidinone,
diarylquinoline, benzothiazinone, imidazopyridine amide. ®

1 New Molecular Entities not yet approved, being developed for TB or only conditionally approved for %% WU R Kl N G G RU U P

TB. Showing most advanced stage reported for each. Details for projects listed can be found at ® ON NEW TB DRUGS

http://www.newtbdrugs.org/pipeline/clinical W newtbdrugs org
Ongoing projects without a lead compound series identified can be viewed at dated: jul
http://www.newtbdrugs.org/pipeline/discovery Updated: July 2017

Obrazek 4. Prehled vyvijenych antituberkulotik a fazi preklinického a klinického vyvoje,

ve kterych se nachazeji. Pfevzato z Working group on new TB drugs®

Druhym klinickym kandidatem z této skupiny je pretomanid.**®> Obé tyto latky maji
vysokou Ucinnost proti citlivym 1 lékové rezistentnim formam TB a jsou uc¢inné i proti
latentni TB. Mechanismus jejich u€inku jesté neni zcela objasnén. Bylo zjisténo, ze tyto
latky jsou redukovany mykobakterialni deazaflavin-dependentni nitroreduktazou na des-
nitro derivaty. Meziprodukty pfi tomto dé&ji jsou pravdépodobné zodpoveédné za jejich
vysokou antimykobakterialni u¢innost. Kromé toho dochézi k uvolnéni reaktivnich forem
dusiku, které rovnéz pfispivaji k antimykobakterialnimu wO¢inku. Delamanid inhibuje
syntézu methoxymykolové a ketomykolové kyseliny.’® Za ucéinkem pretomanidu
v aerobnim prostiedi stoji rovnéZ inhibice biosyntézy mykolovych kyselin, v anaerobnim

potom inhibice dychaciho fetézce uvolnénim oxidu dusnatého.*
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Delamanid (OPC-67683) Pretomanid (PA-824)
Obrazek 5. Struktura nitroimidazolovych antituberkulotik delamanidu a pretomanidu.

Dalsi vyznamnou skupinou vyvijenych antituberkulotik s nitroskupinou jsou
benzothiazinony, ve 2. fazi klinického vyvoje reprezentovani latkou PBTZ-169.1"%° Stejng
jako u nitroimidazolt je G¢innost benzothiazinont zavisla na pfitomnosti nitroskupiny. Ta
se V. mykobakterii aktivuje redukci na nitroso derivat, ktery se vaze na cysteinovy zbytek v
dekaprenylfosforyl-B-D-riboza-2'-oxidaze (DprEl), ¢imZz dochazi k inhibici jeji funkce
(Obrazek 6).2° DprEl je esencidlni enzym epimerujici ribézu na arabinozu, kterd je
klicovym komponentem arabinogalaktanu v  mykobakteridlni bunééné  sténé.
Benzothiazinony jsou vysoce u¢inné na délici se mykobakterie a jejich minimalni inhibiéni

koncentrace se pohybuje v fadu nanomold na litr.t’

o)
HO O-r  DprE1 O __o DprE2 O.__o
-/ Hom R HOA(I R
Hd 7 —— S S
oH HO 0 HO  ©OH
DPR DPA

R = dekaprenylfosforyl

HO,_ S SH
N
S
|
N

o e OV
FsC SW)\ SYN\)
0 I I 'N
FsC N FsC
o o)

PBTZ-169

Obrazek 6. Epimerace  dekaprenylfosforyl-p-D-ribofuranézy =~ (DPR)  na
dekaprenylfosforyl-p-D-arabinofuranézu (DPA) pomoci enzymu DprEl a jeho inhibice
benzothiazinonem PBTZ-169.
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Mezi dal§i G¢inné inhibitory DprEl patii dinitrobenzamidy (DNB-1),2
nitrosubstituované chinoxaliny (V1 9376)?2 &i triazoly (377790, Obrazek 7).23

o N
OyN o)
O.N ~_O NO, S
H A \
O/ —
NO, Br N

DNB-1 VI 9376 377790

Obrazek 7. Inhibitory mykobakterialni DprE1 ze skupiny dinitrobenzamidii (DNB-1),
nitrochinoxalinti (VI 9376) a nitrotriazolti (377790).

Vyznamnym cilem zésahu V soucasnosti vyvijenych antituberkulotik je
transmembranovy transportér Mmpl3 zodpovédny za pirenos mykolovych kyselin ve formé
trehalozomonomykolatu z cytoplasmy do prostoru bunééné stény.?* Inhibici tohoto enzymu
dojde k efektivni inhibici syntézy mykobakteridlni bunééné stény. Nejvyznamnéj$im
predstavitelem skupiny inhibitort Mmpl3 je ethylendiaminovy derivat SQ109, ktery

vykazuje excelentni aktivitu proti

H 1 .
N\/\N/\)\/\)\ citivym i MDR a XDR formam TB a
@/ H jeho uc¢inek se potencuje s ucinkem

INH, RIF ¢i bedaquilinu. SQ109 je

SQ109 . . , . .1,
Vv soucCasnosti ve 2. fazi klinického

Obrazek 8. Struktura antituberkulotika SQ109 vivoje (Obrazek 8).25

Nékolik potencialnich antituberkulotik v riiznych fazich klinického vyvoje patii mezi
oxazolidinony, jejichz mechanismus u¢inku spociva v inhibici proteosyntézy vazbou na
23S podjednotku rRNA. Ve druhé fazi klinického vyvoje se nachdzi sutezolid® a
delpazolid (Obrazek 9).2” Linezolid potom najdeme v nékolika vyvijenych kombinaé¢nich

terapiich.?®
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Obrazek 9. Struktury oxazolidinonovych antituberkulotik delpazolidu a sutezolidu

17



2. KOMENTAR K PREDLOZENYM PRACIM

Vysledky shrnuté v predlozené habilitacni praci vznikly v rozmezi let 2006 az 2017
béhem mého doktorského studia (2006-2010) a nasledné¢ béhem mé prace na Katedie
anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy, a to v ramci
feseni grantit GACR 14-08423S, GAUK ¢&. 361215 a GAUK ¢&. 55610/2010, vyzkumného
zaméru MSM 0021620822, projektd Podpora pre-seed aktivit UK mimo Prahu 1, reg. n.
CZ.1.05/3.1.00/13.0284 a Podpora pre-seed aktivit UK mimo Prahu II, reg. n.
CZ.1.05/3.1.00/14.0299 a celofakultniho vyzkumného projektu ,,Vyvoj a studium 1é¢iv
(PRVOUK P40).

Béhem svého doktorského studia jsem se vénoval piipravé a funkcionalizaci
dusikatych heterocyklll, pfedevsim tetrazoll. U pfipravenych slou€enin byla stanovovéana
ucinnost proti bakteridlnim a fungalnim kmentim a proti vybranym kmeniim mykobakterii,
avSak bez vyznamnéjSiho uspéchu. Az v roce 2011 se nam podatilo nalézt slouceniny na
bazi tetrazolu svysokou a selektivni antituberkulotickou ucinnosti srovnatelnou
s antituberkulotikem prvni linie isoniazidem. Zahy bylo ziejmé, Ze za touto ucinnosti stoji
kombinace pravé dusikatého heterocyklu a dinitrobenzylového substituentu. Od této chvile
se nd$ vyzkum zaméfil na studium vztah mezi strukturou a t¢inkem téchto latek a na
pfipravu novych analogii s vystupnovanym antituberkulotickym uclinkem a vyssi
selektivitou vi¢i mykobakteriim. Metodika ptipravy a funkcionalizace dusikatych

heterocykll se pak stala nedilnou soucésti téchto strukturné-aktivitnich studii.

V nésledujicich letech jsme ptipravili nékolik sérii i¢innych analogi ptivodnich latek
a zCasti objasnili vztahy mezi jejich strukturou a antimykobakteridlni u¢innosti. Ziskané
vysledky prezentované na domacich i zahrani¢nich konferencich vedly k navazani
spoluprace s doc. Katarinou MikuSovou z Univerzity Komenského v Bratislavé a s prof.
Stewartem T. Colem zEPFL v Lausanne, ktefi mimo jiné stoji za vyvojem
benzothiazinonovych antituberkulotik (nyni ve 2. fazi klinického vyvoje), V jejichz
laboratofich byly a jsou nase latky dale studovany. Diky prof. A. Hrabalkovi pak byla
navéazana spoluprace s Centrem biologické ochrany ACR v Téchoning, kde jsou vybrané

latky studovany in vivo na mySim modelu tuberkulozy.

Vzhledem Kk nadéjnym vlastnostem latek pfipravovanych v nasi skupiné od roku

2011 byly ptipravené série latek nejprve patentovany a az poté bylo pfistoupeno k jejich
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zvetfejnéni formou odbornych publikaci. I z tohoto diivodu je pomérné vyrazna Casova
prodleva mezi objevem prvnich latek (2011) a prvni odbornou publikaci na toto téma
(2014).

Z vyse uvedenych diivodu jsem rozdélil komentar k predlozenym pracim do dvou

tematickych celku, které se vSak logicky vzajemné prolinaji:

1. Syntéza a funkcionalizace dusikatych heterocyklu
2. Studium vztahi mezi strukturou a antimykobakterialni ucinnosti u nitro-

substituovanych N-heterocyklickych slou¢enin

Publikované préace, patenty a patentové piihlasky budou v nésledujicim textu

citovany jako P1 — P21, aby je bylo mozno snadno odlisit od praci jinych autort.
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2.1. Syntéza a funkcionalizace dusikatych heterocykli

2.1.1. Syntéza a funkcionalizace 5-substituovanych tetrazolii

Tetrazol je synteticky dusikaty heterocykl s nejvyssim obsahem dusiku mezi
stabilnimi heterocykly (W(N) = 80 %). Uvazujeme-li 0 monosubstituovanych tetrazolech,
je mozné rozlisit 3 isomery: 1-substituované 1H-tetrazoly, 2-substituované 2H-tetrazoly a
kone¢né¢ 5-substituované tetrazoly. Zvlastni postaveni ve farmaceutické chemii zaujimaji
piedevsim tfeti jmenovani, S-substituované tetrazoly (Schéma 1). Ty jsou vyuzivany jako
neklasické bioisostery karboxylovych kyselin, a to diky velmi blizkym hodnotam pKa
S5-substituovaného tetrazolu a odpovidajici karboxylové kyseliny. Klasickym piikladem
vyuziti 5-substituovaného tetrazolu jakozto bioisosteru karboxylové kyseliny je 1éc¢ivo
losartan.?® Nejb&znéj$im postupem piipravy S5-substituovaného tetrazolu je Kysele
katalyzovana adice azidové skupiny na nitril. V literatufe je popsana cela fada metod
vyuzivajicich predevsim in situ generovanych azid amonnych,®® Lewisovych kyselin®! ¢i
organokovovych® a organokfemigitych® azidi (o metodach piipravy 5-substituovanych

tetrazolti pojednava pichledovy ¢lanek [P13]).

RN

W//\N
Xy
(‘ \
\\\\//)
Tc RN
— — 0\
N—R'
N\\N’
H
R a RN b
N, TN ——
N N<r?
N R B o
N\ d
l """ > Y,N -~ R)J\N’R
© N~N' H
R0
| />—R'
N~N

Schéma 1. Obecné schéma pfipravy a funkcionalizaci 5-substituovanych tetrazol
vyuzivanych v publikovanych pracich. Symboly nad Sipkami odkazuji na ptiloZené prace:
(@) [P1, P2, P4, P11, P12, P18, P19, P20]; (b) [P3, P11, P12, P18, P19, P20]; (c) [P4]; (d)
[P11]; (e) [P9, P15, P16]
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Limitaci vétSiny v té dobé zndmych metod byly dlouhé reak¢éni ¢asy a vysoké reakéni
teplota. Z tohoto divodu jsme vyzili mikrovinnou iradiaci a jeji pomoci urychlili a
zefektivnili znamou metodu dle Sharplesse, vyuzivajici reakci nitrilu s azidem sodnym

V ptitomnosti zine¢natych soli (Schéma 2) [P1].

N  NaNa, ZnCl HN-N,
R/// 3 2 > /]\\ /N
H,0, 92-95°C, MW R~ SN
2 - 14h
60-86 %

Schéma 2. Pfiprava 5-substituovanych tetrazold metodou dle Sharplesse® s vyuzitim

mikrovinné iradiace [P1].

Prakticka vyuZitelnost této metody vSak stile nebyla dostatecnd, proto jsme posléze
vyvinuli metodu vyuzivajici polarni aromaticka rozpoustédla a mikrovinnou iradiaci, ktera
jednak vyrazn¢ zkratila reak¢ni Casy, umoznila piipravu tetrazoli z velmi mélo reaktivnich
a stericky branénych nitrili a navic umoznila snadnou extrakci produktu do vody ¢i
vodného roztoku baze (Schéma 3) [P2]. Ruzné modifikace téchto postupli syntézy
5-substituovanych tetrazoltt pak byly pouzity v piipravé antimykobakterialné Géinnych

derivatu tetrazolu [P11, P12, P18, P19, P20].

Z
R PhNO, , MW R
2-12h

-N
_N  NaNj, Et;N.HCI lilN\ N
=

N

30-93 %

Schéma 3. Piiprava 5-substituovanych tetrazolli v polarnich aromatickych rozpoustédlech

S vyuzitim mikrovinné iradiace [P2].

5-Substituované tetrazoly se vyskytuji ve dvou tautomernich formach, 1H- a 2H-,
jejich alkylace tedy vedou ke vzniku 2 regioisomeru, 1,5- a 2,5-disubstituovanych tetrazolt
(o metodach funkcionalizace 5-substituovanych tetrazold pojednava pirehledovy clanek
[P13]) (Schéma 1). Kli¢ovou roli pii téchto reakcich hraje stericka naro¢nost substituentu
R vpoloze 5 tetrazolu a zbytku alkyla¢niho ¢inidla R’. Obvykle vedou alkylace 5-
substituovanych tetrazold k zisku smési obou regioisomert, které bylo ve vétsiné nami
provedenych reakci mozné chromatograficky oddélit. Pii studiu téchto alkylacnich reakci
jsme zjistili, ze reakce 5-substituovanych tetrazolt s 1,2-dibromethanem a triethylaminem
vedou selektivné ke vzniku S-substituovaného 2-vinyl-2H-tetrazolu. Vysoka selektivita je

pravdépodobné zpiisobena sterickymi efekty in situ vznikajiciho alkyla¢niho ¢inidla (2-
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bromethyl)triethylamonium-bromidu a velikosti substituentu R na tetrazolu. Po navazani
(2-bromethyltriethylamonium-bromidu na tetrazol pak dochazi ke spontanni eliminaci
triethylamonium-bromidu za vzniku 2-vinyl tetrazolu. U reakci s objemnéjsimi arylovymi
substituenty R byl vytézek 5-substituovaného 2-vinyl-2H-tetrazolu vyssi nez u reakci

s alkylovymi substituenty R (Schéma 4) [P3].

N Et;N N<
N 3 3
R— i +  Br-(CH,),-Br R— E
N~ CH3CN, reflux N-N=
4-5h 53-88 %
- (1)

Schéma 4. Regioselektivni vinylace 5-substituovanych tetrazolt [P3].

Alkylace 5-substituovanych tetrazoli byla hojné vyuzivana k pfipravé
antimykobakterialn€ G¢innych latek. V ptipadné alkylace stericky naro¢néjsich S-aryl-1H-
tetrazoll byl jako majoritni produkt izolovan vzdy 2,5-disubstituovany tetrazol [P11, P12,
P18, P19, P20]. V piipadé potieby ptipravy 1,5-disubstituovaného tetrazolu bylo nutné
zvolit jiné cesty. Piestoze jsou popsany jednoduché,® Easto jednokrokové metody jejich
piipravy,® v nasem piipadé se nejvice osvédéila piiprava z amidu karboxylové kyseliny
cestou pies thioamid a naslednou reakci s trimethylsilylazidem v pfitomnosti rtut'naté soli
[P11].3¢

5-Substituované tetrazoly je mozné s vyhodou vyuZit jako vychozi latky pro ptipravu
jinych heterocyklii. Navazanim elektronakceptorového substituentu na tetrazol miize dojit
k eliminaci molekuly dusiku a k pfesmyku za vzniku ortho-kondenzovaného heterocyklu.’
Toho jsme vyuZili pii ptipravé nesymetrickych prekurzorl pro ptipravu azaftalocyaninii
[P4]. V nasem ptipadé jsme vyuzili reakci 5-substituovanych tetrazolt s 5-chlor-6-
(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilem. P#i vzniku 2,5-disubstituovaného tetrazolu
doslo k vySe zminénému piesmyku a vzniku [1,2,4]triazolo[4,3-a]pyrazinového jadra.
Objemnost substituentu R opét hrala klicovou roli pfi regioselektivité reakce. U objemnych
substituentt vznikal téméf vyhradné kyzeny ortho-kondenzovany produkt. Pfi reakcich
S mensim substituentem R doslo i1 ke vzniku vedlejsiho produktu, 1,5-disubstituovaného

tetrazolu (Schéma 5).
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Schéma 5. Priprava [1,2,4]triazolo[4,3-a]pyrazinovych  derivati s vyuzitim

5-substituovanych tetrazolt [P4].

Obdobnym mechanismem pak probihd acylace 5-substituovanych tetrazolti. Po navazani
acylu do polohy 2 tetrazolu dochazi k pfesmyku za vzniku 2,5-disubstituovanych-1,3,4-
oxadiazol?1.%® Tato reakce byla rovnéZ vyuzita pii pfipravé antimykobakterialné u¢innych

latek [P9, P15, P16].
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2.1.2. Syntéza a funkcionalizace 1-substituovanych-1H-tetrazol-5-thiolii a jejich

selenovych analogii

Specifickymi slou¢eninami tetrazolii jsou tetrazol-5-thioly (Schéma 6). Studium

téchto slouc¢enin ma na nasem pracovisti dlouhou tradici a vybrané tetrazol-5-thioly byly

studovany jako antituberkulotika®*! &i thyreostatika.*?
NN
R/N\N/)\S’
e /N—N R
N, »\S’
N
., -N N H
oA b ¢\ R ]
R-NcS —— N )\SH — N )\S
\ \ d
R R
R'-SCN
| e
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Schéma 6. Obecné schéma piipravy a funkcionalizaci 1-substituovanych-1H-tetrazol-5-
thiolll a jejich analogli vyuZivanych v publikovanych pracich. Symboly nad Sipkami
odkazuji na ptilozené prace: (a) [P6, P7, P10, P14, P21]; (b) [P7, P10, P11, P14, P21]; (c)
[P7, P14]; (d) [P7, P8, P9]; (e) [P8]; (f) [P6]; () [P7, P14]; (h), (i) [P5, P7]; (), (k) [P8].

Velmi jednoduchou a zéaroven efektivni metodou piipravy 1-substituovanych
tetrazol-5-thiolti je reakce odpovidajicich isothiokyanati s azidem sodnym ve vodé za

zvysené teploty.*® Tato metoda byla pouZita pro p¥ipravu rozsahlé série tetrazol-5-thiol
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[P6, P7,P10, P14, P21]. Alkylace v bazickém prostiedi pak vede k zisku 1-substituovanych
5-alkylsulfanyl-1H-tetrazolti ve vysokych vytézcich [P7, P10, P14, P21].* Tyto latky
podléhaji ochotné oxidaci peroxidem vodiku v kyseliné octové za vzniku sulfoxidl a
sulfont. Pfi niz8i reakéni teploté (45 °C) lze ziskat prednostné sulfoxidy, pfi vyssi teploté
(70 °C) pak sulfony [P7]. Ob& oxidované formy jsou vyznamnymi vychozimi latkami pro
piipravu 5-alkoxytetrazolti, pficemz dochazi k odstoupeni alkansulfenatu, resp.
alkansulfinatu [P7, P14].% K pfipravé téchto latek lze rovnéz vyuzit 1-substituované 5-
halo-1H-tetrazoly. V ramci spoluprace s doc. L. V. Myznikovem se nam podatilo vyvinout
jednoduchou jednokrokovou syntézu 5-brom-1H-tetrazolt ze snadno dostupnych tetrazol-

5-thiold (Schéma 7) [P6].

R\N SH ZnBr, R, Br
] _\< H,0, nebo AcOOH !\l_\<
N. N Ns N
N AcOH, 80 °C, 4h N
41-89 %

Schéma 7. Jednokrokova piiprava 1-substituovanych 5-brom-1H-tetrazoli z tetrazol-5-
thiola [P6].

V ramci feSeni grantu GAUK ¢. 55610/2010 (Syntéza a vlastnosti selenovych
analogii sirnych antituberkulotik) jsme detailné popsali moznost ptipravy selenovych
analogll tetrazol-5-thiold a jejich derivatd. Zjistili jsme, ze tetrazol-5-selenoly jsou
nestabilni a bylo nutné je in situ alkylovat za vzniku 1-substituovanych 5-alkylselanyl-1H-
tetrazoli. Nicmén¢ i v piipadé in situ alkylace 5-aryl-1H-tetrazol-5-selenoli nedochazelo
ke vzniku pouze kyzenych produktt, ale navic i ke vzniku N-alkyl-N-arylkyanamidu a (Z)-
Se-alkyl-N-kyan-N,N’-diarylisoselenomoc¢ovin (Schéma 8) [P5, P7].

R!
N—N N
R2CH,X, NaN D _N _N
R-NCSe ———— N_ »\SQ\RZ + RSN s R2™g J\N//
N 51 ©
R1 R R1
R" = alkyl, aryl R = alkyl, aryl R" = aryl R' = aryl

Schéma 8. Piiprava 1-substituovanych 5-alkylselanyl-1H-tetrazoli z isoselenokyanatt
[P5].

1-Substituované 5-alkylselanyl-1H-tetrazoly lze pfipravit i alkylaci 5-alkylselanyl-

1H-tetrazolli v bazickém prostfedi. Tato reakce vede stejné jako v pfipadé¢ popsaném
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v kapitole 2.1.1 ke vzniku dvou regioisomert, 1,5- a 2,5-disubstituovanych tetrazold.
Stejné je to u sirnych analogu, tedy pii alkylaci 5-alkylsulfanyl-1H-tetrazold v bazickém
prostiedi. Diky menSimu sterickému branéni pozice 1 tetrazolu vznikaly pfi téchto reakcich
oba regioisomery v pomérech 1 : 1 az 1 : 4 ve prospéch 2,5-regioisomeru. Ze ziskanych
NMR spekter vyplynul zakladni rozpoznavaci znak obou regioisomert, a to posun signalu
tetrazolového uhliku i signalti methylenové skupiny vazané na dusik tetrazolu do nizSiho
pole u 2,5-disubstituovaného tetrazolu nez u 1,5-disubstituovaného tetrazolu [P8]. Tento
obecny poznatek byl potvrzen i v dalSich pracich, a to u 1- a 2-substituovanych 5-

aryltetrazola [P11].

2.1.3. Syntéza a funkcionalizace 5-substituovanych 1,3,4-oxadiazol-2-thioli a 1,3,4-
thiadiazol-2-thioli

Po objeveni vysoce antituberkuloticky u¢innych sloucenin na bazi tetrazol-5-thiolli
se nase pozornost zaméfila na isosterni 1,3,4-oxadiazol-2-thioly a 1,3,4-thiadiazol-2-thioly

a jejich alkylované slouceniny (Schéma 9).
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Schéma 9. Obecné schéma piipravy a alkylace 5-substituovanych 1,3,4-oxadiazol-2-thiolt
a 1,3,4-thiadiazol-2-thiolti vyuzivanych v publikovanych pracich. Symboly nad Sipkami
odkazuji na ptilozené prace: (a) [P9, P10, P12, P15, P16, P17]; (b) [P9, P10, P12, P15, P16,
P17]; () [P9, P15, P16]: (d) [P9, P15, P16]; (€) [P9, P15, P16].

K syntéze oxa- i thiadiazol-2-thiolti byly pouzity hydrazidy karboxylovych kyselin a
sirouhlik v bazickém prostfedi. Zahtivanim téchto reaktanti ve vhodném rozpoustédle
(pfedevsim ethanol a/nebo voda) byly pfipraveny 1,3,4-oxadiazol-2-thioly [P9, P10,
P12].6 Pti ptipravé thiadiazol-2-thiol bylo nejprve nutno izolovat za laboratorni teploty
vznikajici draselnou sul dithiokarbazatu, ktera byla cyklizovana na cilovy thiadiazol-2-thiol
v koncentrované kyseliné sirové [P9].4" PrestoZe piiprava thiadiazol-2-thiold poskytovala

Casto nizké vytézky a postup ptipravy a zpracovani reak¢éni smési nebyly zdaleka optimalni,
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nepodafilo se nam vyvinout jednodus$i metodu piipravy. | z tohoto divodu jsme se ve
vétsiné praci vénovali studiu 2-substituovanych 5-alkylsulfanyl-1,3,4-oxadiazolovych
derivata [P9, P10, P12, P15, P16, P17] namisto thiadiazolovych [P9, P15, P16].
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2.2. Studium vztahi mezi strukturou a antimykobakterialni

we

ucinnosti u nitro-substituovanych N-heterocyklickych slou¢enin

2.2.1. Antimykobakterialné ucinné dinitrobenzylsulfanyl-substituované

heteroaromatické slouceniny

V roce 2011 jsme pfipravili prvni z pozdéji rozsdhlé série antimykobakteridlné
ucinnych latek ze skupiny dinitrobenzylsulfanyl-substituovanych heterocykla. Pii syntéze
téchto  latek jsme  se  inspirovali  vpracich doc. V.  KlimeSové,
ve kterych bylo zjisténo, ze 2-(dinitrobenzylsulfanyl)benzazoly vykazuji vysokou in vitro
antimykobakterialni aktivitu blizici se G¢innosti isoniazidu, zatimco jinak substituované 2-

(benzylsulfanyl)benzazoly jsou antimykobakterialné neti¢inné.*® 4

Rozhodli jsme se nahradit rigidni a obtizné funkcionalizovatelny benzazol-2-thiolovy
fragment za rizné€ substituovanou tetrazol-5-thiolovou skupinu (Schéma 10). Rozsahla
strukturné-aktivitni  studie poodkryla roli jednotlivych fragmentd molekuly
v antimykobakterialni aktivit¢ [P7]. Nejvyssi G¢innost vykazaly 1-substituované 5-(3,5-
dinitrobenzylsulfanyl)-1H-tetrazoly. Jejich minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) dosahla
hodnot 1 uM proti sbirkovému kmeni M. tuberculosis CNCTC My 331/88 a az 0,25 uM
proti klinicky izolovanym MDR kmentm. Pro srovnani, MIC standardnich antituberkulotik
INH a RIF proti sbirkovému kmeni M. tuberculosis My 331/88 je 0,5, resp. 0,25 uM. 2,4-
Dinitrobenzylové analogy, které ve skupin¢€ benzazol vykazovaly srovnatelnou G¢innost
s 3,5-dinitro isomery, byly v sérii tetrazolovych sloucenin signifikantné¢ méné ucinné. Atom
siry vV methylsulfanylovém spojovacim fetézci se vtomto piipadé ukazal byti
zaménitelnym, jelikoZ selenové i kyslikaté isostery vykazaly prakticky shodnou uc¢innost,
zatimco Oxidace siry na sulfoxid ¢i sulfon vedla ke snizeni uéinnosti. Substituent R! na
tetrazolu ovlivnil antimykobakterialni u€innost predevsim svou lipofilitou. Méné lipofilni
derivaty byly mén¢ ucinné, v ptipad¢ ionizovatelné karboxylové skupiny ¢i kyselého 1H-
tetrazolu pak doslo K uplné ztraté ucinku. Kli¢ova role ptitomnosti dvou nitroskupin byla
prokdzéna antimykobakteridlné neucinnymi parcidlné a plné redukovanymi analogy a
mononitroderivaty. Role tetrazolového cyklu, obecnéji piitomnosti heterocyklu, byla
prokazana  pfipravou alkylované¢ho, arylovaného, ¢i  acetylovaného  (3,5-
dinitrofenyl)methanthiolu, kdy doslo ke snizeni az ztraté antimykobakterialniho ucinku. U
nejucinnéjsich 1-substituovanych 5-(3,5-dinitrobenzylsulfanyl)-1H-tetrazolt byla zjisténa

vysoka selektivita antimykobakteridlniho ucinku, jelikoz tyto latky nebyly ucinné proti
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grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim ¢i fungalnim kmentm a navic neovliviiovaly
viabilitu lidskych bunécnych liniich v koncentracich do 30 uM. Proto se tyto latky staly
predmétem narodniho patentu a viid¢imi strukturami pro ptipravu a studium jejich analogti

[P7, P14].
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N\ »\\é \N S
N 5 R
R’ NH
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N. NO,
U N
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\'\,l ?\ N\N»\S
R1 O U I 1
N2 x / R NO
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N.
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NO,
N-N NO, / 29 slou&enin , NO
N\N»\O R%g
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H R? = alkyl, aryl, acyl

QII/);\S/\QN%

NO,
X=NH, S, 0

MIC: M. tuberculosis CNCTC My 331/88 - 1 uM (12 ptiklad()
(INH - 0,5 uM, RIF - 0,25 uM)
MDR M.tuberculosis (6 kmenu) - 0,25 - 1 yM (6 pfikladu)

pokles uc€inku

ztrata ucinku

Schéma 10. Obecné schéma latek pripravenych v prvni rozsahlé strukturné-aktivitni studii

dinitrobenzylsulfanyl tetrazolt [P7, P14].

V dalsi studii jsme se zaméfili na vliv tetrazolovych regioisomerd a umisténi
dinitrobenzylového fragmentu v molekule na antimykobakterialni G¢innost. Z vysledkt

studie vyplynulo, Ze pro antimykobakteridlni ucinnost je optimdlni kombinace
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3,5-dinitrobenzylové skupiny vazané na atom siry/selenu a umisténi druhého substituentu
V poloze 2 tetrazolu (Schéma 11). SlouCeniny tohoto strukturniho typu vykazaly vybornou
antimykobakterialni u¢innost proti M. tuberculosis srovnatelnou sINH a vysokou
selektivitu uc¢inku. Vzhledem K pfitomnosti nitroskupin jsme vybrané latky podrobili in
Vitro Amesove testu, tzn. zakladnimu testu genotoxicity. Nami studované latky nevykazaly

genotoxické vlastnosti [P8].

NN N-N
N\N)\X/\Rz N NO,
N
— U
NO, R’ NO,
NO,

X = S: 5 slouéenin
X = Se: 10 slouéenin

X = S: 8 slouéenin
X = Se: 9 slouc¢enin

H R' R? = aryl ﬂ

NO,

N=N NO,
O,N N\N/)\X/\Rz
NO,

X = S: 5 slouéenin
X = Se: 10 sloudenin

X = 8S: 10 slouéenin
X = Se: 10 slouéenin

MIC: M. tuberculosis CNCTC My 331/88 - 1 uM (11 pfikladu)
(INH - 0,5 uyM, RIF - 0,25 pM)

pokles ucinku

Schéma 11. Obecné schéma latek ptipravenych ve strukturné-aktivitni studii tetrazolovych

regioisomert obsahujicich dinitrobenzylovou skupinu [P8].

Z vysledk této studie vyplynulo dal§i smérovani designu novych analogli. Vzhledem

k vyssi ucinnosti 2,5-disubstituovanych tetrazolti jsme uvazovali o analozich s isosternim
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uspotradanim centralniho heterocyklu. Z tohoto ditvodu jsme jako vychozi latky pro dalsi
studie vybrali 5-substituované 1,3,4-oxadiazol-2-thioly a 1,3,4-thiadiazol-2-thioly.
Piipravené 2-substituované 5-(3,5-dinitrobenzylsulfanyl)-1,3,4-oxadiazoly a 1,3,4-
thiadiazoly vykéazaly excelentni antimykobakteridlni aktivitu, ktera byla potvrzena
experimenty v EPFL v Lausanne sreplikujicimi se i nereplikujicimi se kmeny
mykobakterii. Obzvlast’ silny baktericidni u¢inek na nereplikujici se formy mykobakterii
(byl pouzit kmen M. tuberculosis SS18b-lux) byl velkym uspéchem a je vysoce cenénou
vlastnosti téchto latek [P9].

s 7

I\ I\
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R1/<O)\S R*’ko)\s/\©\ R'™Ng”" s
NO,
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N—N NH; N—N NO, N—-N NO,
I\ I\ 78\
RM\O)\SNQ - RM\O)\S/\Q = wd %@Q
N02 N02 L. NO
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NO,
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MIC: M.tuberculosis CNCTC My 331/88 - 0,03 - 0,125 pM (24 priklad()

(INH - 0,5 uM, RIF - 0,25 uM)

MDR M.tuberculosis (6 kmenu) - 0,03 - 0,125 uM (5 prikladd)

Schéma 12. Obecné schéma latek pfipravenych ve strukturné-aktivitni studii

oxadiazolovych a thiadiazolovych derivati [P9, P15, P16].

Minimalni inhibi¢ni koncentrace proti standardnim 1 MDR kmentm je az 0,03 pM,
¢imz tyto latky ptekonavaji v in vitro ucinnosti v§echna pouzivana antituberkulotika prvni
linie [P9, P15, P16]. Dalsi studie opét potvrdily vysokou selektivitu uc¢inku — latky nebyly

ucinné proti grampozitivnim ani gramnegativnim bakteriim, fungalnim kmenim,
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neovliviiovaly viabilitu lidskych buné¢nych linii (vEetné izolovanych lidskych hepatocytir)
a V Amesove testu nevykazaly genotoxické vlastnosti. U vybrané latky byla studovana
genotoxicita i dle OECD piedpisu ¢. 487 a ¢. 473 (in vitro mammalian cell micronucleus
test a in vitro mammalian chromosome aberration test), opét bez zjisténych

genotoxickych/mutagennich vlastnosti [P9].

Ve spolupraci s doc. K. MikuSovou jsme se zaméfili i na mechanismus ucinku téchto
latek. Hypotéza byla jednoducha a logicka. 3,5-Dinitrofenylovou skupinu obsahuji
antituberkuloticky vysoce u¢inné inhibitory DprE1, jako dinitrobenzamidy?! &i zastupci
benzothiazinoni.!” Provedené dockingové studie naznagily vysokou afinitu té&chto latek
k DprE1l, avsak experimenty s inhibici DprE1 enzymu M. smegmatis a experimenty s
inkorporaci radioaktivné znaceného octanu sodného do mykobakteridlnich lipidd silné
zpochybnily tuto hypotézu. | z této nasi zkuSenosti tedy plyne dulezity zavér, a to Ze bez
experimentalniho dikazu neni mozné Cinit zavéry na zdklad¢ pozitivnich vysledki
dockingovych studii. Zavér, ze cilem naSich latek neni DprEl, byl nepfimo potvrzen
ptipravou trifluormethylovych analogi naSich latek. U DprE1 inhibitorti je mozno jednu
nitroskupinu zaménit za trifluormethylovou skupinu bez ztraty ucinku (nebo dokonce
svyraznych zesilenim antimykobakterialniho u¢inku).!” %0 AvSak nami ptipravené

trifluormethylové analogy zcela ztratily antimykobakterialni u¢innost (Schéma 12) [P9].

Experimenty s radioaktivné znacenym uracilem a methioninem ukazaly vyrazné
sniZzenou inkorporaci téchto biomolekul do mykobakterialnich nukleovych kyselin, resp.
proteint, po podani studovanych latek mykobakteriim. To by mohlo poukazovat na zasah
3,5-dinitrobenzylsulfanyl oxadiazolovych a thiadiazolovych derivatt do syntézy
mykobakterialnich nukleovych kyselin [P9]. Studiu mechanismu u¢inku nasich latek se

stale vénujeme a zminim se o ném jesté na zavér v kapitole 3.

Naprosto kli¢ova role 3,5-dinitrofenylového fragmentu byla potvrzena mnoha
provedenymi modifikacemi tohoto uskupeni, z nichZ vétSina jeSté nebyla publikovana.
Nicméné je mozné fici, ze jakakoli dosud provedend zmeéna ve struktufe 3,5-
dinitrofenylového fragmentu vedla k vyraznému snizeni ¢i vymizeni antimykobakterialni

ucinnosti latky (Schéma 13).
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Schéma 13. Strukturné-aktivitni studie zaméfend na 3,5-dinitrofenylovy fragment

v oxadiazolovych derivatech.

Pomérné vyznamnym nedostatkem studovanych oxadiazolovych i thiadiazolovych
latek byla jejich velmi nizkd rozpustnost ve vod¢ ¢i vodnych médiich. Nékolik
farmakokinetickych experimentti potvrdilo jejich prakticky nulovou biodostupnost po
peroralnim podani. Toto zjisténi velmi komplikovalo mozné in vivo studie
antituberkulotické tucinnosti, a proto jsme se zaméfili na piipravu derivati s vyssi
rozpustnosti ve vodé. K tomu jsme vyuzili substituent R, o kterém jsme z piedchozich
studii védéli, Zze ovliviiuje antimykobakterialni G¢innost prakticky pouze svoji lipofilitou.
Proto jsme pfiipravili sérii latek s nasycenym dusikatym heterocyklem v postrannim fetézci
R?, ktery by umoznil piipravu ve vodé rozpustnych soli a zaroveti si v neionizované podobg

zachoval dostate¢nou lipofilitu (Tabulka 2) [P12].
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Tabulka 2. Antimykobakteridlni ucinnost 3,5-dinitrobenzylsulfanyl oxadiazold

s bazickym dusikatym heterocyklem V postrannim fetézci [P12].

NO, NO,

CLogP MIC (nM) CLog P MIC (nM)
(M.tuberculosis) (M.tuberculosis)

-0,18 >32 0,88 32
0,75 8 1,81 8
1,96 16 3,02 16
3,03 2 4,09 1

INH 0,5 INH 0,5

Vysledky studie potvrdily roli lipofility postranniho fetézce R* v antimykobakteridlni
ucinnosti sloucenin. Nejvyssi ucinnost vykazaly N-benzylpiperazinové derivaty s nejvyssi
lipofilitou. Z téchto latek pak byly pfipraveny ve vodé rozpustné dihydrochloridy, které si
zachovaly vysokou antimykobakterialni u¢innost a selektivitu, jelikoz az do koncentrace

30 uM neovliviiovaly viabilitu lidskych bunéénych linii [P12].

2.2.2. Antimykobakterialné ucinné dinitrofenyl-substituované heteroaromatické

slouceniny

Jednou  zcest designu dalSich analog  antimykobakterialnich  3,5-
dinitrobenzylsulfanyl tetrazold a oxadiazoll byla tvorba tzv. reverznich analogi. Spocivala
v zaméné pozice kli¢ového 3,5-dinitrofenylového uskupeni a substituentu R®. Byla tedy
ptipravena mala skupina 5-alkylsulfanyl-1-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazolt a vétsi série 2-
alkylsulfanyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazoltt [P10, P17]. Syntézu tetrazolovych
reverznich analogli komplikovaly nizké vytézky vychoziho 1-(3,5-dinitrofenyl)-1H-
tetrazol-5-thiolu, i z tohoto divodu jim byla vénovana mensi pozornost. Nicméné 3
ptipravené latky vykazaly submikromolarni antimykobakterialni i¢innost [P10]. Reverzni
3,5-dinitrofenyloxadiazolové derivaty piekvapivé vykazaly antimykobakterialni uc¢innost
srovnatelnou ¢i dokonce vyssi nez predlohové 3,5-dinitrobenzylsulfanyl oxadiazoly — MIC

vétSiny pripravenych derivatia byla 0,03 uM (Schéma 14). Antimykobakterialni ucinek
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reverznich analogtli zlistal vysoce selektivni. Studované latky opét nevykazovaly ucinnost
proti bakteridlnim ani fungélnim kmentim a neovliviiovaly viabilitu lidskych bunécnych
linii az do koncentrace 30 uM. Ze strukturné-aktivitni studie vyplynul zasadni rozdil mezi
témito latkami a jejich pfedlohami. U reverznich 3,5-dinitrofenyloxadiazoli bylo mozné
zaménit jednu nitroskupinu za elektronakceptorovou trifluormethylovou skupinu, aniz by
doslo ke ztraté ucinku. Jiné provedené zameény nitroskupiny pak opét vedly ke ztraté t¢inku
[P10]. Zjistény ucinek trifluormethylovych analogii vedl opét k hypotéze mozné inhibice
DprE1. Podobnost studovanych latek s vyse zminénymi inhibitory DprE117 21 %0 byla jests
markantnéjsi. AvSak experimenty provedené doc. MikuSovou nevedly k jednoznaénym
zavérim a mechanismus u¢inku reverznich oxadiazolovych analogi je tak nadale

pfedmétem zkoumani.
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Schéma 14. Obecné schéma latek piipravenych ve strukturné-aktivitni studii 3,5-

dinitrofenyl oxadiazolovych derivati [P10].

Dalsi obmény tetrazolovych latek spocivaly v postupném  odstranéni

methylsulfanylového spojovaciho fetézce mezi tetrazolem a 3,5-dinitrofenylovou
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skupinou. Tak byla pfipravena mala série 1-substituovanych 5-(3,5-dinitrofenyl)sulfanyl-
1H-tetrazoli bez methylenové skupiny ve spojovacim fetézci, jejichz antimykobakterialni
ucinnost byla srovnatelna s predlohovymi latkami, a koneéné rozsahla série 5-(3,5-
dinitrofenyl)tetrazolovych derivati se substituentem v poloze 1 a pfedevs§im 2 tetrazolu
(Schéma 15) [P11, P18, P19, P20]. Obdobn¢ jako v predchozi studii tetrazolovych
regioisomerut [P8] 1 Vv této sérii vykdzaly 2-substituované tetrazoly vyssi
antimykobakterialni aktivitu ve srovnani s 1-regioisomery. Nejucinnéjsi derivat s
4-methoxybenzylovou skupinou v poloze 2 tetrazolu dosahl MIC 0,03 uM proti M.

tuberculosis, coz je hodnota cca 100x vyssi nez u 1-substituovaného isomeru.

3 O,N
’\Fj ':l NO, N/N:N NO;

N Nz

N N-N [N

J R N// »\ NO, — R1
R! o *‘NT S

N 2 | N02
R1
4 slou¢eniny 5 slou&enin 20 slouéenin

R' = alkyl, aryl ﬂ
H N=N NO,

N. 2~
N—N NO, (/’fn N
S

0oy _N

N\N s — N\\ N
. N-N NO,
R? \R1

NO,
18 sloucenin
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(INH - 0,5 uM, RIF - 0,25 uM)
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MIC: M.tuberculosis CNCTC My 331/88 -1 - 8 uM
(INH - 0,5 uyM, RIF - 0,25 uM)

Schéma 15. Obecné schéma latek ptipravenych ve strukturné-aktivitni studii 3,5-

dinitrofenyl tetrazolovych derivati [P11, P18, P19, P20].

VloZenim 1-substituovaného tetrazol-5-thiolu do substituentu R* pak byla pfipravena
série latek s vystupfiovanym antimykobakteridlnim t¢inkem. Antimykobakteridlni uc¢inek
piipravenych latek byl vysoce selektivni, stejné jako u latek z pfedchozich sérii. Velkou

prednosti jednoduchych 2-substituovanych 5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazolti je jejich

36



snadna a levna syntéza a absence atomu siry v molekule [P11, P18, P20]. | v tomto pfipadé
jsme pfistoupili k pfipravé ve vod¢ rozpustnych derivatia. K tomu jsme vyuzili stejnou
strategii jako u latek v kapitole 2.2.1. Do substituentu R* jsme vloZili nasyceny dusikaty
heterocykl, ktery umoznil piipravu ve vodé rozpustnych soli [P12]. Uinnost derivatii se
opét odvijela od lipofility postranniho fetézce (Tabulka 3). Nejucinnéjsi
N-benzylpiperazinové derivaty se ucinnosti ptiblizili INH, v podobé dihydrochlorida byly
dobfe rozpustné ve vodé a in vitro neovliviiovaly viabilitu lidskych bunécnych linii.
Z tohoto divodu piedstavuji vhodné kandidaty pro in vivo studie a dalsi strukturni

optimalizace.

Tabulka 3. Antimykobakterialni ti¢innost 3,5-dinitrofenyl tetrazolovych a oxadiazolivych

latek s bazickym dusikatym heterocyklem Vv postrannim fetézci [P12].

Q

N N=N NO, //\N/\/\ ’;‘_’:‘ NO,
\/\/N\N/)\Q \) SAO)\Q
NO, NO,
MIC (uM MIC (uM
CLogP (M) ) CLogP (M) )
(M.tuberculosis) (M.tuberculosis)
0,64 >32 0,50 >32
1,55 16 141 8
2,77 4 2,62 8
3,84 1 3,69 0,125
INH 0,5 INH 0,5
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3.SOUHRN, ZAVERY A MOZNE SMERY
DALSIHO VYZKUMU

Béhem poslednich 6 let se nasi pracovni skupiné podatilo ptipravit né€kolik sérii
heterocyklickych slou¢enin obsahujicich 3,5-dinitrofenylovou skupinu s vysokou a
selektivni in vitro antituberkulotickou G¢innosti a Caste¢né objasnit vztahy mezi jejich
strukturou a Uc¢innosti. Nutno poznamenat, ze zdaleka ne vSechny strukturni obmény,
ptipravené série latek a vysledky in vitro i in vivo studii provedenych ve spolupraci
S domacimi i zahrani¢nimi pracovisti byly do dneSniho dne zvefejnény. O nékterych

nepublikovanych vysledcich bych se rad zminil i v této kapitole.

Z mého pohledu nejzajimavéjsi skupinou nami pfipravenych a popsanych latek jsou
3,5-dinitrobenzylsulfanyl oxadiazoly a thiadiazoly. Diky jejich neobvykle efektivni
ucinnosti proti nereplikujicim se kmenum mykobakterii bylo pfedevsim v EPFL v
Lausanne provedeno nékolik dalSich pokrocilych experimentd. Podatilo se vygenerovat
kmeny M. tuberculosis rezistentni k témto latkam a pomoci kompletni genomové
sekvenace byly urCeny enzymy, jejichz mutace vedly k ziskani rezistence mykobakterii
vici témto latkdm. BohuZel, vysledek nevedl k jednozna¢nému urcéeni molekularniho cile
téchto latek v mykobakteriich, nicmén¢ navedl nas na urcity smér, ve kterém v souc¢asnosti

probihaji dalsi experimenty.

Z pohledu farmaceutické chemie jsme v tuto chvili ¢aste¢né opustili dukladné
probadany 3,5-dinitrofenylovy fragment a zaméfili jsSme se na atom siry v téchto
molekulach, jelikoZ ten je metabolicky rychle oxidovan na sulfoxid a sulfon, coz vede
k rozpadu molekuly a ztrat¢ ucinku. To zabranuje témto latkdm prenést sviyj
antituberkuloticky u¢inek i do podminek in vivo. Bylo piipraveno nekolik karbaanalogu,
azaanalogli, a dale sloucenin se stericky chranénym atomem siry. Tyto série budou
dokonceny a pomohou nam odhalit roli siry v antimykobakteridlnim G¢inku a moznosti

jejiho nahrazeni.

Dalsi sérii latek, jejich detailni strukturné-aktivitni studii v soucasnosti dokonc¢ujeme,
je série 3,4,5-trisubstituovanych 1,2,4-triazol-3-thioli. Nékteré z téchto latek jiz jsou
obsazeny v narodnim patentu [P17], avSak pravé 3 moznosti umisténi klicového 3,5-
dinitrofenylového uskupeni na 1,2,4-triazol-3-thiol umoziuji piipravu mnoha regioisomert

a analogt.
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Druhou velkou skupinou latek popsanych v poslednich letech jsou 3,5-dinitrofenyl
tetrazoly a oxadiazoly. Ackoli vybrané latky z téchto sérii prokazaly vynikajici in vitro
ucinnost proti standardnim kmentim mykobakterii, proti nereplikujicim se mykobakteriim
jsou prakticky neu¢inné. Uginnost proti nereplikujicim se kmentim je jednim ze zékladnich
pozadavki pro potencidlni 1é¢iva proti TB, proto nebylo s témito latkami provedeno tolik
pokrocilych experimentt jako s ptfedchozi skupinou latek. Co se mechanismu ucinku tyka,
jiz v kapitole 2.2.2 jsem se zminil, ze experimenty s inhibici DprE1 nebyly zcela prikazné.
Nékteré latky mirn€ inhibovaly DprE1, avSak v koncentracich dalece ptevySujicich jejich
MIC. Neptimy dikaz hovofici pro jiny mechanismus u¢inku spociva v aktivité latek proti
kmeni M. avium. M. avium je totiz pfirozené rezistentni proti DprE1 inhibitorim, avSak
nékteré z nami pripravenych 3,5-dinitrofenyl tetrazolti [P11] i oxadiazolt [P10] byly proti

tomuto kmeni ucinné s hodnotou MIC v tadu jednotek mikromol na litr.

V nésledujicim obdobi se zaméfime na piipravu a studium latek z obou vySe
zminénych skupin s bazickym centrem v postrannim fetézci. Z takovych latek by mohly
byt vyselektovany ty S vhodnymi vlastnostmi pro in vivo studie antituberkulotické

uéinnosti.
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4. SEZNAM ZKRATEK

ACR Armada Ceské republiky

ATP adenosintrifosfat

CNCTC Ceska narodni sbirka typovych kultur
Dprel dekaprenylfosforyl-B-D-rib6za-2'-oxidaza
EMB ethambutol

EPFL Ecole polytechnique fédérale de Lausanne
HIV human immunodeficiency virus

INH Isoniazid

MDR multilékove rezistentni

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

PZA pyrazinamid

RIF rifampicin

TB tuberkul6za

WHO Svétova zdravotnicka organizace

XDR extenzivng rezistentni
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