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Abstrakt

KRATKY, Martin. Vztahy mezi strukturou a aktivitou malych antimikrobné aktivnich
molekul a tuftsinovych nosicu. Hradec Kralové, 2018. 93 s. Habilitacni prace. Univerzita

Karlova. Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové. Katedra organické a bioorganické chemie.

Prace se zabyva problematikou hledani novych potencidlnich antimikrobnich 1é¢iv
pusobicich proti Mycobacterium tuberculosis, netuberkuloznim mykobakteriim, dal§im
bakteriim a patogennim houbam. Vzhledem k problémiim s rezistenci se vénuje také
slouenindm U¢innym vua¢i multilékoveé rezistentnim mykobakteriim a methicilin-
rezistentnimu Staphylococcus aureus. Snazi se popsat vztahy mezi strukturou a biologickou
aktivitou a identifikovat nejvyhodné&jsi slouceniny z pohledu nizké toxicity pro sav¢i bunky
a tedy 1 selektivity.

Prvni, nejrozséhlejsi skupinou jsou derivaty salicylanilidu — jak modifikované
na salicylanilidovém jadfe, tak predevSim cela tada jejich esteri vcetné karbamati
designovanych jako proléciva, které se ukazaly byt obecné vyhodnéjsi nez vychozi
salicylanilidy (submikromoldrni minimalni inhibi¢ni koncentrace). U této skupiny jsme
studovali také mechanismus ucinku, popsali jsme jejich inhibi¢ni vliv na nékolik
mykobakteridlnich enzymi, a to takovych, které zodpovidaji za ptezivani mykobakterii
v latentnim stadiu (isocitratlyasa, L-alanin dehydrogenasa aj.).

K dal§im prezentovanym slouc¢enindm naleZi i rhodaniny, hydrazidy-hydrazony a
derivaty nefyziologickych aminokyselin. Druhym aplikovanym pfistupem jsou ,,me-too*
obmény molekul 1é¢iv se zndmou antimykobakterialni aktivitou, pfedevSim isoniazidu a
triklosanu jakoZto inhibitorii syntézy bunétné stény a sulfonamidf. Tyto modifikace byly
designovany za Gc¢elem zvySeni aktivity, sniZeni toxicity, roz§ifeni spektra ucinku a zlepSeni
pruchodu skrze biologické bariéry. V rdmci syntézy analog isoniazidu se podatilo pfipravit
ucinné derivaty, z nichz nékteré ptisobi odlisnym mechanismem nez vychozi 1é¢ivo.

Celd tada pfipravenych molekul vykazuje vynikajici in vitro G€innost vuci
mykobakteriim véetné netuberkuldznich a rezistentnich kmeni, stafylokoktim, enterokokiim
a nekterym fungalnim patogentim, nekteré jsou zaroven netoxické ¢i dostatecné selektivni.
Podatilo se také identifikovat slouceniny plsobici jako Uc¢inné dudlni inhibitory
acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy, tj. potencialné vyuZitelné jako 1é¢iva demenci.

Druha cast prace se vénuje piipraveé a hodnoceni peptidovych drug delivery systému

na bazi tuftsinovych derivati pro mal¢ antimykobakteridlni molekuly. Nosi¢e byly



konjugovéany s vhodnymi salicylanilidy a u téchto konjugatl byla stanovena biologicka
aktivita. Konjugaty si zachovavaji antimykobakterialni aktivitu, maji zpravidla snizenou
toxicitu, zvySeny bunécny uptake a oproti vychozim malym molekulam i dobry ucinek
na intracelularni mykobakterie.

Podatilo se identifikovat nékolik nadéjnych skupin derivatl a vytycit tak smér dalsiho

perspektivniho vyvoje jak v oblasti malych molekul, tak drug delivery systémd.

Kli¢ova slova
Antibakteridlni latky; antifungédlni latky; antimykobakteridlni latky; biologicka aktivita
in vitro; drug delivery systémy; isoniazid; mechanismus uc¢inku; rezistence; salicylanilidy;

sulfonamidy; tuftsin; vztahy struktura-aktivita.
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Seznam pouzitych zkratek
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drug delivery system

N,N -diisopropylkarbodiimid
N,N-dimethylformamid

deoxyuridin-trifosfat

ethambutol

N-fluorenylmethyloxykarbonyl

virus lidské imunitni nedostatecnosti (human immunodeficiency virus)
1-hydroxybenzotriazol
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chromatography)

inhibi¢ni koncentrace

isocitratlyasa
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Mycobacterium tuberculosis

multilékove rezistentni tuberkuldza (multidrug-resistant tuberculosis)
methionin aminopeptidasa
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methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
methicilin-senzitivni Staphylococcus aureus
mykobakterialni L-alanin dehydrogenasa
4-methyltrityl
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SAR
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TB
TFA
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chromatografie s obracenymi fazemi (reverse phase high-performance liquid
chromatography)
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N-(4-acetylfenyl)-5-brom-2-hydroxybenzamid

vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou (structure-activity relationships)
index selektivity

syntéza na pevné fazi (solid-phase synthesis)

terc-butyl

tuberkuloza
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triisopropylsilan

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

extenzivné lékové rezistentni tuberkuldéza (extensively drug-resistant
tuberculosis)

N-benzyloxykarbonyl



1. Uvod

Vyvoj novych terapeutickych intervenci pro lécbu zavaznych nebo Siroce
rozsitenych chorob piedstavuje nezbytnou soucast védeckého vyzkumu.

Farmaceuticka chemie nabizi celou fadu postuptl k nalezeni potencidlnich 1éciv —
systematicky screening nové pripravenych originalnich slouc¢enin, modifikaci struktur
se znamou biologickou aktivitou (,,me-too* piistup), syntézu a evaluaci celych knihoven
piipravenych metodami kombinatorialni chemie, ale také objevovani ,,zapadlych* poznatki!
¢1 repurposing znamych 1é¢iv. VSechny tyto postupy se pochopitelné uplatnuji i v oblasti
antimikrobnich latek. Nezbytna je interdisciplindrni spoluprace s ptibuznymi biologickymi
a chemickymi obory, a to jak pfi samotném navrhu a identifikaci kandidatnich molekul, tak
zejména piinasledném patrani po mechanismu uCinku a stanoveni dalSich
farmakologickych vlastnosti.

Vyvoje novych antimikrobnich 1éCiv nalezi podle Svétové zdravotnické organizace
(WHO) k vysoce aktudlnim prioritdm biomedicinského vyzkumu. Hlavni pfi¢inou je vznik
a epidemiologie rezistence mezi celou fadou problematickych patogend. Pfikladem mohou
byt Mycobacterium tuberculosis (Mtb.) rezistentni na isoniazid a rifampicin, methicilin-
rezistentni  Staphylococcus aureus (MRSA), vankomycin-rezistentni enterokoky,
polyrezistentni gramnegativni tycky ¢i houby necitlivé na azolova antimykotika. Prestoze
existuje fada prekdzek pro vyvoj] novych antimikrobnich [é¢iv (biologickych,
ekonomickych, organizacnich), je nezbytné pro zachovéani zdravé populace pokracovat
v systematické praci v této oblasti.

PtedloZzena habilitaéni prace ,,Vztahy mezi strukturou a aktivitou malych
antimikrobné aktivnich molekul a tuftsinovych nosicii“ je sepsana jako komentat k 42
publikovanym pracim a kvalifika¢nim pracim vypracovanymi pod vedenim autora této prace
v oblasti designu, syntézy a hodnoceni potencialnich antimikrobnich slou¢enin na bazi
novych molekul (pfedevsim salicylanilidové derivaty), modifikaci antituberkulotik, resp.
1é¢iv s antimykobakteridlnim u¢inkem (zejm. isoniazid, sulfonamidy) a jejich drug delivery
systémlim — nosi¢iim na bazi peptidu tuftsinu. Rozebira a popisuje vztahy mezi strukturou a
biologickou aktivitou (SAR) se zaméfenim na mykobakterie, grampozitivni bakterie véetné
MRSA a patogenni houby. Sumarizaci a diskuzi ziskanych vysledki se snazi piispét

k rozsifeni a uceleni soucasného stavu poznani.



2. Vychodiska potreby novych antimikrobnich 1é¢iv

Podle posledni zpravy WHO patii tuberkuloza (TB) celosvétové mezi deset
nejcastéjSich pricin amrti a mezi infekénimi chorobami zptisobenymi jednim patogenem je
dokonce na prvnim misté. Pro rok 2017 bylo odhadnuto 1,3 milionu umrti a dalsich 300 000
obéti se vyskytlo mezi pacienty infikovanymi virem HIV, onemocnélo 10,0 milionti lidi.
Zaroven se uvadi, Ze cca 23 % svétové populace je infikovano latentni tuberkulozou, tj.
bezptiznakovou infekci Mycobacterium tuberculosis komplex, ktera mtze ptejit do oteviené
formy. Ze zaznamenanych ptipadi TB bylo 558 000 rezistentnich na rifampicin (RIF) a
82 % z nich trpélo multilékove rezistentni TB (MDR-TB). Ta je definovana jako rezistence
na RIF a soucasné¢ isoniazid (INH), dvé nejucinnéjsi 1é¢iva prvni linie. Kromé toho byla
zahrnuje soucasnou rezistenci vici jakémukoli fluorochinolonu a nejméné jednomu
injekénimu 1é¢ivu druhé fady (amikacin, kanamycin, kapreomycin). Vyvoj novych
antituberkulotik proto patii k prioritam WHO, ktera stanovila také ambiciozni plan eradikace
tuberkulozy jako globédlniho problému. Tuberkuldza postihuje zejména respiracni systém
(plicni forma), ale mize napadnout i jiné organy a tkang, potom se hovoii o extrapulmonarni
formé.?

Prvni skute¢né ucinnd 1éciva TB se objevila az ve 40. letech 20. stoleti. Soucasna
lécba 1€kové citlivé plicni tuberkuldzy trva Sest mésict, pfi¢emz prvni dva mésice se v ramci
inicialni faze podava ctytkombinace INH, RIF, pyrazinamid (PZA) a ethambutol (EMB),
nasledovana ¢tyfmésicni dvojkombinaci INH a RIF. Problémem 1écby je zejména jeji délka,
u rezistentnich forem dokonce az 2 roky, s ¢imZ souvisi Spatna compliance, 1€kové interakce
a také mozny vyskyt vedlejSich ucinkt. Rizikem je téZ jiZ zminény vyvoj rezistence a
koinfekce s HIV. V ptipadé potieby se v terapii pouzivaji i dalsi 1é¢iva, ktera WHO déli
do vice kategorii (Tabulka 1):>

Tabulka 1: Kategorizace antituberkulotik dle WHO?*?

nejistou ucinnosti

Skupina Léciva
Kategorie 1 Peroralni 1é¢iva 1. linie | INH, RIF, PZA, EMB
Kategorie 2 | Fluorochinolony levofloxacin, moxifloxacin, ciprofloxacin, (ofloxacin)
Kategorie 3 | Injekéni 1éCiva aminoglykosidy (streptomycin, amikacin, kanamycin), kapreomycin
Kategorie 4 | Peroralni 1éCiva 2. linie | thioamidy (ethionamid, prothionamid), 4-aminosalicylova kyselina
(PAS), cykloserin, terizidon
Kategorie 5 | Léciva s nejasnou/ Vysokodavkovany INH, rifabutin, linezolid, amoxicilin/klavulanat,

imipenem/cilastatin (+ klavulanat), klofazimin, klarithromycin,
thiacetazon
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Kazdé z téchto 1é¢iv ma sviij specificky mechanismus ucinku, ackoli u nékterych
z nich neni pln¢ objasnén, a jejich ,targety* slouzi jako cilové struktury pro nové vyvijené
antimykobakteridlni slouceniny.

Rezistence je u Mtbh. zpisobovdna vyhradné spontannimi chromozomadlnimi
mutacemi, pfi¢emz neadekvatni terapie mize selektovat pravé tyto rezistentni kmeny.
Pti jejim pokracovani dojde k eliminaci citlivych mykobakterii a ptevladnou ty odolné, coz
vede jednak zindividualniho pohledu k selhani terapie, resp. relapsu, z pohledu
epidemiologického pak k §ifeni rezistence.* Proto je zapotiebi mit k dispozici dostate¢nou
paletu antimykobakteridlnich 1é¢iv. Jedna z moznych cest k dal$im nezbytnym lé¢iviim vede
pfes repurposing znamych molekul, z antibiotik napf. B-laktamt, fluorochinolond,
rifamycinil, oxazolidinond, z pohledu 1é€by mykobakterioz je vSak jejich nevyhodou Siroké
spektrum G&inku. Zadouci jsou totiz predeviim lé¢iva tizkospektra, tj. se specifickym
antimykobakterialnim G¢inkem.’

Idealni nové 1é¢ivo by mélo mit nizké hodnoty MIC, pisobit proti MDR a XDR
kmentim, latentni TB, a to nejlépe inovativnim mechanismem u¢inku, mit nizkou toxicitu a
dobrou toleranci, umoziiovat perordlni poddvani, zkracovat dobu 1é¢by a snizovat frekvenci
podavani, nemélo by mit nezadouci interakce se stavajicimi 1éCivy, pfedevsim antivirotiky.
Vyzvou je téZ optimalizace vyuziti sou¢asnych 1é¢iv.>°

Ani objev inovativniho vysoce uc¢inného léciva ale neni diivodem k vyzkumnému
nihilismu. V neddvné dobé byla po dlouhé dob& schvéilena dvé nova antituberkulotika
uréena primarné k 1écbé 1ékove rezistentnich forem TB, diarylchinolin bedachilin (2012;
inhibitor ATP synthasy) a nitroimidazol delamanid (2014; primarn¢ pasobi inhibici syntézy
nékterych subtypi mykolovych kyselin). BohuZzel se zahy v klinické praxi objevila ve velké
mife rezistence, jiz diive popsand v podminkach in vitro 1 klinickych studiich, pficemz
molekularnich mechanismil rezistence existuje celd fada. N&ktefi autofi hovoii dokonce
0 mozné ,,ztraté“ téchto molekul.*’

Zakladni fakta o potiebé novych 1éCiv proti MDR kmeniim a jejich piehled jsme
podali v kapitole v monografii,® nasledné vydané s minimalnimi Gipravami jako samostatna
kniha’ a v ¢eském prehledovém ¢lanku.!® Aktualni trendy ve vyvoji antituberkulotik
na zédkladé mechanismu ucinku a chemické struktury aktivnich sloucenin shrnuli napft.
Campanico et al.'! Hlavni strategie t. &. sméfuji do oblasti zasahu biosyntézy bunééné stény,
ribosomalni syntézy bilkovin a jejich homeostazy, nukleovych kyselin, folatl, energetického

metabolismu, centrdlniho intermediarniho metabolismu, syntézy dalSich makromolekul a
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katabolismu cholesterolu. Dtilezitou roli hraje vyzkum synergickych nebo alespon aditivnich
kombinaci 16¢iv.>>!!

Pti hledani novych antituberkulotik 1ze rozlisit dva zakladni ptistupy — ,,target-based
approach a ,,whole-cells screening®. Prvni z nich je zalozeny na identifikaci inhibitoru,
zpravidla pomoci high-throughput screeningu, ptisobiciho na specificky esencidlni enzym
znamy bud’ jako cilova molekula klinicky uzivaného 1é¢iva, nebo uréeny na zaklad¢ znalosti
genetické informace. AC se jedna o moderni a Siroce pouzivany pfistup, ma u nove
navrzeného cileni omezenou uéinnost. Casto se také podafi nalézt vysoce u¢inny inhibitor
izolovaného enzymu, ktery vSak piinasledném testovani na celych builkéch selze.
Nejcastéjsi vysvétleni spociva v nedostatecné bunécné permeabilité a/nebo alternativnich
metabolickych drahach, cil také nemusi byt dostatecné validovany. Naopak fenotypicky
screening v kultufe mykobakterii (tj. testovani sloucenin na celych bunkach) vede daleko
Castéji k nalezeni antimykobakterialni molekuly, mechanismus ucinku pak musi byt
objasnén dodatecné. Timto zpisobem byly objeveny napt. bedachilin a delamanid. Soucasny
trend se opét zacina priklanét k fenotypickému screeningu, ackoli je delSi a nakladnéjsi.
V obou ptipadech je pak struktura nové objevené molekuly vzata jako zaklad pro chemické

obmény.>!1%13

Radu problémit piinasi i netuberkulézni (atypické) mykobakterie (NTM), pavodné
zcela ,,ve stinu® Mrtb. Mezi NTM patii mnoho desitek druhil, nejcastéji se u pacientli
vyskytuji pomalu rostouci Mycobacterium avium komplex a obtiZné 1éc¢itelny rychle rostouci
druh  Mycobacterium abscessus, nazyvany také ,antibiotickd noc¢ni mura“, dale
Mycobacterium  kansasii,  Mycobacterium  xenopi,  Mycobacterium  fortuitum,
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium marinum a dalsi druhy. Tyto ubikvitni, ptevazné
environmentalni bakterie se vzrustajici incidenci i CastéjSim zachytem zplsobuji zdvazné
infekce, a to nejen u imunokompetentnich pacienti, ale predev§im v ptipad¢ imunodeficitu.
V nékterych statech jsou Castéjs$i nez TB, za kterou nékdy byvaji zaménovany. Infekce NTM
postihuji rizné tkané, namatkou plice, kiizi, mékké tkang, kosti a klouby. Kombinac¢ni 1écba
je velice dlouhd (delsi neZ u tuberkuldzy) a obtize zpisobuje také vysokd mira ptirozené i
ziskané rezistence, problémem je téZ jeji stanoveni. Soucasnd terapeuticka schémata
zahrnujici jen nékolik mélo druhti 1€¢iv maji proto omezenou t¢innost, dlouhodobé podavani
vede k nezadoucim ucinklim, a proto zde existuje velkd poptavka po novych, uc¢innéjsich
1é¢ivech, idealnd baktericidnich a s dobrou intracelularni t¢innosti.'*!>16

Rezistence se samoziejmé netykd pouze mykobakterii, ale je vlastni celé fadé

problematickych patogenli. Mezi grampozitivnimi bakteriemi jde na prvnim misté

-12 -



o methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus, ktery si diky selekénimi tlaku vyvinul
odolnost k methicilinu a drtivé vétSiné dostupnych B-laktamovych antibiotik. Tento kmen
byl poprvé hlasen na zacatku 60. let 20. stoleti. Mechanismus rezistence spociva bud’
v produkci B-laktamas, enzymu hydrolyzujicich tato antibiotika, nebo v modifikaci cilového
mista téchto antimikrobnich 1é¢iv. MRSA kmeny jsou oproti t€ém citlivym (methicillin-
s oslabenym imunitnim systémem. Podle zdroje ndkazy rozliSujeme dva typy — komunitni a
nemocni¢ni (hospital-associated) MRSA; MRSA se uplatituje jako nejcastéjsi rezistentni
patogen nosokomidlnich infekci. Ale i v bézné populaci roste jeho incidence, muze
zpusobovat infekce vcelé¢ fad¢ lokalizaci, napt. kize a podkozi, endokarditidu,
osteomyelitidu, pneumonii, invazivni infekce atp. Spektrum léCiv pouZitelnych k Ié€be
MRSA je omezené, nové molekuly nejsou na trh uvadény s dostate€nou rychlosti.
Na prvnim misté se jedna o glykopeptid vankomycin, ov§em protoze je hojné vyuzivan
nejen v této indikaci, rezistence nartistd. Dale je mozné podévat klindamycin, nckteré
aminoglykosidy, tetracykliny, novéji byly zavedeny napft. oxazolidinon linezolid, lipopeptid
daptomycin, lipoglykopeptidy telavancin, oritavancin a dalbavancin, cefalosporiny
ceftobiprol a ceftarolin. Na vSechny se ovSem téz muize vyvinout rezistence; proto zde
existuje objektivni potieba inovativnich 1é¢iv.!718:1

Ani v ptipadé€ patogennich hub neni situace ptizniva, kromé nérlstu rezistence také
stoupa virulence, a tudiz morbidita a mortalita, coZ pfind$i problémy zejména
u imunokompromitovanych jedincti. Ohrozeni jsou zejména pacienti s imunodeficitem,
onkologiCti, po transplantaci ¢i 1éCeni kortikoidy a jinymi imunosupresivy. Pouzivana 1éciva
patii do n€kolika malo chemickych skupin a plisobi pouze na omezeny pocet bunéénych
cilt, navic maji mnohé nevyhody jako je uzké spektrum, zavazné vedlejsi G€inky, interakcni
potencial ¢i nevhodnou farmakokinetiku. Celkové 1ze hovofit o urgentni potiebé novych
1é¢iv i v této oblasti, idealné ptisobicich také proti biofilmim. Mezi problémové druhy patii

kandidy (Candida albicans i non-albicans druhy), aspergily, fusarie a dalsi.?*?!
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3. Vyvoj v oblasti malych antimikrobnich molekul

Vzhledem k uvedenym faktim tykajicich se pozadavkli na nové lécCiva aktivni
proti mykobakteriim, dal$im bakteridlnim druhiim a houbam vcetné rezistentnich kmenti, se
zabyvame designem, syntézou, hodnocenim a studiem mechanismu ucinku novych
antimikrobnich latek rdznych chemickych struktur. Vyzkum je orientovany jak
na modifikace zndmych antimikrobnich 1é¢iv, tak na nové strukturni motivy.

Standardni panel testovanych mikroorganismii zahrnuje Ctyfi kmeny mykobakterii
(pIné citlivy kmen M. tuberculosis 331/88, tj. H37Rv, M. avium 330/88, M. kansasii 235/80
a klinicky izolat 6509/96), ctyii grampozitivni bakteridlni kmeny (Staphylococcus aureus
CCM 4516/08 — MSSA, Staphylococcus aureus H 5996/08 — MRSA, Staphylococcus
epidermidis H 6966/08, Enterococcus faecalis J 14365/08), ¢tyfi kmeny gramnegativnich
bakterii (Escherichia coli CCM 4517, Klebsiella pneumoniae D 11750/08, Klebsiella
pneumoniae produkujici Sirokospektré B-laktamasy J 14368/08, Pseudomonas aeruginosa
CCM 1961) a také osm kment hub: Candida albicans ATCC 44859, Candida tropicalis
156, Candida krusei E28, Candida glabrata 20/1, Trichosporon asahii 1188, Aspergillus
fumigatus 231, Lichtheimia (Absidia) corymbifera 272 a Trichophyton interdigitale
(mentagrophytes) 445. Nejucinngjs$i antituberkulotika jsou dale testovana proti MDR
kmeniim s riznym profilem rezistence a jednomu XDR-TB kmenu (Praha 131; rezistentni
vuci INH, rifamycinim, EMB, streptomycinu, ofloxacinu, gentamicinu a amikacinu).

Cytotoxické a/nebo cytostatické uc€inky jsou studovany na buiikdch lidského
hepatocelularniho karcinomu (HepG2) a lidské monocytarni linie MonoMac6, cytotoxicita
nékterych sérii byla testovana 1 na dalSich buiik4ch liniich (vysoce chemosenzitivni mysi
bone marrow-derived macrophages, BMM @; lidské peripheral blood mononuclear cells,
PBMC). HepG2 slouzi jako in vitro model hepatotoxicity, protoze jaterni tkan predstavuje
nejpravdépodobnéjsi cil organové toxicity znamych antituberkulotik, ostatni linie jako
modely makrofadgt. Pomér ICso/MIC predstavuje index selektivity (SI), jehoz hodnota vyssi
nez 10 pfedstavuje v analogii s terapeutickym indexem akceptovatelnou selektivitu.

Nasleduje prehled skupin studovanych typii molekul.

3.1. Salicylanilidy a jejich derivaty

Salicylanilidy (N-fenyl-2-hydroxybenzamidy; Obr. 1) a jejich derivaty jsou
chemicky relativné jednoduché molekuly, které vSak maji fadu zajimavych vyuzitelnych
biologickych  uCinkl: antibakteridlni vcetné antimykobakteridlni, antifungélni,
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22,2324 24,25

antiprotozoaln, ,uncoupling®  aktivita, protizanétlivé,”®  cytotoxické a

27.28 inhibice osteoresorpce?’ a fotosyntézy (potencialni herbicidy),*

protinadorové plisobeni,
ovlivituji iontové kanaly’! a dalsi. Mezi salicylanilidy patii mj. i 1é¢iva niklosamid a
klosantel. Antimikrobni aktivitu a v t¢ dob¢ aktudlni poznatky o mechanismu u¢inku
salicylanilidi a predeviim jejich esterl jsme shrnuli v praci?? a protivirové wginky

salicylamidd potom v review.*? Nage pokusy o piipravu protivirovych salicylanilidéi ale

.
N
R H

OH
Obrazek 1. Obecna struktura salicylanilida

nevedly k vysoce ucinnym derivatim.

Na Katedfe organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy se vyzkum salicylanilidovych derivati a jejich antimykobakteridlniho plsobeni

provadi jiz ptes dvacet let. Zapocala s nimi skupina prof. Karla Waissera (napt.>33+333637) 3

jejich préace byly salicylanilidy modifikované na hydroxylové skupiné (estery s karboxylo-
vymi kyselinami,*®3%4 karbamaty*') a studium vztahti mezi strukturou a biologickou
aktivitou, v ¢emz pokradoval i autor této prace, a to v praci diplomové*? i diserta¢ni.*?
Podatilo se ptipravit n¢kolik salicylanilidd, které byly srovnatelné s INH vaci Mzb.
H37Rv (MIC 1 uM), na NTM byly dokonce u¢innéjsi. Bylo zjisténo, ze antimykobakteridlni
aktivita pozitivné koreluje s elektron-akceptorovymi vlastnostmi a hydrofobicitou
substituenti v anilidové casti molekuly, na salicylu jsou nejvyhodnéjsi brom a chlor
v poloze 5, obecné pak malé lipofilni elektron-akceptorni substituenty. Mezi hlavni vyhody
salicylanilidl patii jejich Sirokospektralni antimykobakterialni aktivita, i€innost proti INH-
rezistentnim kmeniim, struktura odli$na od zavedenych antituberkulotik a snadné synteticka
dostupnost. Toxicita nebyla bohuZel publikovdna.>® Mezi nevyhody naopak patii
cytotoxické pusobeni, lokalni drdzdivost, nizkd biodostupnost a permeabilita skrze
biologické bariéry i malé rozpustnost ve vod€. Za nezadouci plsobeni zodpovida fenolicka
skupina, ktera je vSak zaroven nezbytna pro antimikrobni aktivitu. Jeji maskovani tak miize
pomoci s redukci téchto neZadoucich uc€inkli (mj. zménou fyzikalné-chemickych vlastnosti)
&i piinést zvyseni aktivity 224443
Proto byly navrZzeny a pfipraveny lipofilngjsi derivaty se zablokovanou fenolickou

skupinou, prvni takova studie zabyvajici se salicylanilidovymi acetaty byla inspirovana
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acetylsalicylovou kyselinou. Tyto estery mély vynikajici antimykotickou aktivitu
(>0,49 uM) a v porovnani s vychozimi salicylanilidy obdobnou ¢i lepsi antimykobakterialni
aktivitu. Ukézalo se, Ze je vyhodné substituovat polohu 4 anilinu, resp. soucasn¢ polohy 3 a

39,40

438 Dvé nasledné prace se tykaly esterti halogenovanych salicylanilidii s neutralnimi Z-

aminokyselinami (Gly, Ala, Val, Phe). I tyto estery mély antifungalni*® a antituberkulotickou

aktivitu,3%4°

pusobily proti atypickym mykobakteriim, pfi¢emz ty nejlepsi z nich byly
z hlediska toxicity selektivni pro Mrtb. Méfeni stability ukazalo, Ze jsou hydrolyzovany
v neutrdlnim a mirné kyselém prostedi, pficemz ti2 jsou v rozmezi 14-34 min.*® Velmi
dobrou aktivitu vykazuji i salicylanilidové n-alkylkarbamaty s u¢innosti proti Mtb. H37Rv
(MIC 0,5-4 uM) i NTM (1-32 uM). Dtlezitym zjisténim bylo, ze souc¢asn¢ inhibuji spektrum
MDR- a XDR-TB kmena v identickych koncentracich, bez zkiizené rezistence a
s dostatecnou selektivitou. Oproti esterim vykazuji vétsi hydrolytickou stabilitu — v kyselém
prostiedi se nerozkladaji, v zasaditém a neutrdlnim ano, avSak s mnohem del$im polo¢asem
(pfti fyziologickém pH 7,4 je to 43 hod).*!

Je tedy zfejmé, Ze tyto modifikace smysl a ptinos maji a mohou nabidnout slouceniny
s vyhodnéj$imi vlastnostmi oproti parentnim salicylanilidim. Na tomto zékladé jsme
pripravili a zhodnotili mnoho desitek analog, obvykle s vystupiiovanou Sirokospektralni
antimykobakterialni aktivitou. Podafilo se nam také identifikovat aktivitu téchto derivata
vuci grampozitivnim bakteriim véetné MRSA, jako inhibitorid acetylcholinesterasy (AChE)
a butyrylcholinesterasy (BChE) a také jsme pracovali na vysvétleni mechanismu

antituberkulotického uc¢inku.

3.1.1. Salicylanilidové derivaty s volnou hydroxylovou skupinou

Béhem vyvoje salicylanilidovych derivati jsme pfipravili slouceniny s novymi
substituenty na jednom ¢&i obou aromatickych jadrech, salicylovém i anilinovém,#446:47:48
Na zéakladé ptedchozich poznatkti o SAR?*® (NO: skupinu navic obsahuje fada

potencialnich antituberkulotik)*’

a in silico predikce vlastnosti jsme pfipravili anilidy
isomernich nitrosalicylovych kyselin a stanovili jejich antibakteridlni, antimykobakterialni
a antifungalni aktivitu a také cytotoxicitu. Nitrosalicylanilidy (Obr. 2) inhibovaly Mzb.
s MIC 2-32 uM, pficemz nejaktivné;si byl 2-hydroxy-4-nitro-N-[4-
(trifluormethyl)fenyl]benzamid a obecné 4-nitrosalicylové slouceniny, v anilidové ¢asti se
osvédcila CF3 skupina v mono- ¢i disubstituci. Naopak nejméné efektivni byly derivaty 3-
nitrosalicylové kyseliny a nitroanilini. MIC vic¢i M. avium byly podstatn€ vyssi (=32 uM).

4-Nitrosalicylanilidy byly téz nejvice ucinné proti stafylokoktim vcetné MRSA kmene
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(od 0,98 uM), kdezto gramnegativni bakterie, enterokoky i patogenni houby byly rezistentni.
I kdyz byla pro tyto slouceniny in silico vypoctena nizka toxicita, pasobily znacné toxicky

na HepG2 buiiky (SI <1,113).%

o)
=
R = 3-F, 3-Cl, 3-Br, 3-1, 3-CF5 4-CF5 3,4-
OZN@N 3-F, 3-Cl, 3-Br, 3-1, 3-CF5 4-CF3 3,

diCl, 3,5-diCF3, 3-NO,, 4-NO, 3-CF3-4-NO,
OH
Obrazek 2. Nitrosalicylanilidové derivaty

Protoze slabé elektron-akceptorni substituenty na salicylovém jadie v polohach 4 a 5
zvysuji antituberkulotickou aktivitu, ptipravili jsme sérii salicylanilidti odvozenych od 4,5-
dihalogenovanych (Br, Cl) salicylovych kyselin (Obr. 3) a porovnali je s analogy
substituovanymi na tomto jadie pouze jednim halogenem. Ze syntetick¢ho pohledu bylo
nutné pfipravit vychozi dihalogenované kyseliny, nebot’ nejsou komeréné dostupné.
Vysledné dihalogenované slouceniny mély nizké hodnoty MIC proti Mtb. H37Rv (1-4 uM),
nebyly vSak podstatné ucinnéj$i nez monohalogenovana analoga. Poprvé jsme také
systematicky zkoumali G¢innost anilidi 4-bromsalicylové kyseliny. Jak bylo zjisténo, tak
tyto slou€eniny maji nejvétsi selektivitu (SI az 8,84) a byly u¢inné proti MDR- a XDR-TB
kmentim v koncentracich od 0,5 pM. Bromderivaty jsou zpravidla lepsi nez chlorované a
pro substituci anilinu je preferovana CF3 skupina. Ani zde se nepodafilo vyhnout toxicité

(ICs0 HepG2 v rozmezi 1,81-31,47 uM), ackoli druhy halogen piisobil jeji Zadouci snizeni.*®

R’ i ©R3
N R', R?=ClI, Br, H
H R® = 4-Br, 4-CF3 3,4-diCl, 3,5-diCF;

R? OH
Obrazek 3. Anilidy odvozené od mono- a dihalogenovanych salicylovych kyselin
Salicylanilidy substituované formylem ¢i acetylem (Obr. 4) nebyly syntetizovany
primarné za ucelem vystupiiované ucinnosti, ale jako ,,konjugabilni® derivaty pro vazbu
na peptidovy nosi¢. Jejich anti-TB aktivita se proto pohybuje vrozmezi 8,6-25,9 uM
(H37Rv), resp. 15,0-64,7 uM (MDR-TB), proti M. abscessus jsou pak jest¢ méné aktivni

(34,5-129,4 uM), zarovei tento ucinek neni selektivni.*

W

N R' = formyl, CI, Br

1

R H R? = 4-acetyl, 3,4-diCl, 4-CF
OH

Obrazek 4. Salicylanilidy nesouci karbonylovou skupinu
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Dale byly ptipraveny N-(4-benzoylfenyl)-2-hydroxybenzamidy (Obr. 5), opét jako
potencialné konjugovatelné salicylanilidy. MIC proti 1€kové citlivému a MDR-TB kmeni
byly identické, 12,7 (R = Br) a 14,2 uM (R = Cl), proti M. abscessus byly tyto hodnoty
dvojnasobné; cytotoxicita (MonoMac6) byla 21,8 a 48,0 uM.*¢ Derivéty tohoto typu byly

téz modifikovany za vzniku Schiffovych bazi.>°

O
i
R
N
o
OH R=Cl, Br

Obrazek 5. N-(4-Benzoylfenyl)-2-hydroxybenzamidy

Z hlediska vyvoje novych salicylanilidi jsme piipravili dvé vySe citované nové série
a nékolik dalSich derivati. Podafilo se sice pfipravit sloufeniny vysoce UCinné
proti mykobakteriim vcetné rezistentnich kmenli (podali jsme prvni dikaz o ucinnost
samotnych salicylanilidi vi¢i MDR- a XDR-TB) a nékterym grampozitivnim bakteriim
s nizkymi hodnotami MIC, hlavni problém salicylanilidi (cytotoxicita a tedy nizka
selektivita) vSak vyfeSen nebyl. Naopak se ndm podafilo pfipravit ,,konjugabilni
salicylanilidy urcené pro vazbu na peptidové drug delivery systémy (DDSs), z nichZ n¢které
byly tspésné konjugovany. Salicylanilidy se ¢aste¢né zabyva i dokonCovana disertacni
byla rutinni syntéza ,,osvédcenych® nejicinngjSich derivath pro dalsi modifikace jejich

fenolického hydroxylu a spojeni s jinymi bioaktivnimi molekulami.

3.1.2. Salicylanilidové estery s riznymi typy kyselin

Ptipravili jsme celou fadu esterd salicylanilidl s riznymi organickymi kyselinami.
Nejprve jsme se veénovali esterim karboxylovych kyselin (Obr. 6, obecnd struktura
A),46:52:53.34.35,56.57.58.39 hn61é7e benzensulfonové kyseliny® (obecnd struktura B) a kyselin

na bazi fosforu®!62:63-64 (obecn4 struktura C).
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)\/R3 D

o
H/R*
Obrazek 6. Design salicylanilidovych estert (karboxylati A, sulfonatt B, (thio)fosfatt C,
(thio)karbamatti D)

V ndvaznosti na dfive publikované estery salicylanilidd s chranénymi
aminokyselinami,***’ kde se ukazal byt vyhodny Z-fenylalanin, jsme piipravili prvotni sérii
jedendacti esteri halogenovanych salicylanilidi s N-acetyl-L-fenylalaninem (Obr. 7), tj.
pouzili jsme jinou N-chranici skupinu, aniz bychom oviem planovali nasledné odchranéni.>?
Pokud je k esterifikaci pouZita fyziologickd aminokyselina, mize tento ester jako doCasny
drug delivery systém zvySovat bunécny uptake, nebot aminokyseliny maji specifické
transportni systémy a jsou aktivné vychytavany z prostiedi (nespecificky targeting). Tyto
aminokyselinové estery byly standardn¢ testovany proti panelu mikrobi a také jsme stanovili
toxicitu pro PBMC. Derivaty byly velmi dobfe ucinné vic¢i vSem mykobakteridlnim
kmenim s hodnotami MIC <0,25-32 uM, nejuspésnéjsi byl (S)-4-chlor-2-{[4-
(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl} fenyl-2-acetamido-3-fenylpropanoat (Obr. 7; R! = Cl, R?
= 4-CF3) a jeho bromovy isoster (R! = Br), které téZ inhibovaly rezistentni kmeny (<2 uM).
Brom derivat byl také nejméné cytotoxicky s dostatenym indexem selektivity, coz bylo
spole¢né vSem tfem nejucinnéjSim slouceninam jak proti Mtb. Hz7Rv, tak rezistentnim
kmenim (SI az 195). Esterifikace vesmés zvysila aktivitu salicylanilidfi, vyhodné byly ty
ptipravené z 3,4-dichloranilinu a 4-(trifluormethyl)anilinu. NejcitlivéjSim kmenem bylo

v

Mtb., mirn€ odolnéjsi je M. kansasii a nejvyssi hodnoty MIC mélo M. avium. Nenalezli jsme
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pfimou korelaci mezi lipofilitou a antimikrobni Gi¢innosti, ackoli se jedna o dalezity faktor
ovliviiyjici aktivitu antimykobakteridlnich molekul. Uvedené rysy jsou spole¢né vsem
pripravenym salicylanilidovym derivatim. Prvné¢ jsme také prokazali, Ze estery
salicylanilidi s aminokyselinami maji antibakterialni i¢inky vii¢i grampozitivnim bakteriim
v nizkych mikromolarnich koncentracich (S. aureus véetné MRSA kmene, S. epidermidis,
enterokoky; MIC >0,98 uM), kdezto gramnegativni bakterie jsou podstatné¢ méné citlivé (E.
coli, klebsiely) az zcela rezistentni (pseudomonady). Kromé vySe uvedenych derivati jsou
dobie ucinné i 4-bromanilidy. I to je spole¢né prakticky vSem salicylanilidovym esterim.
Také jsme zjistili antifungalni aktivitu v koncentracich od 3,9 uM, nejcitlivéj§im kmenem
(opét plati unasich esterll univerzaln¢) je vlaknitd houba Trichophyton mentagrophytes,
kdezto kvasinky toleruji podstatné vétsi koncentrace.’> Tyto vynikajici vysledky viici
mykobakteriim (az 8x vé&tSi UCinnost a radikdlné sniZzend toxicita v porovndni se

39,40

salicylanilidy, lep$i neZ acetaty’® a estery Z-aminokyselin, minimélné srovnatelné

s karbamaty*!") nas motivovaly k syntéze celé fady dalgich salicylanilidovych estert.
R’ i O RE
@”

N__o
éj\f
CHj

Obrazek 7. Estery salicylanilidli s N-acetyl-L-fenylalaninem

Estery aminokyselin jsme studovali 1 v ramci pfipravy antimykobakteridlnich a

antimykotickych N-[(fenylkarbamoyl)methyl]-2-hydroxybenzamid®>®¢ (

,,diamida*), které
byly identifikovany jako neocekdvany produkt pii snaze odchranit estery Z-aminokyselin
(Obr. 8). Benzyloxykarbonylova skupina (Z) byla odstépena acidolyticky a pii snaze pievést
vznikly hydrobromid esteru bazi na volny ester nebyl izolovan tento o¢ekdvany produkt, ale
pfesmykem vznikajici N-[(fenylkarbamoyl)methyl]-2-hydroxybenzamid. Tento pfesmyk
byl studovan z hlediska jeho versatility — ovéfen riznymi substituenty v salicylové i
anilinové ¢asti molekuly a diverzitou a-aminokyseliny (fyziologické i nefyziologické
riznych vlastnosti, optické isomery, odlisné chranici skupiny aj.). Ukézalo se, Ze presmyk
probihd univerzdlné bez ohledu na typ substituce. Zaroven jsme diky izolovanym

meziproduktim pfesmyku navrhli jeho mechanismus, ktery probihd pres bicyklicky

intermediat.
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Obrazek 8. Presmyk vedouci ke vzniku N-[(fenylkarbamoyl)methyl]-2-hydroxybenzamida

Dalsimi studovanymi estery byly benzoaty”*->*

a posléze rozlicné 4-substituované
benzoaty.>>%>7 Vychozi premisou byl fakt, Ze kyselina benzoovd mi sama o sobé
antimikrobni u¢inky proti bakteriim i houbam.>*%” Dojde tak ke spojeni dvou bioaktivnich
struktur do jedné molekularni entity, coz by mohlo resultovat nejenom ve zvySené lipofilité,
ale zejména ve vzdjemné podpote u¢inku (synergii ¢i alespon aditivite).5

Benzoaty se ukazaly byt u¢innymi vi¢i grampozitivnim bakteriim bez ohledu
na vyskyt rezistence na methicilin (MIC >0,98 uM), nejacinnéj$§imi se ukazaly, podobné
jako umykobakterii, 4- a 5-chlor-2-[(3,4-dichlorfenyl)karbamoyl]fenyl-benzoaty a
odpovidajici trifluormethylova analoga, jeden derivat dokonce inhiboval v nizkych
koncentracich 1 P. aeruginosa (7,81-15,62 uM). Antifungélni aktivita je zfetelné nizsi,
ucinnych bylo pouze né€kolik sloucenin s hodnotami MIC od 3,9 uM, a to jen proti nékterym
kmentim.>* Naopak aktivita vii¢i mykobakteriim byla podstatné lepsi (0,25-16 uM), a to
véetné M. avium. Neju€inngj$i derivaty byly vysoce aktivni i proti MDR- a XDR-TB
v rozmezi koncentraci 0,25-2 uM bez zavislosti na profilu rezistence; nékteré z nich byly
proti rezistentnim izolatim ucinnéjsi nez vici lékove citlivému kmeni (az 8%). Vztahy
struktura-aktivita byly identické jako u pfedchozich esteri. Pozitivnim zji§ténim byl vzestup
aktivity vzhledem k samotnym salicylanilidim (az 8x) a soucasn¢ signifikantni pokles
cytotoxicity (bunécna linie HepG2) v ptipad¢ sloucenin 5-chlorsalicylové kyseliny, ktery je
bohuzel nedostatecny, nebot’” hodnoty SI ptesahly hodnotu 10 jen v pfipadé 1ékove

rezistentnich kmena.>*
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Vzhledem k vysoce pozitivnimu vlivu pfitomnosti CF3 skupiny na anilinovém jadte,
nejlépe v poloze 4, jsme se rozhodli tuto skupinu zavést i do struktury kyseliny pouzité
k esterifikaci a pfipravit tak 4-(trifluormethyl)benzoaty, inicialné¢ hodnocené spolu s jejich
parentnimi salicylanilidy jako potencialni antifungalni 1éCiva. Vystupniovana lipofilita téchto
estert, aC byla nasim zdmeérem, vedla k problémiim s rozpustnosti v testovacim médiu, coz
vyradilo z hodnoceni mnoho derivati. Plisné, zejména 7. mentagrophytes a Absidia
corymbifera, byly citlivéjsi nez kvasinky (MIC od <0,49 uM, resp. od 1,95 uM).
Nejucinngj$im salicylanilidem se ukéazal N-(4-bromfenyl)-4-chlor-2-hydroxybenzamid,
esterem pak jeho 4-(trifluormethyl)benzoat, dobte ucinné jsou i N-[4-(trifluormethyl)fenyl]
derivaty. Preferovany jsou slouceniny 5-chlorsalicylové kyseliny a obecné téz 3-
substituovanych anilind. Nelze ovSem fici, ze esterifikace vzdy vede k vyssi inhibici ristu
hub, nekteré estery mély jen velmi nizkou aktivitu, jiné byly naopak vyrazné ucinnégjsi
nez salicylanilidy. 4-(Trifluormethyl)benzoaty dosahly lepsi in vitro G€innosti nez predeslé
benzodty.>® Problémy s rozpustnosti se vyskytly i pti hodnoceni antibakteridlnich vlastnosti.
Nicméné¢ molekuly, které se podafilo otestovat, vykazuji vysokou ucinnost
proti grampozitivnim kmenim vcéetné MRSA a enterokokli s MIC od <0,49 uM, lepsi
nez jiné salicylanilidové estery. MIC pro mykobakterie se pohybovaly v rozmezi 0,5-32 uM,
nejlep$im byl v souladu s pfechozimi poznatky a G¢innosti vychozich salicylanilidii 4-chlor-
2-{[4-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl} fenyl-4-(trifluormethyl)benzoat. 1 zde substituce
fenolického hydroxylu zvySuje zpravidla aktivitu (az 8%), nékde je stejnd, pouze estery 5-
brom-2-hydroxy-N-[4-(trifluormethyl)fenyl|benzamidu jsou méné ucinné. 4-CF3-benzoaty
s MIC <1 uM jsme otestovali proti panelu MDR- a XDR-TB kmend, pficem? jejich aktivita
byla identickd nebo dokonce lepsi nez v piipadé Hz7Rv. Zavedeni dal$i CF3 skupiny
do molekuly antimykobakterialni u¢innost (oproti houbam) nezvySuje. Negativem ziistava
vysoka cytotoxicita (HepG2) nejacinnéjSich derivati s hodnotami ICso 1,33-4,82 pM a tim
i nedostatecna selektivita (SI <10), i kdyz lepsi nez u vychozich salicylanilidi. Alternativné
se lze na tuto skupinu divat jako na potencialni ,anticancer léciva s pridatnymi
Sirokospektralnimi antimikrobnimi w¢inky.® Ve studiu cytotoxickych a cytostatickych
ucinkil salicylanilidovych analog pokracujeme ve spolupraci s Mad’arskou akademii véd,
vybrané¢ slouCeniny maji vynikajici aktivitu 1 proti leukemickym bunkdm a
chemorezistentnimu glioblastomu; nékteré derivaty indukuji apoptosu rakovinnych bunék.

Zjisténi, ze substituce na kyseliné pouzité k esterifikaci méa zna¢ny vliv na aktivitu,
nas piivedlo k designu a syntéze esterti tfi nejaktivnéjSich salicylanilidi a riznych 4-

substituovanych benzoovych kyselin. Pouzili jsme substituenty s riznymi elektronovymi
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efekty (Br, NO2, CH3) a uvedli je do kontextu s pfedchozimi benzoaty a 4-CF3-benzoéty.
Hodnoty MIC byly v ptipadé vSech mykobakterii uniformné velmi nizké (<0,125-8 uM),
rezistentni tuberkul6zni kmeny byly opét vyznamné citlivéjsi. Naopak houby byly prevazné
rezistentni vCetn¢ 7. mentagrophytes a proti stafylokoklim ucinkovaly jen dva derivaty, zato
s velmi nizkymi hodnotami MIC <0,49 uM, citlivy byl i enterokok. Ani jeden z esterti nebyl
cytotoxicky v koncentraci 50 uM, coz vede k velmi vysokym hodnotam SI jak u kokd, tak
mykobakterii, vétSina slouCenin vSak ptisobila cytostaticky (antiproliferativn€) v nizkych
mikromolarnich koncentracich. Proti MDR- a XDR-TB kmentim byl nejucinné;si 4-chlor-
2-[(3,4-dichlorfenyl)karbamoyl]fenyl-4-brombenzoat (0,125-0,5 uM), ktery se uplatnil
nejen proti mykobakteriim, proti NTM pak byl nejlepsi 4-brom-2-{[4-
(trifluormethyl)fenyl Jkarbamoyl} fenyl-4-nitrobenzoat (0,5-2 uM).%’

Ptistup tzv. ,,mutual prodrugs* jsme aplikovali pti ptipravé 2-(fenylkarbamoyl)fenyl-
pyrazin-2-karboxylati (Obr. 9, R® = H).”®>° Pyrazin-2-karboxylovd (POA) kyselina je
aktivnim metabolitem antituberkulotika pyrazinamidu, sama o sob¢ je ovSem jen velmi malo
antimykobakteridlng aktivni. Problém spocivd zejména v nizkém bunécném uptake jako
konsekvence znacné hydrofility, jeji lipofilni estery maji aktivitu podstatné vyssi. Hlavni
pri¢inou rezistence naPZA je defektni nikotinamidasa/pyrazinamidasa, enzym
hydrolyzujici PZA na POA. Ptiprava proléciv (estertl) POA tak mtize pfedstavovat zptisob,
jak tento problém ptekonat. Jak ptesné PZA a POA piisobi, neni zndmo, ackoli byla navrzena
celd fada moznych mechanismii u¢inku a moznych targetii.>>*-’" Tuto skupinu esterdl 1ze
proto povazovat jak za proléciva salicylanilidd, tak POA.

Pyrazinoaty sice vykdzaly velmi dobrou aktivitu v zakladnim screeningu (0,5-8 uM
proti Mtbh. H37Rv a 1-32 uM u NTM, ktera jsou na PZA pfirozené necitlivd), nebyly ale mezi
estery nijak vyjimecné. Naopak klicovym vysledkem je jejich vyrazné vyssi, excelentni
ucinnost na MDR- a XDR-TB s hodnotami MIC <0,125-2 uM bez zkftizené rezistence
salicylanilidovym derivatim, nejaktivnéjS§im byl 4-chlor-2-{[4-
(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl} fenyl-pyrazin-2-karboxylat (<0,25 uM; Obr. 9, R! = 4-Cl,
R? = 4-CF3, R* = H). SAR nijak nevybocuji. U t&chto kmenil jsme navic zjistili dostate¢ny
index selektivity stanoveny na HepG2 (az 64), z tohoto pohledu vysel nejlépe isosterni 4-
bromderivat, také vysoce ucinny a nejméné toxicky. U Mtb. a M. kansasii je ziejmy
aditivni/synergicky efekt obou slozek, pfi¢emz kombinace obou entit v jedné molekule
chemickou vazbou vede k lep§imu ucinku nez jejich prosta smés v ekvimolarnim poméru,

patrn¢ diky lepSimu prostupu skrze mykobakteridlni bunéénou sténu a nasledné
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intracelularni hydrolyze na vychozi slozky. Kromé tohoto zlepSeného priniku Ize uvazovat
1 o farmakodynamické synergii. Antimykobakterialni G€innost taktéz ptipravenych methyl-
a 4-chlorfenyl-pyrazinoatu byla nizka (>250 uM), coz indikuje dulezitost salicylanilidového
,scaffoldu®. T v tomto pfipadé ovSem estery zistavaji cytotoxické, a¢ mén€ nez vychozi
slou¢eniny.*® Pyrazinodty inhibuji také riist bakterii a hub, opé&t byly nejcitlivéjsi viechny tfi
kmeny stafylokokti (MSSA, MRSA, S. epidermidis; MIC od 0,98 uM), dale Enterococcus,
ackoli na n&j nekteré slouceniny ptsobily jen bakteriostaticky. Atypicky byl nejaktivnéjsi 5-
chlor-2-[(3-chlorfenyl)karbamoyl]fenyl-pyrazin-2-karboxylat (MIC 0,98-7,81 uM; Obr. 9,
R!=5-Cl, R? = 3-Cl, R® = H), ktery navic ve stejnych koncentracich spolu s jeho isomerem
unikatn¢ inhiboval vysoce problémovy gramnegativni patogen P. aeruginosa. Neni ziejmy
rozdil mezi isomernimi chlorsalicylovymi kyselinami ani mezi 5-brom- a chlorsalicylovou
kyselinou, vyhodna je substituce anilinu v poloze 3. Naopak dle pfedpokladi 2-[(4-
bromfenyl)karbamoyl]-4 (¢i 5)-chlorfenyl-pyrazin-2-karboxylat pusobily nejsilngji
antifungalné (3,9-15,62 uM), navic se Sirokym spektrem uc¢inku, a to na vlaknité houby
fungicidné, na kandidy pouze fungistaticky. Proti plisnim, zejména 7. mentagrophytes, se

osvédeily i derivaty 4-CF3-anilinu (MIC >1,95 uM).*8

Obrazek 9. Struktura sahcylanlhdovych pyrazin-2-karboxylétﬁ

V navazujici studii jsme se zabyvali estery nejaktivnéjSich polyhalogenovanych
salicylanilidd s kyselinou 5-chlorpyrazin-2-karboxylovou (Obr. 9, R® = Cl), nejen za uéelem
vystupfiovani anti-TB aktivity, ale 1 jako potencidlnimi ,.konjugabilnimi® molekulami
pro inkorporaci do DDSs. Prislu$na kyselina mé4 sama o sobé antimykobakterialni vlastnosti,
inhibuje biosyntézu mastnych kyselin a plisobi t€Z na PZA-rezistentni kmeny. Lipofilngjsi
5-chlorpyrazinoaty byly vysoce u¢inné proti citlivym i rezistentnim kmenim Mth. 1 M.
abscessus (MIC 1-2 uM, resp. 1-5,5 uM). Jako prvni jsme objevili, Ze salicylanilidové
derivaty inhibuji tento kmen rezistentni na celou fadu 1éciv (INH, RIF, PAS, thioamidy,
polypeptidy, chinolony, tetracykliny a vétSinu aminoglykosidl) v nizkych mikromolarnich
koncentracich. 3,4-Dichloranilidy byly mirné¢ G€inné€jsi nez 4-CFs-anilidy. Esterifikace

zachovava ¢i zlepSuje aktivitu, naopak cytotoxicitu nikterak vyznamné neovlivnila
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(MonoMac6; SI <9,2). Zaroven jsme sledovali hydrolytickou stabilitu v testovacim médiu,
zjistény t12 byl =3,7 h, rozklad byl kompletni za 29 h. Potvrdili jsme, Ze se tyto estery jako
proléciva rozkladaji na vychozi slouceniny.*

Krom¢ karboxylatli jsme ptipravili i estery benzensulfonové kyseliny (Obr. 6, obecna
struktura B). Mezi nimi se wukazal nejaktivnéjsi proti Mrb. 4-chlor-2-{[4-
(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl} fenyl-benzensulfonat (MIC 1 uM), ktery byl ale inaktivni
vuci NTM, kde byl naopak nejucinnéjsi jeho 5-chlor isomer (M. kansasii 2-4 uM). M. avium
bylo inhibovano od 8 uM. Souhrnné feCeno, benzensulfonaty neptfekonaly svou Gc¢innosti
karboxylaty, nejcitlivéjsim kmenem bylo Mtb. (1-16 uM). Lepsi ucinek mély derivaty
kyseliny 5-chlorsalicylové nez 4-isomery, mezi aniliny pak 3- a 4-CF3- nebo 3,4-
dichloraniliny, nejmén¢ vyhodny byl 4-fluoranilin. Aktivita proti MDR kmentim ani jinym
bakteriim a houbam nebyla testovana.®°

Nové studovanou skupinou byly estery s derivaty kyseliny thiofosfore¢né® a
fosfore¢né (Obr. 6, obecna struktura C).6%63-64

Nejprve jsme piipravili sérii diethyl-2-(fenylkarbamoyl)fenyl-thiofosfati. Mtbh. se
ukézalo opét jako nejcitlivéjsi (MIC 4-62,5 uM), naopak aktivita vi¢i M. avium byla nizka
(262,5 uM), M. kansasii bylo svou citlivosti intermediarni (16 az >500 uM). SAR byly
analogické jako u vétSiny pfedchozich estert. Z hlediska vyvoje vysoce ucinnych
antimykobakteridlnich slouc¢enin tato modifikace nesplnila ucel, zaostala za salicylanilidy,
zejména proti NTM. Protoze thiofosfaty patii mezi znamé inhibitory cholinesteras,
otestovali jsme je ve spolupraci s Univerzitou Pardubice viaci acetylcholinesterase a
butyrylcholinesterase — §lo o nasi prvni takovouto studii. Slibné vysledy ukazaly, ze vSechny
slouc¢eniny inhibuji oba enzymy (ICso 8,04-20,2 pM), pfi¢emz lepsi inhibice AChE doséahly
derivaty chlorsalicylovych kyselin, pro inhibici BChE jsou vyhodné fluorované aniliny. Jde
o doposud nepiekonané inhibitory AChE zaloZzené na salicylanilidové struktute,
nejefektivngj$si byl O-{5-chlor-2-[(3-fluorfenyl)karbamoyl]fenyl}-O,O-diethyl-thiofosfat
(Obr. 10). Zadny ester nebyl horsi nez 1é¢ivo rivastigmin, u BChE byly nejlepsi slougeniny
srovnatelné  také s galantaminem. Pfedpoklddame, Ze  klicovym  faktorem
antimykobakterialni aktivity je salicylanilidovd cast, kterd vSak v pifipad€¢ inhibice

cholinesteras slouzi jako nosi¢ pro thiofosfatovou skupinu.®!
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Obrazek 10. Nejucinnéjsi thiofosfatovy inhibitor cholinesteras

Oproti tomu analogické méné lipofilni diethyl-fosfaty se ukazaly byt G€inngjSimi
antimikrobnimi slouceninami. MIC proti mykobakteriim byly v rozmezi 0,5-62,5 uM,
proti rezistentnim kmentim pusobily nejlepsi derivaty uniformné¢ (MIC = 1 uM). Oproti
jinym esterim maji fosfaty vystupnovanou uc¢innost na M. avium. NejlepSich hodnot dosahl
5-chlor-2-{[4-(trifluormethyl)fenyl Jkarbamoyl} fenyl-diethyl-fosfat ~ (MIC  0,5-4 uM),
nasledovan jeho 4-chlor isomerem a 4-brom analogem. Dalsi SAR byly analogické
pfedchozim zjisténim. Stafylokoky vcetn€ MRSA byly inhibovany od 1,95 uM, ostatni
kmeny byly necitlivé, antifungélni aktivita byla pon€kud niz§i (MIC >3,91 uM), fada
sloucenin byla ovSem inaktivnich. Vynikajici aktivitu proti grampozitivnim bakteriim maji
derivaty 5-bromsalicylové kyseliny, trifluormethylovanych a bromovanych anilind, coz je
obecny rys vétSiny naSich estertl. Ani diethyl-fosfaty se zcela nevyhnuly hepatotoxicité, byly
vSak méné¢ toxické neZ vychozi salicylanilidy (ICso 1,6-33,8 pM). Design této skupiny
vychazel z poznatkli o fosfotriesterovych proléc¢ivech a jejich metabolismu, chemické
stabilité a nasledn& snadné enzymatické hydrolyze v misté piisobeni.®? U téchto esterli jsme
se vénovali také zkouméani mechanismu t¢inku.

Vzhledem ktomu, Ze fosfatovd skupina je vSeobecné zndmy farmakofor
pro ireversibilni inhibici cholinesteras,’! také diethyl-fosfaty byly testovany na tuto aktivitu.
Zjisténé hodnoty ICso byly v rozmezi 0,9 az 86,3 uM, ptficemZz BChE byla inhibovéana
podstatné silnéji. Vici AChE fosfaty piekonaly Gi¢innost rivastigminu, nékteré mély u BChE
dokonce niz§i hodnoty ICso neZ l1é¢iva rivastigmin i galantamin. Derivaty 4-chlorsalicyloveé
kyseliny se ukazaly nejucinngjsi, nejvice 2-[(3-bromfenyl)karbamoyl]-5-chlorfenyl-diethyl-
fosfat. Oproti predpokladim jsme experimentdlné prokézali, Ze tyto slouCeniny nejsou
ireversibilnimi inhibitory jako drtivd vétSina znamych fosfatt, ale plsobi pseudo-
ireversibiln€é, podobn¢ jako karbamat rivastigmin. Ackoli podle literatury by mély byt
fosfaty inhibujici cholinesterasy toxictéj$i nez isosterni thiofosfaty, poméfovano mirou
inhibice AChE jsme nalezli globalné¢ opacnou zavislost, a¢ v pfipadé BChE bylo

identifikovano n&kolik vysoce u¢innych fosfatf.**
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Ve studiu problematiky derivatii kyselin na bazi fosforu jsme pokracovali a pro velmi
dobré vysledky byla tato skupina sloudenin patentovana v Ceské republice’” a dale byla
podana i mirné rozsifena mezinarodni patentova piihlaska.”?> Chemicky se jedna o rtizné O-
substituované fosfaty, fosfinaty, fosfonaty a strukturné¢ inovativni 2-substituované 3-difenyl-
3-hydrobenzo[e][1,3,2]oxazafosfinin-4-on 2-oxidy (Obr. 11). Témto slou¢eninam je vlastni

vysoka antituberkuloticka aktivita od 0,5 uM i na MDR a XDR kmeny a snizend toxicita.
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Obrazek 11. Obecna struktura 3-difenyl-3-hydrobenzo[e][1,3,2]oxazafosfinin-4-on 2-oxida

R1

Antimykobakterialni aktivita je prakticky univerzalni vlastnosti salicylanilidovych
esterti. Obecné€ lze shrnout, Ze celd fada z nich ma G¢innost proti Mtbh. H37Rv srovnatelnou
s INH, pfipadné jsou jen o néco mén¢ aktivni. Neexistuje zde zkiiZzena rezistence s celou
fadou uZivanych antituberkulotik (INH, rifamyciny, EMB, streptomycin, gentamicin,
amikacin, klofazimin, fluorochinolony), nebot MDR- a XDR-TB kmeny odolné vii¢i témto
1é¢iviim jsou inhibovany ve stejnych, velmi ¢asto dokonce nizsich koncentracich nez plné
citlivy kmen H37Rv, a toto aktivita neni zavisla na profilu rezistence. Unikatni je uc¢innost
proti NTM, zejména M. abscessus. Salicylanilidové estery jsou pochopitelné lepsi nez INH
vuci INH-rezistentnim kmentiim NTM (M. avium, M. kansasii 235/80), u ¢astecné citlivého
klinického izolatu M. kansasii jsou aktivity srovnatelné, resp. nékteré estery jsou vyrazné
lep$i, jiné maji hodnoty MIC analogické nebo vys$i. Pfi porovnani ucinnosti s PAS,
strukturng blizkym antimykobakteridlnim 1é¢ivem druhé linie, vychazi naSe derivaty (estery
veetn¢ karbamatl) vSeobecné 1épe proti vSem kmenim. VéEtSina esteri ma zaroven
v porovnani s vychozimi salicylanilidy alespoii mirn€¢ sniZenou cytotoxicitu (bohuzel
testovanou na vzajemné se liSicich bunécnych liniich 1 na riiznych pracovistich), a tudiz
zlepsené hodnoty SI (v fadé piipadt vyssi nez 10), ackoli vyslovené nizkou toxicitu maji jen
nekteré skupiny (s N-acetyl-L-Phe a vybrané 4-substituované benzoaty). Z hlediska SAR
jsou vSeobecné nejvyhodnéjsi estery halogenovanych salicylanilidi odvozenych od 5-Cl- a
5-Br-salicylové kyseliny (ty byvaji nadto zpravidla méné toxické), 3,4-dichloranilinu nebo
(trifluormethyl)anilinu, idedlné v poloze 4 (obecné preferované), nasleduje 4-bromanilin.
Naopak nevyhodné jsou derivaty monofluorované. Estery maji vétSinoveé lepSi nebo
podobnou aktivitu jako samotné salicylanilidy. Nenalezli jsme pifimou korelaci

antimykobakterialni ucinnost-lipofilita, jakkoli se jedna o kliCovy parametr nutny mj.
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pro nespecificky prostup skrze vysoce lipofilni bunécnou sténu mykobakterii.

Estery sdili také vynikajici ucinnost vici stafylokoklim, zejména S. aureus véetné
MRSA kmene, kde neexistuje zkiizena rezistence s f-laktamem methicilinem. Enterococcus
byva o néco méne¢ citlivy, gramnegativni bakterie jsou az na vyjimky zcela necitlivé, ev.
maji vysoké hodnoty MIC. Nejefektivnéj§i slouceniny jsou minimalné srovnatelné
s benzylpenicilinem u citlivych kment a lepsi nez bacitracin. Pfitomnost 4-bromanilinu a
CF3-anilinu v molekule je spojend s vysSim ucinkem, a to i u patogennich hub. Pravé
antimykoticka aktivita byva o néco nizs$i a neni tak univerzalni jako v ptipad¢ bakterii:
nékteré série jsou pomérné malo ucinné, v jinych se naslo jen nékolik dobfe ucinnych
sloucenin. Citlivejsi nez kvasinky jsou vlaknité houby (plisn€), ptedevSim Trichophyton
mentagrophytes. Esterifikace vychozich salicylanilidii pak nemusi vést vzdy ke stejné nebo
lepsi aktivite.

Inhibitory AChE a BChE na bazi salicylamidti a/nebo fosfatl se zabyvaji i dvé
v sou¢asné dobé vypracovavané kvalifika¢ni prace pod vedenim autora této prace,’*”> dalsi
»mutual prodrugs* (estery salicylanilidii s pyrazinkarboxylovou a isonikotinovou kyselinou)

jsou ptipravovany k publikaénimu vystupu a jsou souéasti pfipravované diserta¢ni prace.’!

3.1.3. Salicylanilidové karbamaty a thiokarbamaty

Dalsi vyvoj salicylanilidovych karbamati (Obr. 6, obecnd struktura D), z hlediska
anti-TB aktivity specifického podtypu estert, byl motivovéan piedevsim praci Férriz et al.*!
zabyvajici se N-n-alkyl karbamaty a jejich vynikajici u¢innosti zejména proti rezistentnim
kmeniim mykobakterii, pozd€ji byl popsan i jejich bakteriostaticky a baktericidni u¢inek
viici MRSA.7® Karbamatovad”” a méné i thiokarbamatova skupina patii ve farmaceutické
chemii mezi €asto vyuzivané motivy pii designu 1é¢iv a proléciv.

Nejprve jsme se vénovali N,N-disubstituovanym karbamatiim a téz thiokarbamatim
(Obr. 12).”® Thiokarbamaty plisobily antimykobakterialn& od koncentrace 4 pM, karbamaty
pak 16 uM, preferovanym substituentem anilinu je jako u samotnych salicylanilidu a esterti
trifluormethylovd skupina, halogenace je nezbytnd pro dobrou antimikrobni u¢innost.
Thiokarbamaty jsou G€inné&jsi nezZ odpovidajici karbamaty, vyhodné jsou malé substituenty
na karbamatovém dusiku. Aktivita (thio)karbamatl koreluje s jejich parentnimi
salicylanilidy. Pozitivem je vysoky ucinek proti INH-rezistentnim NTM a lepsi aktivita nez
ma strukturné blizkd PAS. Oproti ocekavani nepfinesla pfiprava N,N-disubstituovanych
(thio)karbamati ze salicylanilidii zlepSeni antimykobakteridlniho Uc¢inku, nejlepsi derivaty

byly pouze srovnatelné, jinde doSlo k podstatnému zvySeni MIC. Tento jev se v praci
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pokousime vysvétlit. U¢innost vidi stafylokoktim véetné MRSA byla podstatné vyssi (MIC
od <0,49 uM), naopak gramnegativni kmeny a vétSina hub byla rezistentni (vyjimkou byl 7.
mentagrophytes s MIC od 1,95 uM), ackoli vysledky nebyly uniformni. Derivaty G¢inné
proti stafylokoklim inhibovaly vzdy soucasn¢ 7. mentagrophytes, 1 zde byly vyhodné&jsi
thiokarbamaty a N-methyl. Dillezitym zjiSténim je fakt, Ze popsand modifikace vyrazné (az
18 077x) snizuje cytotoxicitu (HepG2) a vede k vysokym hodnotam SI (az 175). Podaftilo se
identifikovat molekuly — i1 pfes nomindlné niz§i antimykobakteridlni aktivitu — dostatecné
selektivni jak pro Mtb., tak NTM, S. aureus i T. mentagrophytes.”® U téchto karbamatt byla
posléze zjiSténa vyznamnd inhibi¢ni aktivita na cholinesterasy (hodnoty ICso 1,60-
311,0 uM), zejm. na BChE. N¢ktefi zastupci tento enzym inhibovali 1épe nez standardni
lé¢iva rivastigmin a galantamin, vyhodnd je substituce karbamatového dusiku alespoii
jednim fenylem. Podle vysledkti dockingu se zd4, ze karbamaty pisobi jako kompetitivni

inhibitory téchto enzymii, navic z hlediska cytotoxicity dostate¢né selektivng.”

0 R?
R? N/©/ R'=ClH
H R2=H, F, Cl, Br, CF,4
o) R3, R* = CHj,, fenyl

X)\N,R3 X=0,5

54

Obrazek 12. Obecna struktura sali?ylanilidov;’/ch N,N-disubstituovanych (thio)karbamatii
Pro relativné nizkou antimykobakteridlni u¢innost N,N-disubstituovanych karbamatt
a také kvlli potizim s rozpustnosti v testovacich médiich jsme se vratili k ptipravé N-

monosubstituovanych analog (Obr. 13 a 14).468
Salicylanilidy odvozené od 5-chlor- nebo 5-bromsalicylové kyseliny a 4-CFs-, 4-
benzoyl- a 3,4-dichloranilinii byly reakci s isokyanaty pievedeny na N-propyl, N-(2-
chlorethyl) a N-(3-chlorpropyl) karbamaty (Obr. 13). Ty byly aktivni vaci Mtb. H3z7Rv,
MDR- a XDR-TB kmentm a také M. abscessus. Za zminku stoji aktivita prave proti tomuto
kmeni, kdy osm karbamati mélo MIC v rozmezi 0,2-2,1 uM, tj. vyrazng¢ nizsi nez standardy
ciprofloxacin (az 15%) a gentamicin (53%). Mtb. bylo inhibovano v obdobnych
koncentracich, fada sloucenin byla G¢inn€j$i nez INH. Rezistentni kmeny mély obdobné
nebo jen mirn€ vyssi hodnoty MIC. Pro aktivitu byly vyhodnéjsi halogenované aniliny a
chlor na salicylovém jadie, karbamaty vedly u Mrb. bez ohledu na rezistenci obvykle

ke srovnatelnym ¢i niz§im hodnotdm MIC nez samotné salicylanilidy. Cytotoxicitu jsme

stanovili na MonoMac6 buiikach, ICso se pohybovaly se v rozmezi 1,1-48,0 uM. Piesto méla
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fada karbamati dostatecné indexy selektivity pro M. abscessus i Mtb. (az 44), coz je

diisledkem lepsi u¢innosti, nikoli mensi toxicity.*®

/G =Cl, Br
= 4-CF3, 3,4-diCl, 4-benzoyl

= Cl, CH,Cl, CHj
0 N/\/ Rs
Obrazek 13. K:l'rbaméty vysoce aktivni vi¢i M. abscessus

Karbamatovy dusik jsme substituovali i cykloalkyly, fenylem a fenylalkyly

(Obr. 14). Inicidln¢ byly testovany proti bakteriim a houbam. Potvrdila se ptedpokladana
vysoka aktivita, slouceniny efektivné inhibovaly stafylokoky (identicky MSSA i MRSA a
také S. epidermidis) a plisen T. mentagrophytes (MIC od <0,49 uM) a byly srovnatelné nebo
lepsi nez referenéni 1é¢iva (benzylpenicilin, bacitracin, flukonazol). Zadny derivat nebyl
inaktivni, cennd byla aktivita na polyrezistentni kmen Klebsiella pneumoniae (31,25 uM) —
jde o prvni salicylanilidové slouceniny pomérné dobfe u¢inné na tento kmen. Halogenace
opét zvySuje aktivitu, vyhodny je brom v poloze 4 anilidové ¢asti molekuly a N-cyklohexyl
pro antimykobakteridlni aktivitu a benzyl pro antifungilni.’ Také zde (spole¢né s 4-
chlorfenyl karbamaty) jsme zjistili inhibi¢ni u€inek na cholinesterasy s hodnotami ICso 5-
235 uM. V¢étsina z nich byla srovnatelna ¢i lepsi nez rivastigmin vici AChE, ale jen nékteré
1 v ptipadé BChE. Zde se jako nejlepsi substituent ukazal N-fenethyl. Vypoctené fyzikalné-
chemické vlastnosti téchto slouc¢enin odpovidaji poZadovanym hodnotam pro prinik do CNS

a tedy centralni piisobeni.®!

0 R®
R N/©/ R'=ClLH
H R?=H,F, Cl, Br
0 R3 = cyklohexyl, fenyl, benzyl,

_R3 fenethyl, adamantan-1-yl
L y y

Obrazek 14. N-Monosubstituované karbamaty

Dale jsme po rozsifeni této série o karbamaty odvozené od 5-chlor-2-hydroxy-N-[4-
(trifluormethyl)fenyl]benzamidu hodnotili jejich aktivitu proti mykobakteriim, cytotoxické
a cytostatické ptisobeni na né€kolika bunécnych linii a vliv na mykobakterialni isocitratlyasu
(ICL). Pfislusna publikace je tésné pied odeslanim do Casopisu; potvrdila se vynikajici
in vitro antimykobakteridlni i¢innost N-monosubstituovanych karbamat (nejlepsi MIC

niz8i nez 1 uM), pfi¢emz nékteré z nich maji jen velmi nizkou toxicitu. Pod vedenim autora
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této prace byla téz zpracovana a obhéjena diplomova prace tykajici se salicylanilidovych
karbamiti a pfibuznych sloucenin jako potencidlnich inhibitorii cholinesteras.®?
Karbamatové derivaty splnily o¢ekdvani do nich vkladané, tj. zlepSeni selektivity
vychozich salicylanilidii, zejména vii¢i mykobakteriim. U N,N-disubstituovanych to bylo
predevsim diky dramatickému poklesu cytotoxicity, ackoli aktivita zvySena nebyla, zatimco
u N-monosubstituovanych karbamati se jednalo priméarné o vliv snizeni hodnot MIC. Dale
se potvrdila velmi dobré aktivita N-monosubstituovanych sloucenin viici MDR- a XDR-TB
bez zkiizené rezistence ke klinicky uzivanym lécivim a také signifikantni ucinek
proti grampozitivnim bakteriim véetné MRSA a nékterym houbdm. Podafilo se téz pfipravit
molekuly u¢inné vici polyrezistentnimu kmeni K. pneumoniae a, coz je obzvlast’ pfinosné,
nékteré karbamaty velmi efektivné (submikromolarni MIC) a zarovei selektivné inhibovaly
M. abscessus, klinicky velice problematicky a rezistentni druh NTM s pouze omezenou
i¢innosti pouzivané 1é¢by, navic s rostouci incidenci.®® Také jsme na zakladg pritomnosti
karbamatové skupiny, osvédéeného farmakoforu,””3* testovali pfipravené derivity jako
potencidlni inhibitory AChE a BChE, tj. moZna 1é¢iva nckterych typti demenci, a ziskali
zajimavé vysledky. NaSe slouCeniny maji navic vhodné fyzikélné-chemické vlastnosti
nezbytné pro velkou pravdépodobnost absorpce z traviciho traktu a prostup skrze
hematoencefalickou bariéru. I na tomto poli se tak otevira moznost jejich uplatnéni, kdy jsme
pfipravili na zéklad¢ zjiSténych SAR dalsi analoga s vystupfiovanou inhibi¢ni G¢innosti
(a zaroven niZ8i antimikrobni aktivitou), u kterych byl také experimentaln€ stanoven druh a
typ inhibice. Karbamaty a thiokarbamaty tak maji dobry potencial pro dalsi vyvoj jak

antimikrobnich agens, tak inhibitorii cholinesteras.

3.1.4. Hled4ni mechanismu ucinku

Kromé raciondlniho designu, syntézy a biologického hodnoceni ptipravenych
sloucenin na celych buiikach jsme se vénovali 1 hledani mechanismu jejich pisobeni proti M.
tuberculosis. Pfedchozi poznatky jsme shrnuli v piehledu.??

Salicylanilidim byly, podobné jako jinym fenolim, pfisuzovany nespecifické
ucinky, napt. zésah do energetického metabolismu buiiky, poskozeni struktury a funkce
biomembran, okyseleni intracelularniho prostiedi, denaturace proteinti, inhibice uptake
dileZitych biogennich molekul.?? V roce 1998 bylo popsano, Ze salicylanilidy inhibuji ,,two-
component regulatory systems®, které zodpovidaji za transdukci signalt z vnéj$iho prostiedi
do nitra bunky, reguluji transkripci a jsou potfebné k udrzeni homeostazy, expresi

virulentnich faktorti, podili se i na rezistenci. U Zivo&ichil se tyto systémy nevyskytuji.?>8>-86
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Dal$im mechanismem ucinku salicylanilidd je jejich ,,uncoupling* aktivita, tj. piisobi jako
rozpojovace oxidativni fosforylace v mitochondriich. Uéinkuji jako protonofory, kdy mohou
cyklicky pifenaset protony skrze membréanu, a tim snizovat membranovy potencial, resp.
protonmotivni silu nezbytnou k syntéze ATP. Tato aktivita je podporovéna vysoce
hydrofobnimi substituenty (¢-Bu, isopropyl) a atomem chloru.???* Nékteré novéjsi publikace
se rovnéz ptiklangji k ndzoru, Ze za antituberkulotickou aktivitu primarné zodpovida tento
t¢inek. 37 Nicméné bylo popsano, Ze je mozné na zikladé obmén struktury oddélit
,;uncoupling® od dalsiho pisobeni.?* Salicylanilidy byly téZ reportovany jako inhibitory fady
mikrobialnich enzymii riznych metabolickych cest, napt. D-Ala-D-Ala ligasy®’, sortasy A®®

89.90 pottebnych k vystavbé bun&ené stény.

¢i transglykosylasy

Na zéklad¢ strukturni podobnosti se znamymi inhibitory jsme pilotné otestovali
devatenact prufezove nejucinngjSich salicylanilidovych derivatl (vychozi amidy, benzodty,
pyrazinkarboxylaty, benzensulfonaty, estery s N-acetyl-L-Phe) proti validovanym cilim
isocitratlyase a methionin aminopeptidase (MAP). Oba enzymy se podili na udrzovani
homeostazy béhem latentni a chronické faze mykobakterialni infekce a jejich inhibitory by
tak mohly byt vyuZitelné mj. k 1é€bé latentni TB a zkraceni doby lécby. ICL je cilem
predevsim pro latentni mykobakterie s obtiznou ,,druggability”. Tento enzym katalyzuje
Stépeni isocitratu na sukcinat a glyoxylat, tvoii soucast glyoxylatového cyklu. Tato draha
nema u lidi obdobu. ICL je esencidlni pro metabolismus mastnych kyselin, virulenci a
perzistenci infekce. Jeho inhibice neurychluje eliminaci Mtbh. b&hem akutni infekce, ale az
pii chronickeé a latentni infekci. MAP odstépuje u prokaryot po proteosyntéze N-terminalni
methionin, je nezbytnd pro posttranslaéni upravy proteintl. Jeji inhibitory plsobi jak
na replikujici se builky, tak latentni formy. Salicylanilidy a estery plsobi jako mirné
inhibitory téchto enzymi, 4-brom-2-{[4-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}fenyl-pyrazin-2-
karboxylat inhiboval nejucinnéji a nejselektivnéji mykobakteridlni MAP (41% inhibice
v koncentraci 10 uM), vétSina zbylych derivata vSak podstatné ovliviiovala i lidskou formu,
coz muze resultovat v toxicitu viici savéim bunkam. Pyrazinkarboxylaty byly nejuc¢innéjsi.
5-Chlor-2-hydroxy-N-[4-(trifluormethyl)fenyl]benzamid a jeho ester s pyrazinkarboxylovou
kyselinou vedly v koncentraci 100 uM k 59% inhibici ICL, v koncentraci 10 uM pak nejlépe
tento enzym inhiboval (22 %) ester s N-acetyl-L-Phe, srovnatelny se standardem 3-
nitropropionovou kyselinou. Toto inhibi¢ni plisobeni se jist¢ podili na celkovém anti-TB
ucinku, nelze jej timto vSak vysvétlit zcela. Benzoylace a benzensulfonace vedly k poklesu

aktivity.”!
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Vzhledem k prokazané aktivité¢ salicylanilidovych derivath jsme také u pozdéji
ptipravenych esterti ¢i celych sérii stanovili inhibici ICL (Tabulka 2). Lze shrnout, Ze jsme
nenalezli ptimou korelaci mezi ICso a MIC, ostatné by to vzhledem k roli ICL ani nebylo
adekvatni, nebot’ aktivitu stanovujeme na extracelularné rostouci buniky, ale ucinek inhibice
by se projevil u latentnich mykobakterii, ovSem zadné z naSich spolupracujicich pracovist’
tuto assay k dispozici doposavad nemélo. Z teoretického pohledu by vsak slouceniny dudlné
inhibujici aktivné rostouci mykobakterie i intracelularné perzistujici subpopulaci — jako nase
derivaty — mély predstavovat piinos v terapii tuberkulézy.

Tabulka 2. Inhibice ICL salicylanilidovymi derivaty

Inhibice Inhibice Nejicinngjsi inhibitor
Estery v koncentraci | v koncentraci ! a OJ M) SAR
10 uM [%] 100 uM [%] H
Pyrazin-2- 13-59 (&t se . 5-chlor-2-[(3,4- Lep.s.1 3—subst¥turovane
Karboxylaty™ 9-17 vysrazela) dichlorfenyl)karbamoyl]fenyl- aniliny a derivaty 5-
pyrazin-2-karboxylat chlorsalicylové kyseliny
4-chlor-2-[(3- . e,
4-CFs-benzoaty>® 12-27 (V sljégeni) bromfenyl)karbamoyl]fenyl- ldemi’nrlll?liigrej lepsi
Y 4-trifluormethylbenzoat M
N,N- ND 4-chlor-2-[(4- Halogeny, CF3 a objemné
disubstituované 3-22 (vysrézent) fluorfenyl)karbamoyl]fenyl- | karbamatové substituenty
(thio)karbamaty® Y difenylkarbamat zvySuji ucinek
O-{4-brom-2-[(3- XLt A 2
Diethyl-fosfaty® 4-7 ND fluorfenyl)karbamoyl]fenyl} - - nekteré derly aty ICL
0.0-diethyl-fosfat dokonce aktivovaly

ND = netestovano/nebylo mozné stanovit

V ramci studia teoretickych aspektii funkce a inhibice ICL, reserSe doposud zndmych
inhibitorti ICL a hled4ani SAR jsme sepsali piehledovy ¢lanek.”?

Mimo vySe uvedené slouceniny jsme otestovali vici ICL 1 salicylanilidové N-
monosubstituované karbamaty, ¢lanek je pfipraven k odeslani do casopisu, vysledky jsou
konzistentni s pfedchozimi zjiSténimi. NaSe nejucinnéjsi doposud piipravené inhibitory ICL
patii chemicky mezi amidy kyseliny itakonové, interakci s enzymem jsme studovali i pomoci
dockingu, zatim vSak vysledky publikovany nebyly.

V ramci hledani inhibitor enzymi hrajicich dulezitou roli v udrZovéni latentni
infekce/perzistence Mtb. jsme otestovali salicylanilidové diethyl-fosfaty vic¢i dalSim
enzymim, jejichz inhibitory nejsou pouzivany v klinické praxi:®* L-alanin dehydrogenasa
(MtAlaDH), lysin e-aminotransferasa, chorismat mutasa® a pantothenat syntetasa. Fosfaty
byly testovany v koncentraci 50 uM. Pantothenat syntetasu inhibovaly jen mirné (max.
26 %), ucinnost vici lysin e-aminotransferase a chorismat mutase byla vyssi —az 54 %, resp.
61 %, ale jednoznaéné nejvice inhibovanym enzymem byla MtAlaDH. Tii estery piisobily

vice nez 70% pokles aktivity, proto jsme stanovili i ICso. NejucinnéjSim inhibitorem byl
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identifikovan 5-chlor-2-[(3-chlorfenyl)karbamoyl]fenyl-diethyl-fosfat (ICso = 4,96 pM),
zaroven také nejaktivnéj$i sloucenina proti lysin &-aminotransferase a druhy nejlepsi
v pfipadé chorismat mutasy. Interakce inhibitor-MtAlaDH byly studovany pomoci
molekulového dockingu (Obr. 15). Nase fosfaty predstavuji prvni zndmou sérii inhibitori

tohoto enzymu.®?

Alal79

Ser134

v

B / Thr178

lle267

Ala268

Leu240

Obrazek 15. Docking neji¢inngjsiho inhibitoru na MtAlaDH®

Popsali jsme tak nové targety salicylanilidd — ICL, MAP, MtAlaDH, lysin &-
aminotransferasu a chorismat mutasu. VSechny tyto enzymy se podileji na udrzovéani
chronické faze TB, resp. latentni formy infekce. Poprvé jsme prokazali, Ze salicylanilidové
derivaty mohou blokovat funkci téchto enzymu. Tato inhibice bude participovat na jejich
antimykobakterialni aktivité, ale vysvétlovat ji plné témito vysledky by nebylo spravné.
Dulezitym zjisténim vsak je, Ze by salicylanilidové slou¢eniny mohly byt dualné u¢inné i
na mykobakterie v klidové fazi, coZ vyZaduje jeSt€¢ experimentalni verifikaci.
desitek pmol/1.3

Je prakticky jisté, ze salicylanilidy a jejich O-modifikované derivaty jakozto
pomérné¢ malé a jednoduché molekuly interaguji s celou fadou enzymatickych cili a
bunéénych struktur. Vhodna substituce miiZze zvySovat preferenci a naopak minimalizovat
nezadouci interakce. Tento ,,multitargeting™ muze byt vyhodny pro antimikrobni ucinek,
nebot’ ztézuje vznik ziskané rezistence, na druhou stranu mize vést k nezadoucim u¢inkiim
na eukaryotické buiiky. Lee et al.®® uvadé&ji neuspé$nou snahu generovat mutanty Mb.
rezistentni na salicylanilidy, pfisuzuji ji ovSem nespecifickému uncoupling ucinku.

Vestudiu  mechanismu  mozného  ucinku  salicylanilidovych  derivati

na mykobakterie dale pokracujeme.
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3.2. Analoga isoniazidu a inhibitory InhA

Isoniazid (Obr. 16) hraje kli¢ovou roli v chemoterapii tuberkuldzy. Toto 1é¢ivo ma
unikatni aktivitu a specificitu na Mtbh. Mechanismus ucinku je sice pleiotropni, ale podstata
spociva v inhibici enoyl-acyl carrier protein reduktasy (InhA). Tento enzym se podili
na biosyntéze mykolovych kyselin, esencialniho stavebniho prvku mykobakterialni bunécné
stény, kter¢ jsou zodpoveédné za jeji vystupiiovanou lipofilitu. INH je sdm o sob¢ prolécivo,
musi byt uvnitf mykobakteridlnich bun¢k aktivovan pomoci multifunkéniho enzymu
katalasy/peroxidasy (KatG). Vznika tak predevSim isonikotinoylovy radikal, ten nasledné
reaguje s NADH. Vznikly komplex (Obr. 16) se navaze na InhA, ¢imz zablokuje jeji
funkci.’**>% Objev anti-TB aktivity INH vr. 1952 piines] prelom v 1é¢bé tuberkulozy,
ovSem postupem ¢asu se na n¢j zacala vyvijet rezistence. Ta spo¢iva nejCastéji v mutaci genu
katG zpisobujici nedostateCnou aktivaci, ale i inh4 — vznikly enzym ma pak nizkou afinitu
ke komplexu isonikotinoyl-NADH.’?” Proto vznikla potieba takovych derivatii isoniazidu, které

nebudou k aktivaci vyZadovat KatG, ¢i ptfimych inhibitori InhA jinych chemickych struktur.

N

AN

| KatG
—e -

/
NAD(H) H,N
H,N .
2">N"o
H

isoniazid ADPR
Obrazek 16. Aktivace isoniazidu enzymem KatG a vznik komplexu s NADH

Bylo pfipraveno velké mnozstvi isoniazidovych analog, néckteré s vyhodnéjSimi
vlastnostmi, prakticky vSechna vSak vykazuji zktiZenou rezistenci s parentnim lé¢ivem. Prehled
zndmych derivati INH a jejich SAR Ize nalézt v getnych souhrnnych &lancich.”>%% Idealni
lécivo zalozené na INH by mélo piekonat ziskanou i pfirozenou rezistenci vici INH, mit stejné
nebo lepsi hodnoty MIC a soucasné nebyt hepatotoxické.'” Modifikace INH lipofilnimi
substituenty by meéla zlepSovat transport pies biologické bariéry, zejména bunécnou sténu
mykobakterii,'°! substituent na N? by mél chranit molekulu pied metabolickou acetylaci.®

Modifikacemi INH se nasSe skupina zabyva systematicky pifes deset let (napf.
prehledovy ¢lanek® a experimentalni prace!>1%%). Dalsi vyzkum navazuje na praci,'® kdy
byl pouzit kespojeni INH sdalsi molekulou (substituovanym  anilinem)
hydrazonoformamidovy mustek. Tyto derivaty si zachovaly vynikajici aktivitu vaci Meb.
Hs7Rv, G¢inek proti INH-rezistentnim atypickym mykobakteriim (M. avium, M. kansasii)

byl n€kdy dokonce lepsi. Nejaktivnéjsi slouceniny mély v ptipadé Mrb. dostatecny index
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selektivity (stanoveny na HepG2 a PBMC). Studovéna byla i jejich stabilita — pfi neutralnim
pH jsou stabilni, v kyselém pomalu hydrolyzuji. Hydrazonoformamidové uspotadani bylo
uspeésné pouzito i pro spojeni substituovanych benzohydrazidii s antimykobakteridlnimi
1é¢ivy (fluorochinolony, PAS, PZA).!%

Design novych sérii INH derivatii byl zaloZzen na zdméné methinového mustku

za karbonylovy (Obr. 17):100:105
|N\ |N\ |N\
=
Lt E% — LAt
WG TG WY,

Obrazek 17. Design karboxamidovych derivati isoniazidu

V praci'® byly k INH pfipojeny riizné substituované aniliny. Neju¢inngjsim viici
Mtb. se ukézal 2-isonikotinoyl-N-(4-oktylfenyl)hydrazin-1-karboxamid srovnatelny s INH
(MIC 1-2 uM), proti atypickym kmenlim pak 4-isopropylovy derivat (8-32 uM, vyznamna
je vysoka aktivita vi¢i M. avium), vyhodny byl i n-butylovy substituent. Pozitivnim
zjisténim je fakt, Ze fada téchto molekul je w0€innd vici INH-rezistentnim NTM.
Mezi halogenovanymi slou¢eninami se jako nejvyhodnéjsi ukézal anilid odvozeny od 2,4,6-
trichloranilinu (4 uM pro Mtb.), viici NTM je obecné jejich aktivita niz$i nez u alkylanilidt.
Protoze INH inhibuje InhA, zkusili jsme modelovat in silico interakci nejucinngjSich
derivatl s timto enzymem, kde se potvrdila vyhodnost del$iho alkylu pro afinitu a interakci.
Podle této studie by mohly karboxamidy — oproti vychozimu INH — inhibovat InhA
kompetitivng& pfimo (Obr. 18), bez nutné aktivace KatG,'% ¢emuz nasvédcéuje i ic¢innost viici
M. avium, kterému tento enzym chybi. Na aktivit¢ se mulze podilet i usnadnéné

neenzymatické uvolnéni isonikotinoylového radikélu z méné stabilniho hydrazidu.'%®

Met103

Metl61

Tyrl58
Phel49 1
Met199
Obréazek 18. Konformace nejaktivngjsiho hydrazinkarboxamidu v aktivnim centru InhA '
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Vzhledem k popsané ucinnosti 1,3,4-oxadiazoll i na rezistentni mykobakterie!'"’
jsme pristoupili k cyklizaci 2-isonikotinoylhydrazin-1-karboxamidi na N-substituované 5-
(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy (Obr. 19), pilotni N-fenyl oxadiazoly se vSak
ukézaly neaktivnimi.'%

N
| ~ Ph3P, (BrCl,C),,

X
Z Et;N N| H
H H — = L _A_OUN
N_ _N MeCN/THF b R
0 hif \@R N—N

o)

Obrazek 19. Pfiprava 1,3,4-oxadiazolt cyklizaci'®®

V navazujici studii'® jsme tfemi syntetickymi pristu fipravili INH derivat
1 J y ymi p py prip y

spojené karboxamidovym mistkem s rtizné¢ dlouhymi alkyly (Ci-Cis) a nasledné je stejnym
zpusobem cyklizovali na oxadiazoly. Mezi N-alkyl-2-isonikotinoylhydrazin-1-karboxamidy
byly nejucinnéjsi slouceniny s kratkym alkylem (do Cs), aktivita proti Mrb. H37Rv byla
obdobna jako isoniazidu (0,5-2 uM), MDR- a XDR-TB kmeny byly vyrazné odolng;si (MIC
>16 uM). Mechanismus ucinku byl experimentalné prokazan jako identicky s INH (inhibice
InhA, a tudiz produkce mykolovych kyselin), i kdyz vyrazn¢ 1épe inhibovaly rast INH-
rezistentnich NTM (MIC >4 uM). U nejucinnéjSich analog cyklizace aktivitu podstatné
snizuje. V sérii  N-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminti se osvédcily decyl,
undecyl a zejména dodecyl. Nejucinnéjsi N-dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-
amin (Obr. 20) inhiboval H37Rv 1 rezistentni kmeny v koncentraci 4-8 uM, zaroven kmen
Mtb. H37Ra nadprodukujici InhA a byl téz nejucinné€jsi vici M. avium. Experimentalné bylo
prokédzano, ze jeho mechanismus Uc¢inku je odlisny od INH, neplisobi na vystavbu bunécné
stény a neexistuje zde zkiiZena rezistence s jinymi antituberkulotiky. I pfes pfitomnost
dlouhého alkylu tento oxadiazol spliuje pozadavky Lipinského pravidla péti pro ,,drug-
likeness* pfi perordlnim podani a je tak vyznamnou vychozi molekulou pro dalsi studium.
Dulezity je 1 fakt, ze z4dna z pfipravenych sloucenina nebyla cytotoxicka (HepG2),

u nejlipofilnéjSich derivati hodnoceni komplikovala mala rozpustnost v testovacim médiu.

H
4 O N~~~
O=CT
N-N
Obrazek 20. N-Dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin

Do skupiny inhibitoril InhA patii kromé neptimych inhibitorq, tj. derivati INH, také

pfimé inhibitory, které nepotiebu;ji k Gi€innosti bioaktivaci (nejsou tedy prolécivy). Sem patii
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napiiklad desinfek¢ni latka triklosan (irgasan; Obr. 21), jejiz vyvoj a pouziti jsme shrnuli
v piehledovém ¢&lanku.'®® Podobné jako v jinych piipadech nebyl piivodné biocid triklosan
vubec povazovan za antimykobakterialn¢ ucinné 1é¢ivo a jeho mechanismus piisobeni byl
pfisuzovan ftad¢ nespecifickych efekti (poSkozeni bunééné membrany, naruseni
proteosyntézy, pisobeni jako protonofor aj.). Na pielomu 20. a 21. stoleti byl prokazan jak
icinek na mykobakterie, tak specificka inhibice InhA v nizkych koncentracich.!® Inhibice
mykolovych kyselin, zejména pak InhA, je povazovana za velmi nadéjny target pii vyvoji
novych 1é¢iv proti tuberkuloze.!*

K nevyhoddm triklosanu patii zejména nizka bioavailabilita, rozpustnost ve vodé a
v porovnani s INH 1 niz$i aktivita. Proto byla pfipravena celd tada jeho derivati,
difenylethert. Existuji dva hlavni sméry vyvoje — jednak difenylethery s A-cyklem
substituovanym v poloze 5 del$im lipofilnim alkylem ¢i arylalkylem, u nichz je pfitomnost
fenolické skupiny nezbytné pro inhibici enzymu. Pro substituci B-cyklu jsou preferovany
substituenty vedouci k tzv. ,,slow-onset™ inhibici, zejména o-methyl. Tento strukturni typ
pfedstavuje nejnovéjsi trend analog triklosanu. V této skupiné difenylethert je k dispozici
rozsahlejsi evidence jak pro inhibici enzymu, tak aktivity vici mykobakteriim, ackoli zde
vzdy neni pfima korelace. Nékteré slouceniny byly testovany in vivo, zakladnim problémem
stale zlistava nedostatecnd bioavailabilita a problémy s optimalnim rozsahem lipofility.
Druhy smér vyvoje derivati odvozenych od triklosanu postrddd OH skupinu, jsou v ni
zastoupeny difenylethery aktivni vi¢i mykobakteriim, ale nemaji pfesvédCiva data
o schopnosti inhibovat InhA. Rada studii se opira pouze o docking, ale experimentalni
potvrzeni enzymové inhibice chybi.!%

OH Cl

Obrazek 21. Triklosan

V review!® shrnujeme zakladni poznatky v oblasti derivati a analog triklosanu.
Podafilo se ndm postihnout recentni trendy a identifikovat zékladni sméry vyvoje. Uvedena
oblast je pomérné¢ rozpracovand a hojné studovand, setkavaji se zde zdarné piistupy
biochemické a farmaceuticko-chemicke, ackoli ne ve vSech publikacich. Provedeny byly i
cetné in vivo studie, zatim bohuzel s ne zcela uspokojivymi vysledky, ale otevira se prostor
pro farmaceutickou technologii v€etn€ DDSs. Tato prace nas inspirovala k pfipravé proléciv
triklosanu na bazi estert s karboxylovymi kyselinami, karbamati a thiokarbamatt, které

1

jsou souhrnné shrnuty v disertaéni praci®! Tyto derivaty kromé Sirokospektralniho
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antimykobakteridlniho ucinku potlacuji rist patogennich hub, grampozitivnich (vetné
MRSA) a v ramci naSich molekul unikdtn€ 1 gramnegativnich bakterii (MIC >7,81 uM).
U mykobakterii je jejich aktivita obdobnd jako u vychoziho triklosanu, avSak oproti
literarnim tidajtim, které se shoduji ohledné nizké toxicity triklosanu,'® jsou nase slou¢eniny
véetné vychoziho 1éCiva vyrazné cytotoxické pro HepG2. Pracujeme také na studii
kombinujici struktury triklosanu a isoniazidu v jedné molekule, pfi¢emz tato série by méla
dudlné cilit na InhA a tlumit rist i INH-rezistentnich kment.

Nasi dalsi praci inspirovala piedev§im velmi slibna aktivita oxadiazolového derivatu.
Presvédcive jsme demonstrovali, ze jednoduchou chemickou modifikaci (dvoukrokova
syntéza s dobrymi vytézky) zavedeného léCiva lze pfipravit slouCeniny sice se stejnym
strukturnim motivem, ale odliSnym mechanismem pusobeni, tj. pln¢ G¢inné (bez zkiizené
rezistence) na kmeny, které toleruji vychozi INH. Cesta k novym, inovativnim potencialnim
1é¢ivim tak muize byt z pohledu organické chemie jednoduchd. Jde o jednu z naSich
nejvyznamngjsich praci, kde jsme udélali dulezity krok od syntézy a mikrobiologického
hodnoceni ke zkoumani mechanismu uc¢inku. Oproti piivodnimu ,,me-too* pfistupu jsme
pfipravili origindlni molekulu, u které bychom v budoucnu réadi ur€ili piesny mechanismus
ucinku. Ve svétle (nejen) této studie se ukazuje, ze ma stale smysl zabyvat se systematickymi
obménami znamych a pouzivanych 1é¢iv, ze se nejedna o neefektivni ¢i prekonany pfistup.
V soucasné dobé zacina systematickd SAR studie nejucinnéjSiho oxadiazolu (Obr. 20),
abychom identifikovali minimalni strukturni pozadavky pro anti-TB aktivitu a nalezli jesté
(¢inngjsi analoga. Prace Rychtaréikové et al.!® byla predevsim priipravnou pro kli¢ovou
studii,'® ale také jsme se v ni inspirovali ohledn& vyhodnosti 4-oktylanilinu, ktery jsme
pomérné uspeédné zacali inkorporovat do potencialnich antituberkulotik. Ze slou¢enin INH
se vénujeme derivatim  2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanové a  2-(2-
isonikotinoylhydrazinyliden)octové kyseliny (tj. opét jiny typ mustku), kdy volny karboxyl
vyuzivame ke tvorb¢ esteri a predev$im amidl za Gcelem zlepSeni aktivity. Metodika a

10 3 diplomové!'!! praci zpracované

piiklady takovych molekul byly shrnuty v bakalaiské
pod vedenim autora této prace. Tento pfistup umoZnuje i kombinaci vice anti-TB Iéciv
v jedné molekule. Pfipravované slouCeniny jsou zpravidla netoxické, fada znich ma
nckolikanasobné lepsi aktivitu nez INH vici NTM, casto 1 Mtb. (MIC od <0,03 puM),
hodnoceni proti MDR- a XDR-TB probihd. V budoucnu bychom se chtéli také vénovat
ovéteni jejich mechanismu Uc¢inku. Drtivd vétSina nami pripravenych analog INH jsou

selektivni antimykobakterialni agens, neovliviluji rast jinych bakterii ani hub.
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3.3. Modifikace sulfonamidu

Sulfonamidy, prvni skutecné efektivni celkova antimikrobni 1é¢iva, byly od svého
objevu pouzivany k 1écb¢ tady bakteridlnich a protozoalnich infekci. Prodélaly bouflivy
rozvoj, avSak vyvoj rezistence a objev ucinngjSich a méné toxickych antibiotik vedl k jejich
ustupu z klinické praxe. Zpét do SirStho pouziti se dostaly diky kombinaci
s aminopyrimidinovym derivatem trimethoprimem, ktery se nejcastéji pouziva spolecné
se sulfamethoxazolem v poméru 1:5 pod nazvem kotrimoxazol. Ob¢ slozky kombinovaného
preparatu inhibuji synergisticky dva navazujici kroky v biosyntéze folatl, hovoii se o tzv.
sekvenéni blokad¢, ktera ptispiva k obnové citlivosti u kmenti rezistentnich na samotné
sulfonamidy.! Kromé této , klasické* inhibice dihydropteroat synthasy sulfonamidy blokuji
fadu dalsich mykobakteridlnich enzymi, napf. B-karboanhydrasu''> & B-ketoacyl
synthasu,''® coz miiZe participovat na jejich antimikrobni u¢innosti.

Sulfonamidy byly doporuceny jako soucast terapeutickych schémat pro 1écbu
nékterych NTM infekei,'!* ne vSak TB. Sulfonamidy a sulfony se sice staly prvnimi 1é¢ivy
s mirnym antituberkulotickym efektem, ale pozd¢ji byly vSeobecné povazovany za klinicky
neefektivni a bylo od nich ustoupeno,'!® resp. jejich role byla pfinejmensim kontroverzni.
V navaznosti na publikaci''® vysly vletech 2012 a 2013 tfi vyznamné prace, které
demonstrovaly, Ze klinicky dosazitelné koncentrace sulfamethoxazolu (pfi podavani per os)
vcetné kombinace s trimethoprimem a téz sulfadiazinu inhibuji jak Mtb., tak komplex
Mycobacterium avium.''®!'-!'18 Huang a kol.!'® demonstrovali, Ze¢ je za tento uc¢inek
zodpovédny sulfamethoxazol, nebot’ viici trimethoprimu byly testované kmeny necitlivé a
MIC sulfamethoxazolu a kotrimoxazolu se neliSily. Rovnéz konstatovali, ze navzdory jeho
ucinnosti je nutné najit U€inngjsi a lipofilngjsi sulfonamidy s lepSimi farmakokinetickymi
vlastnostmi. Clankd tykajicich se antimykobakterialni aktivity sulfonamidovych 1é¢iv, které
sveédcily ve prospéch jejich aktivity, vSak byla v této dobé publikovéana celd fada, nckteré
jsou citovany rovn&Zz vnasi praci.'' Review zroku 2016'%° piipousti repurposing
kotrimoxazolu k 1é€bé 1ékoveé rezistentnich forem tuberkulézy vzhledem k jeho in vitro i
in vivo aktivité.

Nase prvni prace v této oblasti vysla v r. 2012 a byla ,,propojenim* problematiky
salicylanilidl a sulfonamidd. Rozhodli jsme se zkombinovat dva farmakofory antimikrobni
aktivity — derivaty salicylové kyseliny a sulfonamidy (sulfamethoxazol, sulfathiazol,
sulfadiazin, sulfamethazin; Obr. 22). Prvnim zpisobem, jak uvedené molekuly spojit, byl

karboxamidovy miustek vznikajici z karboxylu salicylové kyseliny a aminoskupiny
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sulfonamidu (tj. vznikl salicylanilid se sulfamoylovym substituentem v poloze 4 anilidového
jadra), druhym pak iminovéa vazba pochazejici z reakce aminoskupiny se salicylaldehydem
(Obr. 23). Kromé¢ jiného jsme chtéli porovnat vliv téchto mustkli na biologickou aktivitu,
stejné jako samotnou substituci 4-aminoskupiny benzensulfonamidt, kterd je povazovéana
za nezbytnou pro jejich antimikrobni aktivitu.! Substituce 5-chlorsalicylidenem byla zvolena

podle predchazejicich zkuSenosti s jejich Schiffovymi bazemi.'?!

H H
S| CHs 1)
ISARE RN SRR
HoN HoN

sulfamethoxazol sulfathiazol
o H
o H “» _N_ _N_ _CH
v _N N - 3
\S\\ T = S\b \W h
joate e
H-oN
HaN 2 CH,
sulfadiazine sulfamethazin

Obrazek 22. Struktury pouZitych sulfonamidi

/N\ R3 Schlffovy baze: R' = amidy: R'=H, R2:
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Obrazek 23. Schiffovy baze a amidy ziskané ze sulfonamida

Testovani ukazalo, ze proti Mth. H37Rv byl nejucinnéjsi samotny sulfamethoxazol
(32 uM), MIC vsech novych derivati byly vyssi, a to v rozsahu 32-500 puM, zkousené
modifikace tedy nepfinesly zvysSeni G€innosti. U M. avium rovnéz studovana modifikace
(bez ohledu na jeji typ) nema vyrazny vliv na aktivitu. V pfipadé méné€ aktivnich
sulfonamidt (sulfadiazin, sulfamethazin) je vyhodnéjsi strategii tvorba amidu, u Guéinngjsich
(sulfathiazol, sulfamethoxazol) naopak Schiffovych bazi, stejné¢ tomu je i u antibakterialni
aktivity. NejcitlivéjSim druhem bylo M. kansasii (MIC od 1 uM). Zde se ptekvapiveé ukazalo,
ze ptitomnost 2-OH skupiny na benzenovém jadie neni podminkou sine qua non. Nejlepsi
antimykobakterialni slouc¢eninou byl souhrnné 4-(5-chlor-2-hydroxybenzylidenamino)-N-
(thiazol-2-yl)benzensulfonamid, tj. Schiffova baze sulfathiazolu a 5-chlorsalicylaldehydu
(MIC 2 uM), dobfe ucinna i proti stafylokokim (31,25 uM).!"?

Ackoli sulfonamidy byly a jsou pouzivany jako antimikrobni lé¢iva, ukazaly se

0w v

neucinné viici ¢tyfem gramnegativnim kmentim, navic aktivity proti dvéma grampozitivnim
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kmenim (MRSA i MSSA) byly v pfipadé¢ sulfadiazinu a sulfamethazinu nizké (=500 uM),
u sulfamethoxazolu a predevsim pak sulfathiazolu zietelné lepsi (31,25-500 uM). Otazkou
zustava, zda je tento fenomén kompletni rezistence predevsim u gramnegativnich bakterii
rezistenci primarni, nebo ziskanou. Pfipravené derivaty byly v pfevazné vétSiné piipada
ucinngjsi proti stafylokokiim nez samotné sulfonamidy s MIC od 15,62 uM, pficemz nejlepsi
aktivity dosahl 5-chlorsalicylamid sulfamethazinu, ktery navic oproti ostatnim signifikantné
inhiboval S. epidermidis a enterokoky. U amidové fady byla oproti Schiffovym bazim
pro nizké hodnoty MIC nezbytna OH skupina. MIC pro gramnegativni bakterie se také
snizily, 1 kdyz jenom velmi mirn¢. Jednoznaénym pozitivem je neexistence zkiizené
rezistence s methicilinem, i¢innost byla prakticky identicka vii¢éi MRSA i MSSA.!" Ostatné
kotrimoxazol je doporucovan k 1é¢b& MRSA infekci.'?? Snizeni hodnot MIC v porovnani
s vychozimi sulfonamidy (az 32x) a rozSifeni spektra ucinku patfi ke kladim nami
ptipravenych sloucenin. Antifungalni vlastnosti byly zanedbatelné¢ (MIC jen nékterych
od 62,5 uM).'?

Nejaktivnéj$i produkty a vychozi sulfonamidy byly hodnoceny na cytotoxicitu
(HepG2). Nov¢ piipravené derivaty maji ICso ve stovkdch puM, coz je sice ve srovnani
se sulfonamidy horsi, ale presto jsou hodnoty SI (az 156,5) jak pro M. kansasii, tak S. aureus
véetné MRSA akceptovatelné. Jejich mirnd toxicita je zpusobena halogenovanym

19

salicylovym fragmentem,'’® je vSak podstatné niz§i nez v piipadé samotnych

salicylanilidd.’® Vystupem studie!"

oproti zaméru nejsou antimykobakterialni slouceniny
efektivnéjsi neZ vychozi sulfonamidy, ale molekuly vysoce ucinné proti MRSA, coz miize
byt terapeuticky vyuzitelné.

Prace'!®

obratila nasi pozornost od amidi k Schiffovym béazim. Schiffovy baze,
zpravidla snadno synteticky dostupné celou fadou metod, jsou povazovany za vSestranny
farmakofor mj. pro antibakteridlni, antituberkulotickou, antifungalni, protivirovou a
antiparazitarni aktivitu, proto patii k hojn¢ vyuzivanym strukturnim fragmenttim v designu
potencialnich 1é¢iv.!?>124125 Mohou byt samy o sob& nositelem aktivity vazané
na pfitomnosti iminové vazby, ale také slouzi k modifikaci zndmych bioaktivnich molekul.
I mezi sulfonamidovymi derivaty byly diive popsany antimikrobni Schiffovy baze,
napf, 26127

Vzhledem k G¢innosti  4-[(5-chlor-2-hydroxybenzyliden)amino]-N-(pyrimidin-2-
yl)benzensulfonamidu,'"” jsme se v navazujici praci'® vénovali syntéze a biologické aktivité
Schiffovych bazi sulfadiazinu s fadou monosubstituovanych (zejména v poloze 5) a 3,5-

disubstituovanych salicylaldehyd® a 5-nitrofuran-2-karbaldehydem (jejich design a piehled
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viz Obr. 24). Poloha 5 byla zvolena jako nejvyhodnéjsi pro antimykobakteridlni aktivitu.
Podobné jako v predchozi studii'!® bylo vyuzito spojeni dvou antimikrobialnich ,,scaffoldi®,
sulfonamidu a salicylidenu, v jedné molekule. MIC pro Mth. H37Rv a M. kansasii se
pohybovaly vrozmezi 8-250 uM (M. avium bylo odolné&jsi), pficemz z pohledu SI je
nejvyhodnéjsi Schiffova baze pfipravend z nesubstituovaného salicylaldehydu. Tyto
sulfonamidové derivaty byly téz ucinné zejména proti grampozitivnim bakteriim vcetné
MRSA (MIC >7,81 uM), ale i nékterym kvasinkam a vlaknitym houbam, dokonce v nizsich
koncentracich od 1,95 uM. 4-[(2,5-Dihydroxybenzyliden)amino]-N-(pyrimidin-2-yl)-
benzensulfonamid byl dostatecné selektivni a netoxicky (HepG2 buiky). Oproti
antimykobakterialni aktivité je zde, bohuzel stejné tak u toxicity, pozitivni korelace G¢inku
s dihalogenaci salicylového jadra a molarni hmotnosti pfitomnych halogent. Nékteré
ze sloucenin maji vyssi antibakterialni ucinek nez vychozi sulfadiazin. Cenna je 1 aktivita
na NTM, neni vSak v porovnani se samotnym sulfadiazinem vyrazné lepsi. Identifikovali
jsme i dal$i vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou, korelace s lipofilitou nebyla
potvrzena. 5-Nitrofuran-2-karbaldehyd se navzdory diive popsané antimykobakteridlni

129

aktivité jeho derivati “” neosvédcil, navic byl produkt silné cytotoxicky.

nahrada substituenty pOthOVy isomer

s odlisnymi elektronovymi \r
efekty a vlivem na lipofilitu /©/
(H, F, Br, I, NO, Me, MeO,

—>cl
OH, t-Bu), zachovani CI \©\/\
pro 3,5-disubstituci Nada celého jadra
02N

polohovy |somer/zaveden| dalSiho
atomu halogenu

Obrazek 24. Design novych Schiffovych bazi sulfadiazinu
Primarni 4-aminoskupinu sulfonamidii jsme déale modifikovali za vzniku 1,3-
disubstituovanych mocovin.'***! Rada autorti publikovala mocoviny se signifikantni

antituberkulotickou aktivitou,'3%!33:134

proto jsme pfistoupili ke kombinaci sulfonamida a
mocovin Vv jedné entit¢ a pfipravili je zisokyanati a sulfamethoxazolu, nasledné je
cyklizovali oxalyl chloridem na imidazolidin-2,4,5-triony (Obr. 25). Tyto derivaty vykazaly
antimykobakterialni aktivitu, zejména vici NTM srozsahem MIC od 4-1000 uM.
Nejucinngjsi in vitro a zéroven zcela netoxickou slouceninou v sérii byl 4-(3-heptylureido)-
N-(5-methylisoxazol-3-yl)benzensulfonamid, jehoz indexy selektivity pro M. kansasii a M.
avium byly 62,5-250, resp. 16-31,25. U¢inek viéi grampozitivnim bakteriim a Mtb. byl

vSeobecné niz8i (=125 puM), gramnegativni bakterie 1 houby byly prakticky rezistentni.
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Ze substituentd mocoviny v poloze 3 se kromé n-heptylu osvédcCily také 4-substituované
fenyly a fenethyl, cyklizace nevede k jednozna¢nému trendu ve zméné biologické aktivity.
Jistym prekvapenim byla nizka antimykobakteridlni G¢innost mocoviny substituované
adamantylem,'*® coz je znamy a hojné vyuZivany farmakofor pro antituberkulotickou

aktivitu, 33136

mj. diky jeho vlivu na lipofilitu a prostorové uspotradani. Pfipravené mocoviny
a imidazolidiny sice nepiekonaly aktivitou a/nebo selektivitou vychozi sulfamethoxazol,
avSak uvedenou heptylmocovinu Ize povazovat =za selektivni a netoxické agens

proti atypickym mykobakteriim.!3°

% N
O N 0 2 WCW
0 S, WCHs >¥N —0
rR. AL ° N-o A
N7 N M
H H

0]
R = cyklohexyl, fenyl, benzyl, fenethyl, adamantan-1-yl, propyl,
heptyl, 4-(terc-butyl)fenyl, 4-(trifluormethyl)fenyl

Obrazek 25. Mocoviny a imidazolidin-2,4,5-triony odvozené od sulfamethoxazolu

O

Povzbuzeni heptylem jsme pfipravili celou sérii homolognich sulfamethoxazolovych
n-alkylmocovin (Ci-Ci2) a dalSich ptibuznych mocovin (cyklopropyl-, 3,3-diisopropyl-, 4-
[ N-(5-methylisoxazol-3-yl)sulfamoyl]fenyl-mocoviny, Obr. 26) a oxalamid (Obr. 27) jako
potencialnich chemoterapeutik zejména proti atypickym mykobakteriim, primarn¢ abychom
zjistili vliv délky alkylového fetézce na aktivitu.'*! Mogoviny byly ptipraveny z isokyanati,
nékterych ptipravenych in situ z aminti pomoci trifosgenu, nebo s vyuzitim dalSich Cinidel.
Nejvyssi antimykobakterialni aktivita byla zjisténa u 4,4’ -[karbonylbis(azandiyl)]bis[ N-(5-
methylisoxazol-3-yl)benzensulfonamidu] (Obr. 27) s hodnotami MIC 2-62,5 uM, mezi n-
alkyly se ukézal nejvyhodné&jsi methyl. Delsi alkyly vedou k vy$§im MIC (s vyjimkou
heptylu v ptipadé NTM) a kvili vystupiiované lipofilité i problémim s rozpustnosti, naopak
velmi dobfe Gi¢inné byly cyklopropylmocovina a oxalamid."*! Cyklopropylovy fragment se
vyskytuje v molekule fady antimykobakteridlné tc¢innych fluorochinolont, ale i jednoho
subtypu mykolovych kyselin vyskytujicich se v bunécné sténé mykobakterii. Vyznam
cyklopropylové substituce pro vyvoj 1é&iv je popsan v piehledovém &lanku.'’” Rada derivati
byla u€inng;si nez parentni 1éCivo a také vyhodnéjsi nez molekuly popsané v nasi vychozi

130

préci, °° plusem je navic i in vitro aktivita proti Mtb. (2-4 uM u nejlepSich sloucenin).
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PYcar i eatioy

R'= |sopropyl, cyklopropyl, 4-[N-(5-methylisoxazol-
3-yl)sulfamoyl]fenyl; R? = H, isopropyl
Obrazek 26. 3-Alkylmocoviny a piibuzné mocoviny odvozené od sulfamethoxazolu
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Obrazek 27. 4,4’ -[Karbonylbis(azandiyl) |bis[ N-(5-methylisoxazol-3-yl)benzensulfonamid]

CH3(CHy),

n=0-11

Krom¢é vyse uvedenych derivati jsme pfipravili jako potencialni antimikrobni
slouceniny také amidy heterocyklickych kyselin a mn-alkyl, cykloalkyl, aryl a arylalkyl
mocoviny odvozené od sulfathiazolu, nékteré jsou soudasti diplomové prace.!*® V soucasné
dobé je pfipravovana publikace reportujici antimykobakteridlni, antibakterialni, antifungdlni
a cytotoxickou (HepG2, erythrocyty) aktivitu dalSich Schiffovych bazi salicylaldehydt a
sulfamethoxazolu, sulfadiazinu, sulfathiazolu a sulfamethazinu. Né&které z nich vykazuji
slibnou biologickou aktivitu (MIC v fadu jednotek pM), a ptfedevsim selektivni u€inek vici
mikroorganismiim, coz je obzvlast’ diilezité v dob¢ nartistajici rezistence. Efektivné inhibuyji
také klinické izolaty multirezistentnich stafylokokl vcetné kotrimoxazol-rezistentnich
kment, v. s. tedy pisobi jinym mechanismem ucinku nez samotné sulfonamidy, resp. jejich
kombinace s trimethoprimem.

Porovnanim vyse studovanych skupin sulfonamidovych derivatl Ize konstatovat, Ze
mocoviny ucinkuji prevazné antimykobakteridln€ s nizkou aktivitou vii¢i jinym bakteriim a
houbdm, naopak Schiffovy baze a amidy maji Sir§Si spektrum uwc€inku zahrnujici
grampozitivni bakterie véetné MRSA a (i kdyZ méné ¢asto) také nékteré kvasinky a vlaknité
houby. Tyto slouceniny pfipravené substituci 4-aminoskupiny maji sice vyssi cytotoxicitu
nez prakticky netoxické vychozi sulfonamidy, nicméné 1 piesto fada z nich vykazuje
dostateCné indexy selektivity proti rliznym patogentim. Podafilo se pfipravit i Cetné
slouceniny majici Sirsi spektrum t€¢inku a niz§i hodnoty MIC neZ vychozi 1é¢iva, a které jsou
blizké hodnotam MIC isoniazidu (vic¢i Mtb.) nebo jeho aktivitu mnohanasobné piekracuji

(NTM) a Ize zdiraznit, Ze nemaji zkiiZenou rezistenci.
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Tato ¢ast prace prispéla ke konstatovani, ze ,.klasické* sulfonamidy a jejich derivaty
se substituovanou primarni aminoskupinou zdaleka nejsou ,,mrtvé* a maji v designu 1é¢iv a
ve farmaceutické chemii jako funk¢ni koncept co nabidnout, zejména v oblasti
antimykobakteridlnich a anti-MRSA molekul. V ramci dalsi prace bychom se chtéli zaméftit
na pripravu dalSich analog, kde by se jesté 1épe podatilo separovat cytotoxicitu vici savéim
butkdm od antimikrobni aktivity. V uvahu pfipada také spojeni sulfonamidd s jinym
antimikrobnim fragmentem a také konjugace s peptidovymi nosici na bazi tuftsinu. Potfebna
bude identifikace mechanismu ucinku nejucinnéjSich derivat, ktery nami nebyl zatim
studovan. Zavérem lze fici, Ze u¢innost vybranych testovanych slouc¢enin na kotrimoxazol-
rezistentni stafylokoky dava velky pfislib pro nalezeni odlisného mechanismu u¢inku oproti

vychozim sulfonamidim.

3.4. Potencialni antimikrobni slouceniny riznych struktur

Tato kapitola shrnuje pfipravené derivaty navzdjem nepiibuznych struktur. Primarné
byly designovany jako potencialni antimikrobni 1é¢iva, nicméné u nékterych byla objevena
vyznamna inhibice cholinesteras, kterd je vyS$i nez standard rivastigmin a zajimavéjsi
neZ uéinnost vici patogentim.3%140 Patii sem také prehledové ¢lanky shrnujici biologickou
aktivitu riiznych skupin sloucenin, resp. ptisobicich na urcitou biochemickou dréhu.

Mezi ,privileged scaffolds ve farmaceutické chemii nalezi mj. rhodaniny (2-
thioxothiazolidin-4-ony), které vykazaly celou fadu biologicky zajimavych U¢inkd, napft.
antibakterialni, antifungélni, antiprotozodlni, protivirove, protizanétlivé, protinddorové, jsou
teoreticky vyuZzitelné 1 v 1é€bé Alzheimerovy choroby ¢i komplikaci diabetu, také byla
popsana fada jimi inhibovanych enzymi.!*-141:142143 Rhodaniny nabizi pro substituci dvé
mista v molekule — C-5 a vodik situovany na N-3. Derivaty s arylmethylidenovou substituci
uhliku 5 mohou jakozto Michaelovy akceptory reagovat a interferovat nespecificky s celou
fadou molekularnich a bunéénych nukleofilti véetné glutathionu. Rhodaniny proto byvaji
oznacovany jako ,pan assay interference compounds®,'** nicmén& podle nedavného
review!* se nejedna o striktni pravidlo a musi vzdy byt ovéfeno experimentalng, navic by
takovéto ,,multitarget* chovani mohlo byt v jistém ohledu vyhodné.

Ptipravili jsme nejprve riznymi metodami sérii anilidi a aromatickych estert
kyseliny rhodanin-3-octové (2-(4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)octova kyselina). Tyto
amidy a estery (Obr. 28) byly prvotné publikovany jako potencialni inhibitory cholinesteras.
Hodnoty ICso pro AChE byly v rozmezi 24,05-86,85 uM, kdezto pro BChE m¢ély Sirsi
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rozmezi 7,92-227,19 uM, pti€emz derivaty jsou obecné lepsi nez vychozi kyselina, zejména
pokud obsahuji 4-nitrofenylovy fragment. V piipadé AChE dosahly lepsSich vysledk estery.
Nekteré rhodaniny mély niz$i hodnoty ICso nez 1éCivo rivastigmin uzivané v terapii
nekterych demenci, dal$i byly srovnatelné. V této studii jsme jako prvni prokézali, Ze
rhodaniny mohou piisobit jako inhibitory BChE. Pfipravené slouc¢eniny maji navic vhodné
fyzikélnéchemické parametry pro piekonani hematoencefalické bariéry, a tudiz ucinek
v CNS, a spliuji podminky ,,drug-likeness*. Zamérn¢ jsme se zde vyhnuli substituci uhliku
5 rhodaninového jadra, nebot’ né¢kolik diive znamych AChE inhibitorii na bazi rhodanint
mélo vzdy tento strukturni motiv.!*’

0]

X
QX\N/\[( X =0, NH
S/&s 0 = R=H, Cl, CFs, CHg, OCHz, NO,

Obrazek 28. Estery a amidy rhodanin-3-octové kyseliny

Pfipravené amidy a estery byly hodnoceny také na antimikrobni aktivitu vaci
obvyklému panelu bakterii a hub. Paraleln¢ jsme na zdkladé¢ dobrych zkuSenosti se
salicylidenovym strukturnim motivem'" pfipravili kondenzaci 5-(hydroxybenzyliden)-
rhodanin-3-octové kyseliny a stanovili jejich biologickou aktivitu. Na zaklad¢ vysledki bylo
provedeno spojeni nejucinnéjSich zastupcti amidl/esteri a S-substituovanych rhodaninii
do jedné molekularni entity (Obr. 29). Celkem bylo hodnoceno 24 sloucenin, vSechny
spliuji Lipinského pravidlo péti. Jako nejvyhodnéjsi vici Mrb. se ukdzal (Z)-N-(4-
chlorfenyl)-2-[5-(2-hydroxybenzyliden)-4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl]acetamid (Obr. 29,
R =H) s MIC 8-16 uM. Koncept spojeni dvou fragmentl se osvédcil pouze u tohoto kmene.
Proti NTM byly totiZ nejaktivngjsi 2-[5-(2-hydroxybenzyliden)-4-oxo-2-thioxothiazolidin-
3-ylJoctové kyseliny (tj. s nesubstituovanym karboxylem) a u grampozitivnich kment
vcetné MRSA doséhl nejnizsich MIC ester s volnym C-5: 4-(trifluormethyl)fenyl-2-(4-oxo-
2-thioxothiazolidin-3-yl)acetdt ~(MIC  >15,62 uM), nasledovan  (2)-2-[5-(2-
hydroxybenzyliden)-4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-ylJoctovou kyselinou a jejim O-acetyl
esterem. Aktivita vi¢i gramnegativnim bakteriim a houbam byla nevyznamna. U derivati
salicylaldehydu vede zména polohy OH skupiny ¢i ndhrada za pyridinové jadro
k neaktivnim slouc¢eninam, halogenace a u mykobakterii i acetylace piekvapiveé ucinnost

nezvysuji.'+
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Obrazek 29. Design novych rhodaninovych derivati

Vychodiska pro studii tykajici se hydrazidi-hydrazoni na bazi 4-(trifluormethyl)-
benzohydrazidu'“® byla dvé: tento hydrazid Ize povazovat za isoster INH (Obr. 30), pficemz
hydrazony INH maji dobie zndmou, zejména antimykobakterialni aktivitu (napi.!%*'%"), a
jednak se derivaty salicylidenu, které jsou v této praci také zahrnuty, u antimikrobnich latek
osvédeily. 1121192 K modifikaci hydrazidu byly pouZity riizné aldehydy a alifatické ketony,
produkty byly testovany na antimikrobni aktivitu a také z hlediska jejich cytotoxickych a
cytostatickych vlastnosti (MonoMac6, HepG2, BMM®). Zadna ze slouenin nebyla
cytotoxickd pro HepG2 bunky. Selektivniho ucinku vici Mtb. doséhl derivat kafru
(Obr. 31A; MIC = 4 uM, zaroven zcela netoxicky v koncentraci 100 uM), zatimco N'-4-
chlorbenzylidenovy hydrazid (Obr. 31B; R = 4-Cl) doséhl nejnizsich MIC u M. kansasii
(16 uM), ptisobil mirn¢ antifungalné a nijak negativné neovlivitoval HepG2 a MonoMac6.
Hydrazon S5-chlorsalicylaldehydu (Obr. 31B, R = 5-Cl-2-OH) se ukéazal nejucinngjsi
vuci ¢tyfem kmeniim grampozitivnich bakteriim vcéetné MRSA a enterokokl a také
nekterym kmentim hub (Candida glabrata, Trichophyton mentagrophytes) s rozsahem MIC
<0,49-3,9 uM. Také nebyl cytotoxicky pro HepG2 a BMM®, ma ale cytostatické
vlastnosti.'*® Takovéto cytostatické chovani se sou¢asnou absenci cytotoxicity bylo diive
popséno pro nékteré salicylanilidové estery.”’ Nejlepsi hydrazidy-hydrazony svou aktivitou
byly ucinnéjsi nez INH vi¢i NTM, analogicky pak ptekonaly bacitracin u bakterii a
flukonazol u hub, ev. s nimi byly srovnatelné. V ramci série jsme ovSem identifikovali 1
neaktivni slouceniny (hydrazony ziskané¢ z benzaldehydu, 2-Cl-benzaldehydu, 4-
CHs/OCH3/CF3/Br-benzaldehydu). Pro signifikantni in vitro efektivitu je tak nezbytny chlor
v poloze 4, OH skupina v poloze 4 nebo 2; halogenace aktivitu zlepSuje a oproti pfedchozim

vysledktim dokonce paradoxné snizuje toxicitu.'*®
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Obrazek 30. Isosterie isoniazidovych a 4-CF3-benzohydrazidovych hydrazont

Fs;C
3 ’ ICH3 F3C y
N\ = CH3 N\ —
N N
R
0 CHy 0 @

Obrazek 31. Nejucinnéjsi hydrazidy-hydrazony

Dalsi nase publikace se vénuje tficeti jednoduchym a synteticky snadno dostupnym
aromatickym amidiim a esterim tii isomernich fluor-DL-fenylalanini (Obr. 32).!%
K piipravé nas vedl fakt, Ze estery salicylanilidéi s N-acetyl-L-Phe’® maji vybornou
antibakteridlni G¢innost a literarni Gidaje potvrzuji antifungalni,'*® antibakterialni'*® véetng
antimykobakterialni'>® &i cytotoxickou'®! aktivitu derivati nefyziologickych aminokyselin
obsahujicich fluor. Napt. nové prolécivo cytostatika melfalanu, melflufen, je odvozen od 4-
fluor-L-fenylalaninu.'>? Lipofilngj§imi amidy a estery fluorovanych fenylalanini jsme
zamysSleli zvysit prinik do bunck pasivni difuzi. Z hlediska antimikrobni aktivity se
pripravené slouceniny neosvédcCily, nejucinngjsi estery meély MIC vici mykobakteriim,
grampozitivnim bakteriim a vlaknitym houbam 125 uM a vyssi; amidy a vychozi kyseliny
byly jesté méné aktivni, resp. zcela neti¢inné. Slouceniny vsak inhibovaly jak AChE, tak
BChE, a to s hodnotami ICs¢ 57,88-130,75 uM, resp. 8,25-289,0 uM, nékteré srovnatelné ¢i
1épe nez rivastigmin a v ptipadé BChE jsou ucinnéjsi nez vychozi kyseliny (az 27,5%).
Fenyl-2-acetamido-3-(4-fluorfenyl)propanoat byl identifikovan jako nejicinngjsi a zaroven
selektivni inhibitor BChE. VSeobecné plati, ze estery jsou lepSimi inhibitory BChE
neZ amidy, 4-substituce anilinu skupinami NO2 1 CH3 a u fenolu 4-CF; skupina vedou k lepsi
aktivité. Poloha fluoru neméla vyznamny vliv. Derivaty vykazuji relativné nizkou
cytotoxicitu pro HepG2 bunky (ICsp 226,5-922,2 uM). Nas ptivodni predpoklad o mozném
vyuziti jako protinddorovych léciv zatim nebyl potvrzen, hodnoceni komplikuji problémy

s rozpustnosti v testovacim médiu. '
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Obrazek 32. Estery a amidy fluor-DL-fenylalanint
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V ramci studia antimykobakteridlni aktivity molekul odlisSnych od zavedenych

struktur jsme také sepsali n&kolik pfehledovych praci.!?93153

V praci'>?

jsme shrnuli poznatky o antimykobakteridlni aktivit¢ kvarternich
pyridiniovych soli a pyridin-N-oxidi. Ackoli pyridiniové soli jsou hojné vyuZzivané
v medicingé, zejména jako desinficientia a antiseptika, jen velmi mala ¢ast z nich byla
testovana vaci mykobakteriim. Nicméné nékteré klinicky pouzivané molekuly skute¢né
pusobi antimykobakteridlné (cetylpyridinium, dechalinium aj.), ackoli samotna ptitomnost
nabit¢tho dusiku nezaruCuje ucCinnost, nékdy kvarternizace puasobi dokonce
kontraproduktivné. Dlouhy N-alkyl potfebny pro dezinfekéni Gc¢inek naproti tomu neni
pro anti-TB pasobeni nezbytny, i kdyz zpravidla pozitivné moduluje aktivitu. VétSina
pyridiniovych soli ma mirnou aktivitu vii¢i pomalu i rychle rostoucim mykobakteriim, N-
oxidace pyridinového dusiku nevede obvykle ke zlepseni MIC. Nehled¢ na dil¢i poznatky,
mechanismus U¢inku vétSiny sloucenin nebyl systematicky studovan a plné vysvétlen,
pfedpokladad se kombinace nespecifickych a specifickych zdsahti do buitky mykobakterii.
Pyridiniovy fragment se téz vyskytuje v fadé cefalosporini, u kterych byl opakované
reportovan antimykobakterialni ti¢inek (napf. ceftazidim a cefsulodin), nicmén¢ se nejedna
o vyluény vliv pyridiniové soli a toto plsobeni je vlastni i cefalosporinim, které jej
neobsahuji.!>

thiofen a thiadiazoly, zejména 1,3,4-thiadiazol.'® Sirné heterocykly lze obecné povazovat
za vyhodné pro antimykobakteridlni aktivitu, mohou fungovat jako isostery (thiofen
benzenového jadra, thiadiazol oxadiazold ¢i pyrimidinu) a jsou nedilnou soucasti vyzkumu
orientovaného jak na screening aktivity na celych bunkéach, tak enzymového cileni. Nekteré
slou€eniny dosahuji submikromolarnich hodnot MIC a také se podaftilo identifikovat jejich
bunééné cile (InhA a jiné enzymy podilejici se na biosyntéze bunécné stény jako Pksl13,
DprE1 ¢i MmpL3, déle karboanhydrasy, ATP synthasy ¢i syntéza mykobaktinu), takze lze
jednoznacné hovofit o potencialnich ,leads®, n€které efektivné potlacuji 1 nereplikujici se
mykobakterie. Sirné heterocykly se v designu 1éCiv vyuzivaji jednak jako jeden z fady
substituent modifikujicich zékladni u¢innou strukturu v ramci studia SAR, ale také jsou
znamy slouceniny, kde je aktivita vdzana vyhradné na jejich pfitomnost. Vyhodna je i
molekularni hybridizace s jinym antimykobakterialnim derivatem, hojné se pfipravuji
hydrazony a Schiffovy baze. Opét vSak plati, Ze ne kazda molekula obsahujici thiofen ¢i

thiadiazol musi byt automaticky Gi¢innym antituberkulotikem. '
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Tteti review” neni zaméfeno na chemicky definovanou skupinu slouéenin, ale jeho
jednotici linii je ptehled potencialnich inhibitord chorismat utilizujicich enzymd, tj. skupiny
Sesti enzymu podilejicich se na metabolismu chorismatu na esencialni produkty (chorismat
mutasa, anthranilat synthasa, chorismat pyruvat-lyasa, isochorismat synthasa, 4-amino-4-
deoxychorismat synthasa a salicylat synthasa), napt. aromatické aminokyseliny, folaty ¢i
siderofory. Tyto enzymy vykazuji strukturni homologii a podobny mechanismus katalyzy,
jeden inhibitor tedy miZze zasdhnout vice enzymd (multitargeting).”®> Dalsi vyhodou,
podobné jako v piipadé ICL,” je absence téchto enzymii u ¢lovéka, u bakterii jsou naopak
nezbytné pro preziti i virulenci. Prvotné popsané inhibitory byly strukturné podobné
substratu, resp. jeho transitnimu stavu béhem katalyzy, kde byl studovan zejména
mechanismus u¢inku, kinetika inhibice a u¢innost ve smyslu hodnot K;. Pozdéji se objevily
1 slouCeniny bez strukturni podobnosti substratu, které¢ byly spiSe ojedinéle hodnoceny
proti Mtb., navic vétSina publikovanych hodnot MIC nebyla excelentni — a to navzdory
vysoké in vitro inhibi¢ni i¢innosti proti izolovanym enzymum. Velké mnozstvi testovanych
derivatl je navic hydrofilni, coz komplikuje jejich potencidlni aplikaci zejména ve smyslu
omezeného priniku do mykobakteridlni buniky.”

V ramci tii uvedenych resersi jsme shrnuli antituberkulotickou, antimykobakterialni
aktivitu pyridiniovych soli a pyridin-N-oxidi, vybranych sirnych heterocykld a inhibitort
chorismat utilizujicich enzyma. Prvni skupina slou€enin sice zahrnuje zastupce
s antimykobakteridlni aktivitou, ale vysledky nejsou pfili§ robustni ani predikovatelné, navic
vétSina z nich je zalozena pouze na fenotypickém screeningu aktivity, ktery, jakkoli cenny,
je pouze inicialnim krokem k dalSimu vyvoji. Nejvétsi potencial v nasi dalsi praci maji
konjugaty pyridiniového fragmentu a vhodné lipofilni molekuly, nejlépe s vlastni
antimykobakterialni aktivitou, spojené pomoci delSiho lipofilniho linkeru. Mezi thiofeny a
thiadiazoly jsme nalezli fadu derivatl se zajimavou biologickou aktivitou, jejichz nékteré
strukturdlni fragmenty jsou vhodné jako soucast systematickych obmén nami diive a nyni
ptipravovanych sloucenin. Review tykajici se inhibitori biosyntetickych drah vychéazejicich
z chorismatu, vznikajiciho z Sikimatu, se zabyva pievaznég inhibitory zajimavymi pfedevSim
z biochemického pohledu, farmaceuticko-chemické aspekty byly v dobé publikace prace
(2015) spiSe v plenkdch, nemnohé inhibitory u€inné i pii fenotypickém screeningu mély
pomérmné vysoké hodnoty MIC, navic neni zcela jisté, zda plsobi vyluéné timto
mechanismem.

Z hlediska derivati rhodaninu, hydrazonli 4-(trifluormethyl)benzohydrazidu a

fluorovanych fenylalaninii jsou cenné zejména prvni dvé skupiny, kdezto estery a amidy
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nefyziologickych aminokyselin zaostaly v antimikrobni aktivit¢ a cytotoxicité
za oCekavanim. U derivati rhodanin-3-octové kyseliny je pfinosem zjisténi, ze obménou
substituentt na karboxylu 1 C-5 muUzeme modulovat jejich vlastnosti smérem
k vystupnované inhibici jednotlivych cholinesteras, antituberkulotické aktivité ¢i inhibici
grampozitivnich kment. Predmétem dalsi studie by mohl byt mistek spojujici
heterocyklicky dusik s karboxylem ¢i kombinace rhodaninového jadra s jinymi
antimykobakteridlnimi ,,scaffoldy*. Také u hydrazidi-hydrazoni lze pomoci odlisnych
substituentl piipravit slouceniny se selektivni anti-TB aktivitou, se zvySenou ucinnosti viici
NTM nebo aktivni vi¢i grampozitivnim bakteriim a nékterym houbam. I zde byla zjisténa
vyborna uc¢innost in vitro vaci stafylokokiim vcéetné MRSA kmene, kterd se nijak nelisi
od MSSA. Na zdkladé prace'*® byla piipravena rozsahld série hydrazidi-hydrazonii
modifikovanych jak v ¢asti benzohydrazidu (rizné substituenty, polohové isomery aj.), tak
lisicich se pouzitym aldehydem/ketonem. Ackoli nejsou vysledky biologického hodnoceni
stale kompletni, podafilo se pfipravit slouceniny s vylepSenym antituberkulotickym
pusobenim, aktivitou vii¢i MRSA a dal$im grampozitivnim rezistentnim kmenim (u nich se
zkoumé na spolupracujicich pracovistich mechanismus ucinku), nékteré derivaty maji i
slibné cytotoxické ucinky. Cast téchto vysledki se stala soucasti diplomové prace.'>*

Do této skupiny nalezi i Schiffovy baze aminobenzoovych kyselin, zatim zpracované

155 a rigordzni prace,'>® opét s nadéjnou aktivitou vii¢i grampozitivnim

jako jedna bakalatska
bakteriim, nékterym houbdm a v pfipadé derivati PAS 1 mykobakteriim. Mocoviny

1

odvozené od PAS a jejiho methylesteru jsou soucasti disertaéni prace,’' nékteré z nich

aktivitou znacné prekonaly vychozi 1é¢ivo, zna¢nd €ast z nich si zachovava jeho netoxicitu.

_52-



4. Peptidové nosiCe pro antimykobakterialni léciva

na bazi tuftsinu

4.1. Drug delivery systémy ve vyvoji antituberkulotik

V soucasné¢ dobé smeétuje velké usili pii vyvoji antimykobakterialnich [éCiv
k identifikaci novych ,,drug candidates®, pfedev§im malych molekul, nejlépe s inovativnim
mechanismem uUc¢inku. Ackoli byla identifikovana ftada slibnych targeti v buiice
mykobakterii a mnohé z pfipravenych malych molekul maji nizké hodnoty MIC, jednim
z hlavnich problémt nové vyvinutych sloucenin je jejich nedostatecné rozpustnost ve vodé,
biodostupnost a/nebo prostupnost bun&énymi membranami. '’

Tyto, ale i1 jiné nevyhody, napf. toxicitu, imunogenicitu, problémy spojené
s podavanim 1é¢iva pacientim aj., mohou byt pifekonany pomoci metod farmaceutické
technologie v¢etné pouziti nosicl, tzv. ,,drug delivery systems®. Lze je s vyhodou vyuzit i
pro cileny transport (,,targeted delivery®), a to jak v rdmci organismu, tak v ramci bunék a
mist zasahu antimikrobnich latek. DDSs umoziiuji kontrolovat nejen misto uvolfiovani
1é¢iva, resp. bioaktivni molekuly, ale i jeho miru,!8:159:160

Drug delivery systémy hraji vyznamnou roli i ve vyzkumu orientovaném
na efektivnéjsi 1écbu TB a dalSich mykobakteriéz. Mohou pfispét k dosazeni dil¢ich cilit
globélni kontroly tuberkuldzy tak, jak je definovali Koul et al.,'®! tj. zkraceni doby 1é¢by,
zjednoduSeni lécby snizenim frekvence, po¢tu 1 davky podavanych 1é€iv a moznost
soucasn¢ho podavani antiretrovirdlni 1écby pii koinfekci s HIV. DDSs proto byly a jsou
studovany jako jeden z klicovych pilita'®? vyvoje vedle ,.klasické* farmaceutické chemie (t;.
ptipravy novych antimykobakterialnich molekul) a repurposingu zndmych 1é¢iv. Recentni

pfehledy1 62,163

uvadi mezi takovéto nejvyznamnéjs$i skupiny DDSs liposomy, niosomy,
tekuté krystaly, pevné lipidové nanocastice, micely, dendrimery, nanoemulze,
nanosuspenze, mikrocastice, komplexy s cyklodextriny, nano¢éstice na bazi SiO; a také
polymerni nanocastice. V soucasnosti jsou hojné studovany polymery na bazi kyseliny
mlécné a glykolové a zejména jejich kopolymery (PLGA). Z antituberkulotik byly takovéto
polymerni ¢astice ptfipraveny a uspésSné ovéreny u INH, RIF, PZA, EMB, aminoglykosida
¢i fluorochinoloni, 162:163:164.165

Specifickym cilem pfi 1écbé TB je zasaZeni intracelularni populace mykobakterii; ty
jsou prevazné nitrobunécnymi patogeny. Znacna cCast lidstva je nakaZena bezpiiznakovou
latentni formou tuberkulozy, kdy bakterie piezivaji, perzistuji po mnoho let ,ukryty*
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ve fagocytech (monocyty, makrofagy) hostitele. Osoby infikované latentni TB maji
celozivotni riziko 10 %, Ze nemoc piejde do oteviené, aktivni formy. Pfi aktivni tuberkuloze
plic mykobakterie mj. vstupuji do alveolarnich makrofagii, kde intracelularné ptezivaji,
do znaéné miry chranény pied imunitnim systémem, a replikuji se v endosomech.**+!6
Pro kompletni vyléceni je nezbytnd inhibice intraceluldrnich mykobakterii ¢i jejich uplna
eliminace z infikovanych makrofagt.'®’” Proto je vyhodné dosahnout vysoké koncentrace
1é¢iva ptimo v makrofazich. K tomuto cileni do makrofagl lze principalné vyuzit receptory
pro manosu'®® ¢i nosice na bazi tuftsinu, které maji také specifické receptory. Odhaduje se,
ze na povrchu fagocytl je exprimovano na 70 000 vazebnych mist pro tuftsin. Vazba ligandu
na takovyto receptor vede k internalizaci komplexu lé¢ivo-nosi¢ (endocytdze), coz nasledné

vede k podpofe intracelularni eliminace patogenu.**

4.2. Nosic¢e na bazi tuftsinu

Tuftsin je ptfirozené se vyskytujici tetrapeptid (lidsky TKPR, L-threonyl-L-lysyl-L-
prolyl-L-arginin) zndmy od 70. let 20. stoleti. V organismech je produkovan pomoci dvou
enzymid, leukokininasy a tuftsin-endokarboxypeptidasy, které odstépuji tuto tetrapeptidovou
sekvenci z Fc domény tézkého fetézce imunoglobulinu G (aminokyseliny 289-292). Vznikly
peptid nasledné aktivuje nékteré slozky imunitniho systému vcéetné makrofagh a
granulocytil, stimuluje fagocytézu, migraci imunitnich bunck, mé chemotakticky tc¢inek
na monocyty. “16170

Mezé et al.'® piipravili pilotni fadu oligopeptidii na bazi tuftsinu. Podobné jako
predlohova molekula jsou i tyto derivaty biodegradabilni, netoxické, neindukuji tvorbu
protilatek, velmi dobfe se rozpousti ve vodném prostiedi, maji polyvalentni imunostimulaéni
efekt. Pfi jejich designu poslouzil jako zdklad psi tuftsin (TKPK), liSici se pouze v C-
terminalni bazické aminokyseliné (arginin—lysin), coz ale nema podstatny vliv
na biologické chovani. Zavedeni druhého lysinu do molekuly nabidlo dal$i aminoskupinu
v postrannim fetézci (e-NHz2) vhodnou pro chemické modifikace (pfipojeni fluorescenéni
znacky, dals$i molekuly 1é€iva, zbytku mastné kyseliny aj.). C-Konec byl navic modifikovan
pfipojenim glycinu, aby se pfedeSlo mozné racemizaci pii kondenzaci vice fragmentil
za vzniku vétSich oligomerd. Tento derivat tuftsinu (TKPKG) si zachoval vlastnosti
ptedlohového peptidu, v nékterych ohledech byl dokonce vyhodnéjsi. Oproti jiz diive
popsanému monomernimu TKPKG,!”! byly v praci'® popsany navic oligomery o struktufe

[TKPKG]n, kde n=2,4, 6 a 8.
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K problematice peptidovych nosic¢li pro antimykobakteridlni 1éCiva se autor prace
dostal béhem stazi na Mad’arské akademii véd (MTA-ELTE Research Group of Peptide
Chemistry), kde se nosi¢lim na bazi tuftsinu a jeho analog systematicky vénuji nejméné
od roku 2004 4165169172173, 174175176 Kromg antituberkulotik jsou zde studovany i jako
nosice pro cytostatika.!”’

V r. 2009 Horvati et al.'’? konjugovali INH s tuftsinovymi derivaty (Obr. 33, n =1,
4). Pralomova prace nastartovala intenzivni spolupraci tykajici se konjugata tuftsinovych
analog s nasimi antituberkulotiky, kterd vedla k fad¢ experimentl, stazi a publikacnich
vystupt. *+16:173:17 Ukazalo se, ze tyto konjugity maji obdobnou antimykobakteridlni
aktivitu jako vychozi 1é€ivo (po pfepocteni na jeho obsah v molekule), pficemz samotné
peptidové nosi¢e (TKPKG, [TKPKG]4) byly netéinné. Méteni hydrolytické stability
konjugath ukazalo, ze zlstavaji pii pH 6,5 stabilni po dobu 6 hodin (>90 %), teprve potom
dochdzi kuvoliiovani parentniho INH. Studované konjugaty s nosi¢i tak slouzi jako
proléciva, ktera by méla cilen¢ proniknout do makrofagli a tam uvolnit samotnou molekulu
pusobici baktericidné vici intracelularnim mykobakteriim. Benefitem by mély také byt
imunostimulaéni uginek, snizeni vedlejsich G¢inkh a davek.!”?

[TKPKG],
O NH
Hl\llj/

O+ _NH
g
\N
Obrazek 33. Konjugaty INH s tuftsinovymi nosici
Strukturu a vlastnosti tuftsinovych nosi¢li je mozné modulovat nejen poctem
opakovani sekvence, ale 1 navdzanim substituentd bud’ na N-konec, nebo na postranni
aminoskupiny lysinu. Prvni popsanou modifikaci bylo navazani palmitové kyseliny na N-
konec sekvence TKPKG nesouci dvé molekuly isoniazidu (lipopeptid; Obr. 34)165178
zaucelem zvySeni lipofility a membranové afinity. Také tento derivat vykazoval
antimykobakteridlni aktivitu (Mrb. H37Rv) srovnatelnou s vychozim INH, navic byl
signifikantné u¢innéj§i proti intraceluldrné rostoucim mykobakteriim (infikované
MonoMacb6), kde byl samotny INH inaktivni. Konjugat navic postradal toxicitu in vitro

(PBMC) i hemolytické vlastnosti a po enkapsulaci do PLGA nanocastic za G¢elem dalSiho

-55-



zvySeni bioavailability se ukdzal byt perordln¢ Gcinnym in vivo v moréecim modelu TB,

rovnéz bez jakychkoli znamek toxicity.

O HN

/\/\/\/\/\/\/\)J\

O
”—TKPKG-NHZ

Oj/NH
AN

OsNH
]
\N
Obrazek 34. Konjugat INH s palmitoylovanym monotuftsinovym nosi¢em
Efektivita tuftsinovych nosicl byla ovéfena pro zndma lé€iva, ale 1 pro slouceniny
v preklinickém vyvoji.!”1 74175176 Tetraoligotuftsinovy nosi¢ byl pouzit pro in silico
identifikované inhibitory mykobakterialni dUTPasy. Inhibitor byl pfipojen na N-konec
pomoci mustku tvofeného kyselinou glutarovou, pficemz jedna vazba byla esterova
(napojeni malé molekuly), druhd amidova s NH2 skupinou threoninu. Antimykobakterialni
aktivita konjugatu byla oproti vychozi molekule ptiblizn€ polovi¢ni (MIC 46, resp. 73 uM),
na zakladé¢ cehoz autofi konstatuji, ze navazani na nosi¢ podstatné neovliviluje
antimykobakterialni u¢innost. Pfipraveny konjugat (Obr. 35) byl pouze mirné toxicky (ICso
= 201 uM, vychozi derivat piperazinu i peptid >300 uM). Pritokova cytometrie a
fluorescenéni mikroskopie demonstrovaly, ze studovany konjugét byl vychytavan lidskymi
monocyty (MonoMac6) v desetkrat vétsi mife neZ samotnd mald molekula. Ukazal se také

byt intraceluldrné ucinny (baktericidni aktivita vii¢i Mtb.), ptiCemz ob¢ slozky konjugétu

3

samy o sobé& byly inaktivni.!?

N/\ 0 0
K/N\/\OJ\/\)J\NH-[TKPKG]‘t-NHZ

Obrazek 35. Konjugat tetraoligotuftsinu s derivatem piperazinu
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Pro inhibitory dUTPasy byl vyuzit také heterotrimerni nosi¢ zalozeny jak na lidském,
tak psim tuftsinu: TKPR[TKPKG], (Obr.36). I zde vedla vazba malé¢ molekuly
(pyridopyrimidinl) na nosi¢ oximovym mustkem na dvé nejlépe piistupné postranni
aminoskupiny (Lys8 a Lys13) k nizsi aktivit¢ viici extracelularné rostoucim mykobakteriim
(pokles maximalné o jeden tad), nizka toxicita (>500 uM) zlstala nezménéna, zatimco
bunécny uptake byl v porovnani se samotnymi pyridopyrimidiny signifikantné vyssi. I zde
byl samotny peptid neaktivni.'” Obdobny N-terminalné palmitoylovany monotuftsinovy
derivat (Obr. 37) inkorporovany do PLGA nanocastic byl uspésné studovan in vivo
na modelu tuberkulézy na morcéatech.!’® Vliv na aktivitu a toxicitu byl analogicky jako
v praci.!”®

H-TKPR-TKPPl(G-TKP}l(G-NHZ
Oj/NH HN\EO
0 0 _NO
N N R=

< N H —
Oﬁ/Q(R R\g\’éo

N__N N< _N

_ S

Obrazek 36. Tuftsinovy konjugat inhibitort dUTPasy

»!

N” >N
L0
NS
\

O;\
0O 0 ITJH

NH-TKPKG-NH,

Oj/NH

z-0

Obrazek 37. Konjugat pyridopyrimidinu s palmitoylovanym tuftsinovym nosi¢em
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Tuftsinovd analoga lze principidlné vyuzit ke kovalentni modifikaci povrchu
nanocastic, které obsahuji inkorporované biologicky aktivni molekuly, a to prave za ticelem

lepsiho cileni do makrofagi. Tento p¥istup byl Gispésné aplikovan u PLGA nanodastic.!”

4.3. Konjugaty tuftsinovych nosi¢ci snami  prFipravenymi

antimykobakterialnimi molekulami

Na zaklad¢ uvedenych fakti jsme pfistoupili ke studiu tuftsinovych nosi¢i a jejich
konjugatl s nasSimi antituberkulotickymi malymi molekulami, pfedev§im na bazi derivati
salicylanilidi, ale 1 vhodné modifikovanych klinicky pouzivanych 1éCiv, zejména 4-
aminosalicylové kyseliny. Cast ziskanych vysledkt byla publikovana ve spoleéném ¢lanku
s mad’arskym pracovistém,** prezentovéana fadou konferen¢nich prispévkil a jsou dale
zpracovavana do novych publikacnich vystupt.

Ptedchozi studie nebyly zpohledu pouzitych nosicii pfili§ konzistentni (pocet
jednotek, modifikace struktury mastnymi kyselinami, pocet a poloha navazanych aktivnich
molekul), proto jsme piistoupili k jejich systematickému zkoumani. Zacali jsme zkoumat
vliv opakovani tuftsinovych jednotek, poctu molekul antituberkulotika a mista jeho navazani
na nosi¢ (N-konec ¢i postranni fetézce lysinu), modifikace mastnymi kyselinami ¢i
ptitomnosti dalSiho spaceru mezi malou molekulou a nosi¢em. Pfipravili jsme také
fluorescencné¢ znacené derivaty ke studiu bunécného uptake pomoci fluorescencni
mikroskopie a pritokové cytometrie, nebot’ naSe antituberkulotika nemaji sama o sob¢
vhodné spektralni vlastnosti.

Syntéza konjugatl zahrnuje tfi kroky:

1) syntéza samotného peptidového nosice (syntéza na pevné fazi),

2) modifikace struktury antituberkulotika, pokud samo o sobé neobsahuje skupinu
vhodnou pro tvorbu vazby s nosi¢em (tj. zavedeni takovéto skupiny ¢i chemicka
modifikace funkéni skupiny v molekule jiz pfitomné), a/nebo zablokovani dalSich
funkénich skupin, které by mohly reagovat nezadoucim zpiisobem,

3) konjugace malé molekuly s nosi¢em pomoci linkeru (na pevné fazi, v roztoku).

Obecnou strukturu vzniklych konjugétii 1ze vyjadiit zjednoduSenym schématem (Obr. 38):

H
antituberkulotikum linker |—N—[TKPKG](1-4)

Obrazek 38. Obecna struktura konjugatii oligotuftsinu s antimykobakteridlnimi derivaty

4.3.1. 1. Krok: syntéza nosice

Peptidy jsou pfipravovany pomoci syntézy na pevné fazi (solid-phase synthesis,
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SPS), s vyuzitim Fmoc/#-Bu strategie. Ta spociva v protekci a-aminoskupiny aminokyselin
Fmoc skupinou, reaktivni skupiny v postrannich fetézcich threoninu a lysinu jsou ochranény
pomoci #-Bu, resp. terc-butyloxykarbonylu (Boc), kjejichz odstépeni dochazi az
pfi uvolnovani peptidu z pryskyfice. Fmoc skupinu lze selektivné odstranit pomoci 2% DBU
a 2% piperidinu nebo 40% piperidinu v DMF. Jako kondenza¢ni ¢inidlo se vyuziva DIC
s ptidavkem HOBt (3 ekvivalenty vztazené ke kapacité pryskytice). SPS lze realizovat bud’
manudlné, nebo pomoci peptidového syntetizatoru (konkrétné pouzivan piistroj Syro I ®).
V piipadé manualni syntézy je efektivita kazdé¢ kondenzace a deprotekce ovefovana tzv.
Kaiser testem, ktery je zalozen na ninhydrinové reakci, resp. isatinu v piipadé prolinu.
Po dokonceni syntézy je peptid odstépen z pryskytice pomoci smési 95 % TFA, 2,5 % vody
a 2,5% TIS jako scavengeru. Podle zvoleného typu pryskytice je peptid ziskan s C-koncem
v podobé amidu nebo s volnym karboxylem. Nésledné je peptid izolovan precipitaci
etherem, purifikovan pomoci HPLC a charakterizovdn pomoci hmotnostni spektrometrie,
analytické RP-HPLC a analyzy aminokyselin.

Tato syntéza umoziiuje naslednou modifikaci N-terminalni skupiny rtznymi
substituenty — léCivem (pfimo ¢i pfes spacer), zbytkem karboxylové kyseliny
(pro modifikaci lipofility a membranové¢ afinity, napt. acetyl, butanoyl, dekanoyl, palmitoyl)
¢i fluorescenéni znackou (derivat fluoresceinu), viz Obr. 39. Pokud je do fetézce peptidu
zabudovan lysin s odliSnou postranni chranici skupinou — Mtt (4-methyltrityl) a Dde (1-(4,4-
dimethyl-2,6-dioxocyklohex-1-yliden)ethyl), 1lze takto modifikovat 1 uvolnéné
aminoskupiny téchto lysinti (Obr. 40, ilustrovano na Mtt skuping).

Fmos-PEPTIDE{R)
¢ 1. Fmoo-cleavaga

modification by carboxylic acids, fluorescent

labels, antimycobacterial drugs or — |-|.FEP"|'|[E—®

antimycobacterial drug-spacer +

N-modified-PEPTIDE{R)

¢ cleavage from resin

crude modified-PEPTIDE-NH ,

<~ X

conjugation with active . purification
. . _
molecules in solution

Obrazek 39. Scheéma modifikace N-konce peptidu (R = pryskyfice; obrazek podle
grantového ndvrhu projektu GACR 17-27514Y)
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Fmoo PEPTIDE K*mm(@
1, Fmog.chuvage

2. modification of N-terminus of the peptide
3. Mtt-cleavage
N-modified-PEPTIDE KX_.®

substitution by carboxylic acids, |
fluorescent labels, antimycobacterial —» NH,
drugs, antimycobacterial drug-spacer

N-modified-PEPTIDE KX_.®

NH-substituent

¢ cleavage from resin

crude N-modified-PEPTIDE KX-NH,

NH-substituent

N

conjugation with active » purification
. . >
molecules in solution

Obrazek 40. Schéma modifikace postrannich fetézcit lysinu (R = pryskyfice, X = pozice
lysinu v fetézci peptidu; obrazek podle grantového navrhu projektu GACR 17-27514Y)

Mezi libovolnou priméarni aminoskupinu peptidu a antimikrobialn¢ aktivni molekulu
je mozné kromé samotného spojovaciho mistku ,vlozit“ i vhodny spacer k upravé
vlastnosti. Studovali jsme ptfedev§im tetrapeptidovou sekvenci GFLG, ale i dalsi kratsi
peptidy jako pentaglycin (Gs) ¢ GFYA. GFLG byl navrZzen k vystupnovanému
intracelularnimu uvolnovani 1é¢iva z DDSs v lysozomech, nebot je specificky $tépen

lysozomalnim enzymem kathepsinem B.!”’

4.3.2. 2. Krok: priprava konjugabilnich antituberkulotik

Dalsim dil¢im krokem je syntéza ,konjugabilnich“ derivati malych
antimykobakteriadlnich molekul. Je dulezité, aby mély vhodnou skupinu pro jednoznaéné
definované ptipojeni na peptidovy nosi¢. Preferovany jsou reakce jednoduché, synteticky
nenaro¢né a levné, aby bylo mozné piipravit pozadované mnozstvi sloucenin v relativné
kratkém cCase a v dostatecném mnozZstvi. Z hlediska studia malych molekul jsme zatim
ziskali nejvetsi zkuSenosti s derivaty salicylanilidu a PAS.

Nejprve jsme vysli znaSich diive piipravenych salicylanilidd,**~>® které maji
Sirokospektralni in vitro antimykobakteridlni aktivitu véetné MDR a XDR kment a NTM,
nepusobi vSak na intracelularni mykobakterie. Jejich dal§imi nevyhodami jsou Spatna

rozpustnost ve vod¢ i1 nedostate¢nd lipofilita nutnd k priniku biologickymi bariérami,
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signifikantni toxicita pro sav¢i buiiky, a tudiz nedostatecna selektivita. Proto jsou idealnimi
kandidaty k evaluaci efektivity tuftsinovych nosi¢t.**46

Pivodné jsme vyuzili pro navazani nejucinnéjSich nami piipravenych salicylanilidi
(MIC pro Mtb. 1 uM) na nosi¢ jejich hydroxylovou skupinu, kterou jsme modifikovali
Steglichovou esterifikaci s kyselinou 4-formylbenzoovou (Obr. 41). Formylova skupina
slouzila k tvorbé oximové vazby s piislusné modifikovanym peptidem. Estery samotné byly
antimykobakteridln¢ u€innéjsi a méné toxické nez vychozi salicylanilidy, coz potvrzuje nami
popsany obecny trend.?>3279! Ze syntetického pohledu nepfedstavovala esterifikace ani
navazujici konjugace s peptidem (po optimalizaci podminek) problém. Pfi hodnoceni
biologické aktivity (anti-TB, cytotoxické a cytostatické vlastnosti vii¢i riznym savéim
liniim) se vSak neocekdvané ukézalo, Ze MIC a ICso salicylanilidovych estert a jejich
peptidovych konjugatii si jsou velmi blizké. Nasledné bylo zjiSténo, ze v podminkach
biologického hodnoceni je esterova vazba velmi rychle hydrolyzovana (ti2 v fadu jednotek
az n¢kolika malo desitek minut) a de facto tak dochazi k evaluaci smési vychoziho
salicylanilidu a peptidu s navazanym 4-karboxybenzylidenovym fragmentem. Proto jsme
dalsi vyvoj tohoto typu sloucenin opustili, i kdyz v pfedchozi praci byla esterova vazba
v konjugatech prezentovana jako usp&$na.!”® Principialné lze estery ke konjugaci pouZit,

aviak, jak uvadi i s ptiklady Majumdar a Siahaan,'® je nutné ovéfit jejich stabilitu.

o)
R! /©~R2
N
. H R'=Cl Br

R? = 3,4-diCl, 4-CF4
o)

Obrazek 41. 4-Formy1benzo§y nejaktivnéjSich salicylanilida

Pro konjugaci s peptidy jsme také pfipravili estery nejaktivnéjSich salicylanilidii s 5-
chlorpyrazin-2-karboxylovou kyselinou. Tyto ,mutual prodrugs®“ obou slozek pusobi
antimykobakterialné s odlisnymi mechanismy t¢inku.** Chlor na pyrazinovém jadie mél byt
nukleofilni substituci nahrazen cysteinem (pfes -S- mustek), ktery by byl navazan
na tuftsinovy nosi¢. V praci*® byly piipraveny dalsi dva typy konjugovatelnych derivatd —
karbamaty ptipravené z 2-chlorethyl ¢i 3-chlorpropyl isokyanatu (Obr. 13) a také N-(4-
benzoylfenyl)-5-halogen-2-hydroxybenzamidy (Obr. 5). Tyto karbamdaty s vynikajici
ucinnosti viuci H37Rv, MDR a XDR kmenum 1 M. abscessus a snizenou toxicitou se bohuzel

ukazaly byt pro konstrukci DDSs nevhodné, a to kviili nizké hydrolytické stabilité (t12 <1 h).
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Podobné se chovaly estery 5-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny (Obr. 9), tj. jako ,,mutual
prodrugs® uvolnovaly opét salicylanilid a vychozi kyselinu, i kdyz s delSim, ale stéale
pomérné  kratkym  polodasem  (=3,7h).**  Nevyhodou  N-(4-benzoylfenyl)-2-
hydroxybenzamidu je relativné nizké reaktivita ,,benzofenonové* ketonické skupiny, ktera
je v podminkéach provadéni konjugace s nosi¢i za vzniku oximové vazby nedostateéna.*®

Na zaklad¢ hydrolytické lability esterovych/karbamatovych derivati a malé
reaktivity N-(4-benzoylfenyl)-2-hydroxybenzamidi jsme proto pfistoupili k zavedeni
reaktivnéjsi skupiny (formyl, acetyl) pfimo na salicylanilidovy skelet pfi zachovani volného
hydroxylu (Obr. 4).4*

Modifikace struktury za ucelem jejich vazby na nosi¢ byly provedeny i v ptipadé

»Klasickych® antituberkulotik INH, PAS a cykloserinu, ale i dal§ich 1éCiv, ktera maji

antimykobakteridlni u¢inek — sulfonamidi (sulfamethoxazol, sulfathiazol, sulfadiazin,

)115,119 08

sulfamethazin a triklosanu.'® Zde se v3ak ukazalo, Ze fada pfipravenych
»konjugabilnich® derivatt (piiklady na Obr. 42) je v porovnani s vychozimi lé¢ivy mnohem
méné U¢inna (aZ o dva tady) nebo prakticky ztraceji aktivitu (w-chloralkylmocoviny,
monoamidy kyselin jantarové a itakonové), a proto nebyly navdzany na nosice, podobné
jako triklosanové N-w-chloralkylkarbamaty, které jsou sice srovnateln€ ti¢inné jako samotny
triklosan, ale nevyhovuji svou nizkou hydrolytickou stabilitou. m-Chloralkylmocoviny a
karbamaty mély byt navazany na cystein inkorporovany do molekuly nosic¢e (sulfidovy
mustek), monoamidy dvojsytnych karboxylovych kyselin (v pfipadé kyseliny itakonové
s vlastnim antimykobakterialnim w¢inkem®?) byly zamysleny ke tvorb& amidové vazby.
Také jsme z diivodu nestability (hydrolyza vazby -N=CH-) béhem odstépovani hotového
konjugatu z pryskyftice opustili ptipravu slou€enin, které byly uréeny ke konjugaci na pevné
fazi (ptes COOH skupinu) a nesly zdrovenl hydrazonovou ¢i iminovou vazbu (derivaty

glyoxalové ¢i 4-formylbenzoové kyseliny a molekul obsahujicich NHz skupinu).
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Obrazek 42. Piiklady ,,.konjugabilnich* derivati antimykobakteridlnich 1é¢iv

/

Vedle uvedenych neaktivnich mocovin a amidii se ndm podaftilo pfipravit n€kolik
efektivnich antimykobakteridlnich derivati vhodnych pro konjugaci. Jedna se o mocoviny
odvozené od PAS a jejiho methylesteru, které byly konjugovany pies oximovy miustek, déle

o0 [3-hydroxy-4-(methoxykarbonyl)fenyl]|glycin (Obr. 43) vazany pies karboxyl.

eanlaetivas

R =H, CHj
Obrazek 43. Derivaty PAS vazané na peptidovy nosic¢

HOOC

Piivodné jsme pfipravili a studovali také Schiffovu bazi methyl-4-aminosalicylatu
s glyoxalovou kyselinou (2-{[3-hydroxy-4-(methoxykarbonyl)fenyl|imino}octova
kyselina), nicméné se ukazalo, Ze po jeji konjugaci s nosi¢em na pevné fazi amidovou
vazbou, jejiz vznik vyZzadoval delsi reak¢ni ¢as a pouziti i¢inngjsiho katalyzatoru (Oxyma

Pure ® misto standardn€ pouzivaného HOBt), neni tento konjugéit za podminek Stépeni
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peptidu z pryskyfice stabilni a hydrolyzuje na vychozi malou molekulu a peptid nesouci

zbytek glyoxalové kyseliny, ktery miize reagovat s volnymi NH; skupinami (Obr. 44):

0
N, O 0
\ TFA, H,0, TIS
H4CO : g  H0.TIS

HO HN-TKPKG—) Vlk”—TKPKG—OH/NHz

Obrazek 44. Stépeni hydrazonové vazby v konjugatu v kyselém prostiedi

4.3.3. 3. Krok: Spojeni malé molekuly a nosice

Pti studiu linkeru mezi peptidem a tc¢innou molekulou jsme se nejvice vénovali
oximové* a karboxamidové vazbé. Pro vznik oximu typicky vyuzivame karbonylovou
skupinu (formyl, ale i mén¢ reaktivni acetyl) v aktivni slouceniné a zbytek aminooxyoctové
kyseliny (Aoa) navdzany na peptid. Ten se zavadi do nosice podobné jako aminokyseliny
pfi jeho vystavbé, tj. pomoci couplingu s HOBt a DIC (Obr. 45), aminoskupinu chrani Boc.
Pti odstépeni peptidu z pevné faze dojde soucasné k odchranéni Aoa fragmentu, ktery pak
muze v roztoku kondenzovat s karbonylovou funkci. K navazani Aoa lze vyuzit jak N-
termindlni aminoskupinu, tak po selektivni deprotekci jednu ¢i vice postrannich
aminoskupin lysinu. K tomu je mozné vyuzit Mtt skupinu, kterou Ize odstepit acidolyticky
za mirnych podminek, jez Fmoc toleruje (2% TFA v dichlormethanu), vyzaduje vsak
naslednou neutralizaci, nebo Dde skupinu odstépitelnou 2% hydrazinem v DMF.!®!
V takovémto ptipadé¢ Ize selektivné modifikovat pouze postranni fetézce, zatimco N-konec
zistava zablokovan Fmoc skupinou a nasledné muze nést dalSi bioaktivni molekulu,

substituent kontrolujici lipofilitu ¢i fluorescencni znacku.

(0] (0] O

e 9 S
- i DIC, HOBt .0 TFA, H,O, TIS .
NH, peptld—o + >L0)LN/O\)kOH DIb, AOBL OXH \)kNH-peptid—o T, T D HoN O\)k
H

NH-peptid

Obrazek 45. Modifikace nosic¢e Aoa fragmentem

Jak jiz bylo uvedeno, konjugace nosice s potencidlnim lé¢ivem probiha v roztoku
za eliminace vody. Zde se objevuje problém s rozpustnosti malé¢ molekuly, peptid sam
0 sob& byva rozpustny dostatecné, a to 1 v pfipad¢ substituce vysSi mastnou kyselinou.
Standardné se voli jako reakéni prostiedi acetatovy pufr s pridavkem 2-ethoxyethanolu, 2-
methoxyethanolu, MeCN, ev. DMF jako moznymi kosolventy. U aldehydl neni tfeba reakci
katalyzovat, u ketoni pouzivame CH3COOH. Kondenzace v tomto provedeni vyzaduje
dlouhy reak¢ni €as (fddove dny) a mirn€ zvysSenou teplotu, vytézky jsou v rozmezi 40-65 %

a vznikaji 1 vedlejsi produkty. Tento pfistup toleruje pritomnost acidolabilnich skupin a
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vyhodou je také moZnd regenerace nezreagované malé molekuly pfinasledné HPLC
purifikaci.

Lze vSak také uvazovat o opatném designu, kdy je karbonylova skupina soucasti
peptidu a mala molekula obsahuje aminovou ¢i hydrazidovou skupinu. Takto postupovali
Horvati et al.,'” kdy nejprve zoxidovali postranni hydroxylovou skupinu serinu na karbonyl,
ktery pak kondenzoval s INH za vzniku hydrazonu.

Na zakladg literatury'® jsme predpokladali, Ze oximova vazba bude hydrolyzovana
pii nizkém pH a dojde tak k uvolnéni vychozi malé molekuly, coz by bylo obzvlast vyhodné
s ohledem na fakt, ze Mtb. perzistuje v makrofazich ve fagozomech, kde je fyziologicky
nizké pH.'” Minimalné pro salicylanilidové konjugaty jsme v§ak prokazali, Ze tomu tak neni
a tato vazba ziistava pii simulaci intracelularniho prostiedi v makrofazich (inkubace
s lysozomalnim homogenatem ziskanym z jater potkana) intaktni.** V tomto piipadé tedy
konjugat neptisobi jako prolé¢ivo v klasickém slova smyslu. Také podle zdroje'®? je oximova
vazba pti kyselém pH stabilni.

Pro tvorbu amidové vazby je principialné mozné vyuzit COOH skupinu v bioaktivni
molekule a libovolnou priméarni aminoskupinu peptidu (N-konec, postranni fetézec lysinu).
Preferen¢né z diivodu snazsi syntézy vyuzivame N-terminalni skupinu, kde je mozné provést
deprotekci (odstranéni Fmoc skupiny) pomoci 2% DBU a 2% piperidinu v DMF, t;.
analogicky jako pfi samotné syntéze nosic¢e. Odchranéni e-NH; lysinu je pracnéjsi, navic
vyzaduje jind Cinidla (v zavislosti na pouzitém chranéni). Coupling s malou molekulou pak
probihd na pevné fazi, kde lze snadno ovéfit, zda probehla reakce kompletné, proto
pomérné rychla (v fadu hodin), nevyhodou je naopak vétsi spotieba reaktantu a coupling
¢inidel (pfidavaji se v nadbytku, typicky 3 molarni ekvivalenty vztaZzené k peptidu) a také
to, Ze vmalé molekule nesmi byt vazby inkompatibilni s podminkami Stépeni
peptidu/konjugatu z pryskyfice, napt. iminové ¢i hydrazonové uskupeni. Amidova vazba by
méla byt v podminkach biologického testovani konjugath stabilni, nepodléhat degradaci a
konjugét by proto mé&l dosahnout cilového mista u¢inku nezménény.'*

Dale jsme se zabyvali napf. moznosti sulfidového a disulfidového mustku,
(thio)mocovinové, acidolabilni hydrazonové a karbamatové vazby, kterd by méla byt
stabilngj$i nez esterova.!® V této oblasti zatim nebyla realizovdna ucelend studie,

na vysledcich se déle pracuje.
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4.3.4. Peptidové konjugaty se salicylanilidy

V oblasti peptidovych konjugatii jsme publikovali rozsahlou praci,** kde jsme jako
malé antimykobakterialni molekuly pouzili formylované a acetylované salicylanilidy a jako
nosice razné modifikované derivaty tuftsinu lisici se:

o délkou: tetramer [TKPKG]4, heterotrimer TKPR-[TKPKG]>, dimer [TKPKG]»

a monomerni TKPKG, lidsky tuftsin TKPR a tuftsinovy antagonista TKPPR,

e modifikaci nosi¢e karboxylovymi kyselinami (palmitova, dekanova, méselna,

octova kyselina) ¢i bez tohoto lipofilitu ovliviiujiciho substituentu,

e (ne)pfitomnosti GFLG spaceru,

e (C-koncem peptidu: bud’ jako COOH, nebo CONHa,
e poctem nesenych antimykobakterialnich molekul,
e cv. pfitomnosti 5(6)-karboxyfluoresceinu ke studiu bunééného uptake.

K syntéze peptidi jsme vyuzili Fmoc/#-Bu strategii, postranni fetézce lysinu byly
chranény Boc skupinou. U nékterych nosi¢li jsme vybrané e-aminoskupiny lysinu chranili
pomoci Dde nebo Mtt skupiny (ta neni v publikaci uvedena, a¢ byla hojn¢€ pouzivéana), tyto
skupiny pak byly vyuzity pro coupling s mastnymi kyselinami, Boc-Aoa, ev. véetné spaceru,
¢1 5(6)-karboxyfluoresceinu (Obr. 46). N-Konec byl substituovdn analogickym zpiisobem.
Spojeni malé molekuly snosi¢em bylo realizovano oximovou vazbou za katalyzy

CH3COOH (pH cca 4,5) v reakénim prostiedi acetatového pufru a 2-ethoxyethanolu.**

SAL-A0a-GFLG-[TKPKG],iNH, X= H  no modification
i or
: N
/ / l H\ TOH O  N-butanoyl (but)
. - ) . HN
salicylanilide spacer tuftsin units >y g
n: 1-4 O  N-decanoyl (dec)
TKPKG
TKPR & NSNS
TKPPR

o .
side chain modification N-palmitoyl (pal)

of Lys €-amino group

-Aoa-SAL salicylanilide

Obrazek 46. Prehled struktur salicylanilid-tuftsinovych konjugati* (nezahrnuje varianty
s fluorescen¢nim znacenim; spacer GFLG nemusi byt pfitomen)

Ptipravené konjugaty byly stabilni v dimethylsulfoxidu 1 v médiich pouzivanych
pii hodnoceni biologické aktivity. Jejich lipofilita byla stanovena pomoci RP-HPLC,
pfi¢emz podle ocekdvani byly nejlipofilnéjsi vychozi salicylanilidy, spojenim s nosi¢em
roste hydrofilita. Také dalsi vysledky (typicky vliv mastnych kyselin o riizné délce fetézce)
byly v souladu s oéekavanim, ackoli i misto vazby kyseliny ovliviiuje lipofilitu.**

Antimykobakterialni aktivita (extracelularn¢ rostouci bunky) ,,konjugabilnich*

salicylanilidd (Obr. 4) byla studovana u H3;Rv, MDR-TB a M. abscessus. U&inn&jsi nez 5-
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formyl-2-hydroxy-N-[4-(trifluormethyl)fenyl|benzamid byly N-(4-acetylfenyl)-5-halogen-
2-hydroxybenzamidy, zejména bromovana varianta (SAL2), i kdyz byly méné aktivni nez
diive popsané polyhalogenované salicylanilidy. Aktivita viaci M. abscessus byla mensi nez
u TB kmenti. Zaroven byly cytostatické pro linie HepG2 i MonoMac6 (SI 0,7-2,5), ale
relativné netoxické (SI>10) pro BMM@®.*

Tato antimykobakteridlni aktivita zlstava po konjugaci s nosici zachovéana, ackoli
jsou hodnoty MIC poné&kud vyssi, jak uz bylo zjisténo v diivéjsich pracich (napt.!”>17).
Z hlediska délky nosice je nejuc¢innéjsi monotuftsinovy TKPKG derivat (MIC SAL2-Aoa-
TKPKG = 21,8 uM), nésledovany tetratuftsinem [TKPKG]4, nejméné aktivni byl
dituftsinovy nosi¢ [TKPKG],. C-Konec v podobné karboxylu nemé proti amidu vyhodu,
také GFLG spacer antimykobakteridlni U¢innost nezlepSuje, u tetratuftsinu je dokonce
kontraproduktivni. Naopak ptfitomnost dvou aktivnich molekul vjednom DDS vede
ke zlepSené inhibici bakterii. Zbytek mastné kyseliny moduluje u delSich nosi¢ti uc¢innost
mirné pozitivné, jejich vliv je ale nejvice patrny u kratSich peptidi, kde je ovSem
dysterapeuticky. Obecné Ize fici, Ze kratsi peptidové konjugaty (tj. nosice TKPKG, TKPKG-
OH, TKPR-OH, TKPPR-OH) maji nejlepsi aktivitu vii¢i extracelularnim mykobakteriim.
Aktivita viici MDR-TB a M. abscessus je obecné ponckud nizsi nez proti 1ékove citlivému
Mtb., n€které konjugaty byly pln€ srovnatelné ¢i dokonce lepsi nez vychozi salicylanilidy.
U atypického kmene byly nejvyhodnéjsi tetratuftsinové, dituftsinové a heterotrimerni
vyhodnéjsi byly konjugaty obsahujici GFLG fragment.**

Cytostatické a cytotoxické uc€inky byly hodnoceny na stejnych liniich jako vychozi
salicylanilidy. VétSina kontrolnich acetylovanych peptidi byla netoxicka v koncentraci
200 puM, palmitoylované nosice naproti tomu vykazaly zna¢né cytostatické vlastnosti, které
jsou vazany na kovalentni vazbu, nebot’ mechanickd smés nosic¢e a kyseliny vykazovala
nizkou toxicitu odpovidajici samotné kyselin€é. Konjugaty salicylanilidi s monotuftsiny, ev.
1 se spacerem, jakoZ 1 tetra- a dituftsinové derivaty byly netoxické (>200 uM)
pro MonoMac6 buiiky a vétSinou 1 HepG2. Podobné jako v ptipadé nosict, tak i u konjugat
nesoucich mastné kyseliny doslo ke znacnému zvySeni cytostatickych vlastnosti, které
rostou s délkou fetézce kyseliny. Ackoli vétSina konjugati meéla mirnou nebo nulovou
toxicitu pfi 200 uM, jejich indexy selektivity byly spiSe nizké z diivodu vyssich hodnot MIC.
Dostacujici selektivita =10 a vice byla nalezena u dvou konjugat: SAL2-Aoa-TKPPR-OH
a SAL2-Ao0a-TKPKG. K vysledkim hodnoceni toxicity a selektivity 1ze konstatovat, Ze

konjugace salicylanilidi s peptidy snizuje toxicitu vac¢i savéim buikam a zlepSuje
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selektivitu. Pfima toxicita hodnocena na BMM @ bunikach byla nizkd, dostatecné selektivni
byl i vychozi SAL2, ale i zde byl popséan analogicky negativni vliv mastnych kyselin.**
Dale jsme studovali zavislost intenzity fluorescence zna¢enych nosict a konjugatt
na pH. Zde se ukazalo, ze zbytek palmitové kyseliny 1 salicylanilidu v blizkosti fluoroforu
ma zhaSeci efekt. Bunécny uptake jsme hodnotili u zna¢enych derivata na linii MonoMac6
(Obr. 47), a to fluorescencni mikroskopii a pritokovou cytometrii. Uptake pozitivné koreluje
s poctem tuftsinovych jednotek, naopak je nezavisly na typu C-konce (amid nebo volna
kyselina) a GFLG spacer internalizaci mirn¢ snizuje. Jednoznacné nejvyssi uptake meély
peptidy modifikované kyselinou palmitovou, bohuzel vSak byly ve vyssich koncentracich
znacn¢ toxické, narusovaly integritu membrany. Dekanova kyselina pak pfedstavuje vhodny
kompromis mezi zvySenym vychytdvanim bunkami a pfijatelnou toxicitou. I navazani
salicylanilidu (pravdépodobné zvysenim lipofility) uptake zvysuje.**
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Obrazek 47. Porovnani bunééného uptake riiznych tuftsinovych nosi¢t a konjugatt**

U konjugati byla také stanovena stabilita, resp. degradace pii puasobeni
lysozomalniho homogenatu ziskaného z jater potkana po dobu 24 h, abychom zjistili, jak se
mala molekula intracelularn€ uvoliiuje. V lysozomech panuje fyziologicky kyselé pH (4,5-
5) a je v nich pfitomna fada proteolytickych enzymi. Ocekavali jsme hydrolytické uvolnéni
vychoziho salicylanilidu, ale jako nejmensi metabolity byly prekvapive identifikovany SAL-
Aoa-Thr-OH (u konjugatt bez spaceru), H-Lys(SAL-Aoa)-OH (pokud byl SAL navazan
na postranni fetézec lysinu) a SAL-Aoa-Gly-OH (Obr. 48) v ptipadé ptitomnosti GFLG

spaceru, ktery zvySoval dle oCekavani degradaci. Oximova vazba ziistava zachovana. Lze

- 68 -



také konstruovat ,,mapy* popisujici mista a rychlost §tépeni jednotlivych vazeb (Obr. 49).

I zde se ukazal vliv jednotlivych substituentii a vlastnosti samotného nosice na stabilitu.**

O\»Qﬁ

H-Lys(SAL-Aoa)-OH

OH

R = Cl, Br (SAL2)

/©)\\ O\)J\ /\COOH

SAL-Aoa-Gly-OH

Obrazek 48. Nejmensi fragmenty obsahujici u¢innou molekulu vznikajici plisobenim
lysozomalnich enzymu na konjugaty

LRI L AL .

sAL2-Aoa-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-NH,
SAL2-A0a-0T20

oy

§AL2-A0a-G-F-L-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-NH,

SAL2-Aoa-GFLG-0T20

g 4

SALz-Aoa-TYKYP-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-NH2
SAL2-Aoa-OT20(4-dec)

HN_O

WVJ
AR AR A LIRS

SAL2- Aoa-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-NH2
SAL2-A0a-OT20(4-pal)
HN ’O

\/\/\/\/\/\/\j

VV¢¢

e

SAL2- Aoa-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-NHz

SAL2-A0a-0T10

A

sAL2-Aoa-T-K-P-K-G-NH,

SAL2-Aoa-T5
SALZ-AOa-TYKV-F}-K-G-N H,

SAL2-Aoa-T5(4-dec)

vy
sAL2-Aoa-T-K-P-K-G-OH
SAL2-Aoa-T5-OH

SAL2-A0a-TYK-P-R-OH

$AL2-A0a-G-F-L-G-T-K-P-K-G-NH,

SAL2-Aoa-GFLG-T5

3
sAL2-Aoa-T-K-P-K-G-NH,

SAL2-Aoa-T5(4-pal) )
HN ’0

e

vy

SAL2-Aoa-T-K-P-P-R-OH

SAL2-Aoa-TKPPR-OH

vYY ¢ ¢ v ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ SAL2-A0a-TKPR-OH

$AL2-A0a-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-T-K-P-K-G-NH,

SAL2-A0a-0T20(14-pal) / cleavage sites after —> 5 min
~--» 1h
R —>» 2h
\/\/\/\/\/\/\j —> 4h

Obrazek 49. Degradaéni ,,mapy* konjugatii pfi pisobeni lysozomalnich enzym@**

Potvrdilo se, Ze vazba na nosi¢ zvySuje intracelularni anti-TB aktivitu vychozich
salicylanilidovych molekul v infikovanych MonoMac6 bunkéch, a to i ptes celkove nizsi
lipofilitu konjugatl; salicylanilidy jsou samy o sobé inaktivni. To je dulezité zejména
z pohledu ptlisobeni na chronickou a latentni formu TB zavisejici na intracelularni
availabilit¢ 1éc¢iva. Infikované buiky jsou inkubovany s testovanymi derivaty
v koncentracich 125 a 250 uM. VSechny konjugaty redukovaly v zavislosti na koncentraci

pocet CFU intracelularné rostouciho Mrb., pti 125 pM jich nékolik bylo inaktivnich
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(Obr. 50). Obecné lze fici, ze nejucinnéjsi byly konjugaty substituované kyselinou
palmitovou a dekanovou, vyhodné jsou tetra- a monotuftsinové derivaty. C-Konec v podobé
karboxylu neni vyhodné&jsi nez odpovidajici amid, stejné tak vice fragmenta 1éciva v jedné
molekule ani GFLG spacer aktivitu nezlepsuji.*

2000 - 0125 yM
m 250 uM

1500 -

E 1000
&)

500 -

Obrazek 50. Intraceluldrni aktivita salicylanilidd a jejich konjugatd proti Mtb. H3;Rv*

Vramci prace** jsme piipravili fadu nosi¢l a jejich konjugati s vhodné
substituovanymi salicylanilidy. Konjugaty si zachovavaji antimykobakterialni aktivitu vici
extracelularné rostoucim mykobakteriim, i kdyz mirné sniZzenou, naopak s vyjimkou
predevsim palmitoylovanych DDSs u nich klesa toxicita pro sav¢i buniky. Vyznamné je tézZ
podstatné zvySeni bunééného uptake a intracelularni anti-TB aktivity, ktera je u vychozich
molekul prakticky nulova. Z hlediska extracelularni aktivity a selektivity se zdaji byt
nejlepSimi monotuftsinové derivaty bez substituce karboxylovymi kyselinami, ovSem
nosice substituované mastnymi kyselinami, které jsou vSak soucasné stfedné €i vysoce
cytostatické. Nadéjnym kompromisem mezi témito protichtidnymi pozadavky je konjugat
SAL2 s decylovanym tuftsinovym monomerem (Obr. 51), dobrou intracelularni aktivitu
maji ale i nekteré netoxické a extracelularné i¢inné monotuftsinové konjugaty (SAL2-Aoa-

TKPKG, SAL2-A0a-GFLG-TKPKG ¢i SAL2-Aoa-TKPR-OH).

CHs 0
X O
0 /©)\N \)J\NH—TKPll(G—NHz
Br N NH
H T(\/\/\/\/
OH

O
Obrazek 51. Perspektivni konjugat SAL2 s decylovanym monotuftsinovym nosi¢em
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Nosi¢e na bazi tuftsinu a jejich konjugaty s malymi antimykobakterialnimi
molekulami maji tedy perspektivni potencial, podafilo se redukovat nékteré z nevyhod
vychozich salicylanilidi (nizkd rozpustnost, selektivita a intracelularni aktivita,
nedostatecny uptake) pii zachovani ¢i jen mirném sniZeni aktivity proti extracelularnim
mykobakteriim.

V soucasné dob¢ nadéale na studiu nosicl a predevsim jejich konjugatii s anti-TB
1éCivy pracujeme, pozornost je vénovana zejména obménam spaceru, studiu dalSich linkert
(spojovacich mustkll)) mezi aktivni slouceninou a peptidem, pfipravujeme také nové
»konjugabilni“ malé¢ molekuly. V soucasné¢ dobé pracujeme na bioevaluaci konjugatii
derivati PAS s krat§imi peptidy, kde cilime pfedev§im na vystupniovani extracelularni a
intracelularni aktivity (toto 1é¢ivo 2. linie nepatii k tém nejucinnéj$im, navic vzhledem
k hydrofilit¢ pomérné obtizné pronikd do bungk) a také lepsi toleranci, byt’ je PAS relativné
netoxicka. Perspektivni bude také konjugace stakovymi antimykobakteridlnimi
molekulami, které maji nizké MIC, napt. chinolony vyssich generaci. Na zaklad¢ opakované
prokazané hydrolytické lability, resp. kratkého ti, esterové vazby jsme z dal§iho vyvoje
vyloucili fenolické slouceniny, které by musely byt pfipojeny esterovou vazbou, napf.
triklosan, bedachilin, u PAS se pak k vazb¢ vyuziva karboxylova ¢i NH» skupina. Planovano
je 1 spojeni tuftsinovych nosi¢ii, nasich malych molekul a modifikovanych PLGA nanocéstic
za vzniku DDSs podobnych tomu, jaky recentn& publikovali Horvéti et al.!”*

Dalsi potencialni oblasti uplatnéni tuftsinovych nosicl a jejich konjugatli s naSimi
malymi molekulami, tentokrate co nejvice cytotoxickymi a cytostatickymi, je vyvoj
protirakovinnych 1é€iv, zaméfeny konkrétné na terapeuticky znac¢né€ problematicky

glioblastom.
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5. Zavér a perspektivy

Vzhledem k nartstu rezistence, ale i z dalSich divodua existuje objektivni potieba
novych antiinfek¢nich 1€¢iv. Predlozend habilita¢ni prace se proto vénuje malym molekulam
aktivnim zejména proti Mycobacterium tuberculosis (H37Rv 1 1€kové rezistentni kmeny),
atypickym mykobakteriim, grampozitivnim bakteriim véetné¢ MRSA a patogennim houbam,
dale pak jejich konjugatiim s peptidovymi nosici na bazi tuftsinu.

Nejvice pripravenych sloucenin bylo z oblasti salicylanilida a jejich esterti véetné
karbamatii. Podafilo se syntetizovat celou fadu vysoce uUcinnych derivati s nizkymi
mikromoldrnimi nebo dokonce submikromolarnimi hodnotami MIC. Estery zpravidla
v porovnani s vychozimi salicylanilidy ptisobi uc¢inné&ji na Mtb. (bez ohledu na pfitomnost
rezistence), dobrou aktivitu maji i na atypické kmeny a jsou méné toxické, 1 kdyz u nékterych
sérii nebylo cile dosaZeni podstatné nizsi toxicity dosazeno. Oba efekty (zlepSeni aktivity a
sniZeni toxicity) vedou ke zlepSeni selektivity, ackoli i zde je prostor pro dalsi optimalizaci.
Salicylanilidové derivaty také obvykle inhibuji rist grampozitivnich bakterii, zejm.
stafylokoki, a n€kdy téz fungélnich patogent, zde vSak uc¢innost neni uniformni. Podaftilo
se také identifikovat vztahy mezi strukturou a antimikrobni aktivitou, optimalni substituci

shrnuje Obr. 52, vyhodnou se ukdzala aplikace konceptu ,,mutual prodrugs.

Q /@ ¢ 4-CF3, 3,4-diCl, dale 3-CF,
5-Cl, 5-Br, N 3,5-bisCF3, 4-Br
4-Br, 4-NO,, = H
4,5-dihalogen OH

ester s N-acetyl-L-Phe, N-monosubstituovany karbamat, 4-
substituovany benzoat, pyrazin-2-karboxylat, diethyl-fosfat

Obrazek 52. Preferované substituenty pro salicylanilidovy ,,scaffold” (antimikrobni
aktivita)

Vedle prokazané inhibice isocitratlyasy, L-alanin dehydrogenasy, methionin
aminopeptidasy a dalSich enzymi s potencidlem zasahu také latentnich forem TB 1 nadale
zkouméame se spolupracujicimi pracovisti mechanismus antimykobakterialniho wcéinku
salicylanilidll a jejich derivati. Velmi perspektivni je jejich aktivita vii¢i rezistentnimu a
klinicky problematickému patogenu Mycobacterium abscessus, na néjz jsou nase slouceniny
unikatné vysoce aktivni, 1 zde bude probihat dalsi vyvoj, podobné¢ jako u MRSA, kde

popsané molekuly (pfedevsim salicylové, ale i sulfonamidové a hydrazidy-hydrazony)
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slouzi jako zéklad pro dalsi design. Zamyslime a ¢astecné jiz realizujeme i spojeni s jinymi
antimikrobnimi strukturami v jedné molekule.

Také modifikace znamych 1€Civ isoniazidu a sulfonamida vedly k vysoce G¢innym
derivatim, které byly s parentnimi molekulami bud’ srovnatelné, nebo dokonce uc¢innéjsi.
Mnohé nase slouCeniny INH mély dobrou ucinnost proti INH-rezistentnim
mykobakteridlnim kmenim. Podafilo se nam identifikovat analoga INH (1,3,4-oxadiazoly)
ucinna 1 proti MDR- a XDR-TB kmenim bez zkiizené rezistence a s experimentalné
prokdazanym odliSnym mechanismem ucinku, nez jaky ma vychozi 1é¢ivo. U sulfonamidt
jsme pripravili derivaty 0¢inné 1 proti kotrimoxazol-rezistentnim grampozitivnim
bakteridlnim kmentm, kde také planujeme objasnéni mechanismu ucinku. V budoucnu
pocitdme s vyvojem novych modifikaci INH, pfedev§im spojenim s dal$imi biologicky
aktivnimi slouCeninami tak, aby si zachovaly ucinnosti i proti INH-rezistentnim
mykobakteriim, a téz pfimych InhA inhibitord. Klicové zjisténi této ¢asti prace predstavuje
fakt, ze jednoduchou syntetickou obménou lze ze zavedenych a Siroce dostupnych 1é¢iv
ptipravit molekuly, které maji jednak dobrou aktivitu, ale také si — prilomové — zachovavaji
ucinnost 1 u kment necitlivych na ptivodni 1é¢ivo, tj. plsobici inovativnim mechanismem
ucinku.

Druhy smér ptedstavuje progresivni trend studia potencidlnich nosict jakozto DDSs,
v nasi praci konkrétné peptidovych nosicii zalozenych na tuftsinu. Pfipravili jsme ,,mini-
knihovnu* rlzné modifikovanych nosicl,, pilotné je konjugovali s vhodnymi
salicylanilidovymi derivaty a nasledné hodnotili jejich biologickou aktivitu. StéZejnim
poznatkem je, Ze volbou vhodného nosi¢e 1ze dosahnout zachovéani antimykobakterialniho
pusobeni (Mtb. Hz7Rv, MDR-TB, M. abscessus), podstatného zlepSeni intracelularni
antituberkulotické aktivity (model infikovanych makrofagit) i bunécného uptake a zaroven
sniZzeni nezadouciho toxického plisobeni malych molekul na savéi buiky. Popsali jsme
vztahy mezi strukturou a aktivitou peptidovych nosi¢l. V budoucnu se budeme nadale
zabyvat pfedevSim dal§im studiem linkerii (vazeb) spojujicich malé molekuly s nosici a
konjugaci nejvyhodnéjSich nosi¢it s dalSimi slouceninami s nizkymi hodnotami MIC
po jejich ev. predchozi chemické modifikaci na vhodné ,,konjugabilni“ derivaty. Primarnimi
cili jsou pfedevs§im vystupnovani intracelularni aktivity a zlepSeni selektivity.

Pti ,,dopliikovém* biologickém hodnoceni jsme identifikovali nékolik naSich sérii
jako U¢inné inhibitory acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy s moznym vyuzitim
pro lécbu demenci, jejich vlastnosti odpovidaji obecnym pozadavkiim na lé¢iva pronikajici

do CNS.
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Zavérem lze konstatovat, Ze se nam podafilo pfipravit celou fadu slibnych sloucenin,
které jsou ucinné mimo jiné vuci lékové rezistentnim patogeniim, tj. s inovativnim
mechanismem ucinku, identifikovat vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou,
syntetizovat a vyhodnotit biologické vlastnosti konjugatii vybranych malych molekul
s peptidovymi nosic¢i na bazi tuftsinu. Od téchto vysledki se odviji na§ pokracujici vyzkum,
ktery nadale smétuje do oblasti malych molekul (jak origindlnich, tak ,,me-too* analog) a
primarné jejich antimikrobni aktivity, ev. inhibice cholinesteras, peptidovych nosici a

vzajemnych konjugatti. Nekteré dosud nepublikované vysledky jsou velice nadéjné.
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