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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Student: Adam Anthony Needle

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Marta Kucerova, Ph.D.

Konzultant: PharmDr. Petr Slechta

Nazev diplomové prace: Syntéza a hodnoceni derivati benzoxaborolu jako

potencialnich antimikrobialnich slouc¢enin

Bylo zjisténo, ze derivaty benzoxaborolu piisobi OBORT (oxaborol vychytavajici
tRNA [oxaborole tRNA trapping]) mechanismem, ktery vede k preruSeni syntézy
proteind v mikroorganismech. Tato prace byla zamétena na syntézu a primarni in vitro
hodnoceni série N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-yl)(hetero)aryl-2-
karboxamidi. Slouceniny byly pripraveny reaketi aktivovanych
(hetero)arylkarboxylovych kyselin s 6-aminoskupinou benzoxaborolové Casti
molekuly za vzniku amidové vazby. Uspé&né bylo pfipraveno deset sloudenin
a vSechny byly otestovany in vitro proti klinicky vyznamnym kmentm bakterii, hub
a mykobakterii. Byla odhalena vyznamna aktivita vi¢i n€kolika mykobakterialnim
kmeniim a cytotoxicky screening na lidskych buiikach prokazal nizkou toxicitu latek.
Tato selektivita mize byt zplsobena rozdily v aktivnim misté mykobakterialniho
alidského cilového enzymu. Testovana série latek prokazala selektivni
antimykobakterialni vlastnosti a mohla by nasmérovat vyzkum novych lé€iv proti

tuberkuloze.



2 ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Student: Adam Anthony Needle

Supervisor: PharmDr. Marta Kucerova, Ph.D.

Consultant: PharmDr. Petr Slechta

Title of diploma thesis: Synthesis and Evaluation of Benzoxaborole Derivatives as

Potential Antimicrobial Compounds

It has been revealed, that benzoxaborole moiety can exert OBORT (oxaborole tRNA
trapping) mechanism leading to protein synthesis cessation in microorganisms. This
work focused on the synthesis and primary in vitro evaluation of N-(1-hydroxy-1,3-
dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-yl)(hetero)aryl-2-carboxamide series. The
compounds were prepared by reaction between activated (hetero)aryl carboxylic acid
and 6-amino group of benzoxaborole moiety via amidic bond formation. Ten
compounds were successfully prepared and tested in vitro against clinically important
strains of bacteria, fungi and mycobacteria. Noticeable activity against several
mycobacterial strains was revealed and the human cell cytotoxicity screening showed
low toxicity. This outcome could originate in differences between active sites of
human and mycobacterial target enzyme. This series of substances showed selective
antimycobacterial properties and may streamline the search for novel anti-tuberculosis

drugs.



3 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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4 CIiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit sérii derivati benzoxaborolu
a zhodnotit jejich antimikrobidlni potencidl. Potencidlnim farmakologickym cilem
pusobeni pfipravovanych sloucenin je enzym leucyl-tRNA synthetasa (LeuRS)', jejiz
inhibici dojde k pferuSeni proteosyntézy a nasledné smrti bunck. Zamyslené latky byly
amidy (hetero)aryl kyselin s aminobenzoxaborolem (obrazek ¢. 1). M¢ly byt fadné
charakterizovany spektralnimi metodami a méla byt ovétena jejich Cistota. Zamérem
byla ptiprava slibnych sloucenin, které¢ by mohly vykazovat zajimavy Uc¢inek proti
mykobakteriim, navazujici hodnoceni nejucinnéj$ich latek a nasledné zhodnoceni

vztahu strukturnich faktori a biologického t€inku.

H OH

R N B

\ﬂ/ 0
UL

Obrazek 1: Obecna struktura syntetizovanych latek, R = (hetero)aryl

Pro zkoumani vztahu struktury a ucinku mélo byt pouzito in silico metod
molekulového dockingu a zkoumani potencidlniho ADME profilu. Hodnoceni
biologické aktivity mélo byt provedeno za pomoci in vitro testovani. Piipravené latky
mély byt pfedany ke stanoveni antimikrobidlnich uUC¢inkdi na Sesti kmenech
mykobakterii, osmi kmenech klinicky vyznamnych bakterii a osmi kmenech klinicky
vyznamnych fungalnich organismi. Pro posouzeni hepatotoxicity mély latky
podstoupit screening na HepG2 buiikach. Vysledky biologického hodnoceni mély byt

shrnuty a fadné€ komentovany v Diskusi.
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5 TEORETICKA CAST

5.1 Rezistentni tuberkuloza

Tuberkuléza (TBC) je infekéni onemocnéni zplUsobené bakteriemi
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Zpravidla napada plicni tkan, existuji ovSem
1 extrapulmonalni formy nemoci. Mezi rizikové faktory pro rozvoj choroby patii
kouteni, alkoholismus, dale demografick¢é faktory jako je wve&k, pohlavi
a socioekonomicky stav, komorbidity jako je diabetes mellitus, chronicka obstruk¢ni
plicni nemoc a infekce HIV?. Zakladnimi symptomy jsou kasel trvajici alespoii po
dobu dvou tydnti, tbytek vahy a charakteristickd hemoptyza. Komplikace choroby
zahrnuji zavaznou obstrukci dychacich cest, hemoptyzu, zapal plic, bronchialni
stendzu a poSkozeni jater. Dale mlze dojit k aspergilozam a infekcim zpisobenym
netuberkuléznimi bakteriemi®, piikladem budiz M. avium. Dle literatury* je takika
¢tvrtina svétové populace infikovana latentni TBC bez klinickych ptiznaki.

Lécivy prvni linie jsou rifampicin (RIF), isoniazid (INH), ethambutol
a pyrazinamid pfi ptlro¢ni terapii. Tak jako dal$i bakterie i Mtb provézi fenomén
rezistence na antiinfektiva, tichd hrozba, ktera se stdle rozristd. Rifampicin je
povazovan za antituberkulotikum s nejrobustnéjSim u€inkem, bohuZel 1 na néj jiz
existuje rezistence. Jako RR-TBC oznacujeme TBC rezistentni na RIF, ale mize byt
odolna 1 vici vice 1écivim. MDR-TBC je TBC rezistentni na RIF a INH. Pre-XDR-
TBC nazyvame TBC rezistentni na RIF (moZno i na INH) a také na alespon jeden
fluorochinolon (levofloxacin ¢i moxifloxacin). XDR-TBC je nazvem pro TBC
rezistentni na rifampicin (mozno 1 na isoniazid), na alespoii jeden fluorochinolon
(levofloxacin ¢i moxifloxacin) a déle na jedno 1é¢ivo ze skupiny A (bedachilin, ¢i
linezolid)®. Rezistence bakterii se zjistuje pomoci kultiva¢nich testli & genomového
sekvencovani®.

Mezi zjiSténé rizikové faktory onemocnéni MDR-TBC naleZi ptfitomna plicni
kavita, pozitivni priikaz acidorezistentnich bakterii ve sputu, pfedesla anamnéza TBC
a létba antituberkulotiky v minulosti’. Pacientim s témito aspekty by méla byt
vénovana dostatecna pozornost pro prevenci exacerbace. V¢asné odhaleni rizikovych
faktord je nutnou podminkou strategie kontroly onemocnéni TBC. Sifeni rezistentnich

bakterii pfedstavuje ohromnou zatéZ pro zdravotnické systémy po celém svéte.
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5.1.1 Epidemiologie

Globalni zprava® WHO o TBC zroku 2023 odhaduje, Ze v roce 2022 nové
onemocnélo TBC celosvétove 10,6 miliont lidi. Pocet nemocnych od roku 2015 klesal
jenv Evropé, ne vSak v ostatnich svétovych regionech, avSak ve dvou letech pandemie
COVID-19 toto c¢islo kleslo globalné, ziejmé diky zvySené izolaci, v roce 2022 opét
doslo ke vzestupu. Celosvétova tspésnost 1écby TBC v roce 2021 byla 88 %. Mezi
nejvice zasazené regiony patii jihovychodni Asie, Afrika a zapadni Pacifik, a to hlavné
v zemich jako je Indie (27 % vsech piipadt), Indonésie (10 %), Cina (7,1 %), dale
Filipiny, Nigerie, Pakistan, Bangladé$S a Demokraticka republika Kongo. Incidence
TBC koreluje s nizkym HDP na osobu a prevalenci podvyZzivy. Pocet zemfelych v roce
2022 na TBC doséhl 1,30 milionu. Umrtnost za posledni desetileti mimo pandemii
COVID-19 klesala. Dle WHO je TBC tfinacta nejéastéjsi pricina umrti. Po¢et MDR
¢i RR-TBC v roce 2022 byl odhadovéan na 410 tisic nemocnych. Do pouhych tfi zemi
spadd 42 % ptipadi téchto rezistentnich TBC, pfi¢emz se jedna o Indii (27 %), Filipiny
(7,5 %) a Ruskou federaci (7,5 %). Dle meta-analyzy? by skute¢na aktualni prevalence
MDR-TBC mohla byt az 11,6 %, coz uz mtze pisobit jako alarmujici (odhadovana

incidence na Obr. 2).

Obrazek 2: Odhadovanda incidence RR- a MDR-TBC pro rok 2022 v zemich, kde je diagnostikovano alesport 1000
piipadii. Prevzato z Global tuberculosis report 20238

V roce 2022 bylo ptimo laboratorné globalné potvrzeno 27 075 piipada pre-
XDR-TBC ¢i XDR-TBC z celkového poétu 176 586 MDR- & RR-TBC piipadi®.
Uspé&snost 16¢by MDR- a RR-TBC byla celosvétové odhadovana v roce 2020 na asi

63 %. Usp&$nou 1é&bu podmifiuje citliva diagnostika, dostupnost zdravotnich sluzeb
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a pristup k metodam 1é¢by. WHO monitoruje pocet pacientli 1écenych na MDR- ¢i
RR-TBC teprve od roku 2012. Vice informaci o poctu lécenych ptipadi poskytuje

obrazek 3.

Lééba TBC (viechny
vékové kategorie): Létba TBC u déti:

34 miliond 2.5 miliont

Cil: (84%) Cﬂ:“ .
40 miliond MW------------- 3.5 miliona
2018-2022 lé€eno v letech: 2018-2022
2018-2022

Ié€eno v letech:
2018-2022

Lééba RR- a MDR-TBC (viechny
vékové kategorie: Lééba RR- a MDR-TBC u déti:

825 000 =\ 21600
cil: (55%) ci: (19%)
L5miliond - -ZT0ST oo 115 000
2018-2022 lé€eno v letech: 2018-2022 lé€eno v letech:
2018-2022 2018-2022

Obrazek 3: Pocet lécenych piipadii v letech 2018-2022, pievzato z Global tuberculosis report 20238

Dle zpravy Evropského centra pro kontrolu nemoci (ECDC) o Sledovani
a monitorovéani tuberkulézy v Evropé za rok 2023° byl vroce 2021 v zemich EU
a Evropského hospodaiského prostoru (EEA) podil RR ¢i MDR-TBC pftipadii 3,2 %
u nove¢ diagnostikovanych plicnich forem TBC, zatimco v evropskych zemich mimo
tento prostor byl podil 27,4 %. Usp&snost 1é¢by pii zahajeni podavani 1éki prvni linie
byla u EU/EEA stati kolem 70 %. Klasickym fenoménem je vyskyt TBC u HIV-
pozitivnich pacient (14,8 % z92,8 % vsSech TBC pfipadil) a dal§$im nemadlo
zajimavym faktem je, Ze 4,9 % ptipadll novych i recidivujicich piipadi TBC bylo
hlageno z véznic, predevsim ze zemi mimo EU a EEA. V Ceské republice bylo v roce
2021 hlaseno 357 piipadit TBC, z ¢ehoz 9 bylo pulmonélnich RR- ¢i MDR-TBC
a z nich dva pre-XDR-TBC.

5.1.2 Mechanismy vzniku rezistence

Neni vyjimkou, Ze se bézné vyskytuji genotypicky rezistentni Mtb a nemusi
byt pfitom fenotypicky rezistentni, coz miize byt dano nepiiznivymi podminkami
vyvolanymi hostitelem jako je kyselé pH, hypoxie ¢i nedostatek Zivin'®. Nejéastéjsim
divodem rezistence je chromosomalni mutace, zatimco horizontalni pfenos genti

nebyl prokazan'!

. Nejedna se vzdy o mutaci cile farmakologického plisobeni
antibiotik, dal$i Castou pfiCinou je zvySeny reflux léciv. Dal§im problémem pro

antibiotika je vitbec proniknout mohutnou bakteridlni st€énou s dlouhymi mykolovymi
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kyselinami. Mechanismy rezistence spoc¢ivaji ve zpomaleni metabolismu
v dormantnim  stadiu  bakterie, kdy vznikd& méné toxickych metabolitd
antituberkulotika, v obchazeni urcitych metabolickych cest, tvorbé porint ¢i ztlusténi
bunééné stény'%. Samotna délka terapie je rizikovym faktorem rozvoje rezistence,
hlavni komplikaci tohoto faktoru je pak nizka adherence pacientt k 1é€b€ Nejcastéjsim
diivodem rezistence na RIF (obr. 4) je mutace v hotspotu 81bp na genu rpoB kddujici
RNA-polymerasu'®. U¢inek INH je ohrozen mutacemi katG katalasy, kterd jej
preménuje na aktivni formu, a néasledné nemoznosti se vdzat na zmutovany enzym
inhA, jenZ je cilem ptisobeni INH'*. Uéinek fluorochinolonti miize byt snizen mutaci
gyras'>. Mykobakteria jsou primarné rezistentni vii¢i beta-laktamovym antibiotik{im,
jelikoz produkuji enzym beta-laktamasu'!. U aminoglykosid{ byla popsana inaktivace
acetyltransferasou Eis a jejich Gi¢inek snizuji mutace proteind trs a rspL'®. Ethionamid
nemusi byt aktivovan, pokud je pfitomna mutace proteinu ethA. Rezistence
u bedachilinu se predpoklada pti mutaci AtpE genu kodujiciho cil plisobeni tohoto
1écival’. Nejvice popisovanou mutaci ovliviiujici G¢innost delamanidu je mutace genu
ddn kédujiciho Faxo-dependentni nitroreduktasu, kterd prave aktivuje delamanid na
aktivni metabolit!®. Rezistenci na pretomanid provazi stejné mutace proteind jako
u delamanidu vzhledem ke stejnému mechanismu U¢inku, kdy tyto dvé latky po
aktivaci a tvorbé oxidu dusnatého inhibuji syntézu methoxy- a ketomykolovych
kyselin. Pfedevsim se jedna o mutace proteinu fbiC a nové objevenou je mutace na
proteinu Rv2983!?. Majoritni pfi¢inou rezistence na vétinu 1é¢iv je oviem aktivita

efluxnich pump jako jsou efpA, mmr, mmpL7, Rv1285c a p55%.

cthionamid

isoniazid

rifampicin

o . OYN o
LF \\_K/ \/)_N\\
eI g o
& NFd

delamanid

o
N
[ S NH,
Z
N
pyrazinamid pretomanid

bedachilin

Obrazek 4: Prehled vybranych antituberkulotik prvni i druhé linie
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5.2 Leucyl-tRNA synthetasa

Leucyl-tRNA synthetasa (LeuRS, EC 6.1.1.4), téz znama i jako leucin-tRNA
ligasa, patii mezi aminoacyl-tRNA synthetasy. Jeji funkci je tvofit tRNA nesouci
leucin v cytosolu buniky (i v mitochondriich), coz je zcela zasadni pro syntézu proteinti
v bunikach. Pravé proteosyntéza je jednim z cili pisobeni antibiotik, a proto inhibice
enzymul zahrnutych do tvorby tRNA je slibnou cestou pro objeveni novych 1é€iv,
vcetné novych antituberkulotik. Aminoacyl-tRNA synthetasy se vyskytuji v kazdém
Zivém organismu a existuje alespoil dvacet riznych téchto enzymu rozliSujicich se
podle aminokyseliny, kterou maji spojit s tRNA. Dale se zda, Ze se katalytické domény
napfi¢ témito enzymy jen malo odliSuji a pokud se tedy najde latka inhibujici tuto
doménu, mohla by plisobit 1 na vice takovych synthetas u jednoho druhu. Lze usoudit,
ze se jedna o siln¢ konzervativni struktury a ze by vyvoj rezistence z hlediska rizika
vzniku mutace na genech kodujici tyto domény mohl byt pro bakterii obtizny?!.
Nejedno antibiotikum registrované na trhu piisobi na tyto enzymatické cile, ptikladem

budiz mupirocin inhibujici izoleucin-tRNA synthetasu?2.

5.2.1 Struktura a funkce LeuRS

LeuRS patii v rdmci aminoacyl-tRNA synthetas do tfidy Ia. Takové enzymy jsou
tvofeny dvéma strukturnimi motivy Rossmann fold, které vazi nukleotidy?’. Dale
synthetasy ttidy I esterifikuji tRNA pies 2'-hydroxylovou skupinu ribosy terminéalniho
adenosinu, zatimco pies 3'-hydroxylovou skupinu tak provadi enzymy ttidy II, toto je
dano piistupem enzymu k tRNA bud’ ptfes maly Zlabek (tfida I), nebo velky Zlabek
(tfida 1I)*'. Aminoacyl-tRNA synthetasy rozeznavaji piislusnou aminokyselinu na
zaklad¢ antikodonu, akceptorového ramene a diskrimina¢ni zakladny nukleotidu N73
tRNA. K uskute¢néni procesu je potieba, aby se aminokyselina aktivovala pomoci
ATP za vzniku konjugatu AMP aaminokyseliny, ktery se pak esterifikuje
s hydroxylovymi skupinami ribosy adenosinu 76 na 3' konci tRNA. Enzym disponuje
také kontrolnim editujicim mechanismem. Pretransferové dokéze hydrolyzovat
aktivovanou aminokyselinu zpét na AMP a kyselinu, zatimco posttransferové je Spatné
acylovand tRNA hydrolyzovana na aminokyselinu a nukleovou kyselinu. LeuRS ma

totiz schopnost vazat i norvalin, ktery by zpisobil nefunké&nost proteinu?*. Dale miize
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katalytické misto pasobit jako sito, do kavity se totiz vejdou pouze aminokyseliny
urcité velikosti. Jako hypotetické druhé kontrolni misto pak piisobi editujici doména
schopnd hydrolyzy nespravné aktivovanych kyselin®.

LeuRS je tvofena hlavnim télem enzymu, s katalytickou a antikodon vazajici
doménou, a Ctyfmi flexibilné vdzanymi doménami — oznacend zinkem, editujici
(n¢kdy téz jako CP1), leucin-specificka a C-terminalni doména. Oprava produkované
tRNA zavisi na translokaci substratu od syntetického mista k editujici doméné, které
jsou od sebe vzdaleny 30 A%. Byly popsany dva konformaéni stavy — aminoacylaéni
a editujici (Obr. 5). Hlavnim rysem odliSujici tyto stavy je otoceni leucin-specifické
domény o 33° smérem k syntetickému mistu, ale dochdzi k mnoha dal$im pohybtim,

které nejsou ani spolehlivé objasnény?®.

Anticodon Anticodon
binding binding

A mim)e%yla joh

Obrazek 5: Obrazky a) a c) zobrazuji konformaci béhem aminoacylace, b) a d) behem editace tRNA. Modre je
editujici doména, ZN1 je doména znacend zinkem, oranzové je C-terminalni a riizove leucin-specificka doména.

Konkrétné je zobrazena LeuRS organismu E. coli. Pievzato z ref. Palencia A, et al.?®

Dulezitym aspektem je skuteCnost, Ze enzymy jako celek jsou svou stavbou
odlisné mezi bakteridlnimi a archealnimi ¢i eukaryotickymi organismy, avSak neplati
tak o katalytickém misté, jak je psano vySe. Zasadni je pak rozdil mezi strukturou
editujici domény lidské a mykobakteridlni LeuRS. LeuRS patiici Mtb H37Rv je

tvofena 969 aminokyselinami a jeji molekulova hmotnost je asi 108 kDa?’.
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5.2.2 Ptiklady zkoumanych inhibitorit LeuRS

Jednim typem sloucenin, které byly zkoumany jako inhibitory zminovanych
synthetas, jsou falesné substraty aminoacylsulfamoyl-adenosiny napodobujici AMP.
Neukéazalo se vsak, ze by oplyvaly vysokou biodostupnosti a byly pomérné
neselektivni — syntetické misto enzymu je totiz strukturné podobné napfic
eukaryotickymi a prokaryotickymi organismy?!. Jednou ze znamych latek, ktera
inhibuje LeuRS, je agrocin 84 (Obr. 6), ktera se pouziva k inhibici rostlinnych tumort
zpisobenych kmenem Agrobacterium tumefaciens, avsak i zde se vyskytl problém
srezistenci. Tato latka se chovd jako takovy trojsky kan diky
D-glukofuranosyloxyfosforylové ¢asti molekuly, diky niz je latka transportovana do

buiiky, a zéroven je ve struktufe inkorporovan leucyladenylat?®

. Byly zkoumany
1 derivaty anhydrohexitolu s triazolovym fragmentem nahrazujici adenin. Série téchto
latek byla zkouSena in vitro na LeuRS s nanomolarnimi inhibi¢nimi aktivitami, pti
testovani inhibice ristu Mtb vSak nejvyssi aktivitu vykazala jen jedna latka (ICso =
24 uM), hodnota ICso byla viak stonasobné vy$§i nez u standardu moxifloxacinu®.
Cilem ptisobeni mé byt katalytické misto LeuRS. Na Mtb LeuRS byly také testovany
derivaty 5-fenylamino-2H-[1,2,4]triazin-3-onu (Obr. 6) cilici na aktivni misto, kde dvé
latky ze série dosahly ICso kolem 7 uM a dale byla zjiStovana inhibice lidské
cytosolické LeuRS s desetinasobné vyssimi ICso*®. Déle jsou aktivni i derivaty
N benzyliden-N'-thiazol-2-yl-hydrazinu (Obr. 6), opét cilici na aktivni misto LeuRS,
kde nejaktivnéjsi latka dosdhla ICso = 6 uM pfi inhibici Mth LeuRS a MIC = 25 uM
pfi inhibici riistu Mth H37Rv?!. Stejny vyzkumny tym pak dospél k latkam, které
dokazi dualné inhibovat i methionyl-tRNA synthetasu®?>. Pomoci metod zaloZenych na
strojovém uceni byly objeveny a v aminoacylacnim testu otestovany latky vychazejici
z 2-(chinolin-2-ylsulfanyl)-acetamidu (Obr. 6), které taktéz cili na mykobakterialni
methionyl- i LeuRS*. V neposledni fadé¢ je tieba zminit benzoxaboroly, kterym se
vénuje i tato prace. Prvni zavedenou latkou inhibujici LeuRS, a to na editujici doméné,
byl tavaborol (ptivodni oznaceni AN-2690, Obr. 6) s terapeutickou indikaci pro
onychomykézu?!. Dle pocitatovych studii se vaze k LeuRS i irinotekan®*, inhibitor

topoisomerasy, s podobnou afinitou jako GSK656 (vice o této latce nize).
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Obrazek 6: Vybrané inhibitory LeuRS

Optimalni by bylo najit inhibitor, ktery by byl ovSem selektivni vii¢i mikrobnim
LeuRS, valin- a isoleucin-tRNA synthetasam®!. Takova slou¢enina by byla vysoce
efektivni v 1écbé bakteridlnich nebo protozodlnich infekei a obtizn€ by na ni vznikala

rezistence.

5.3 Derivaty benzoxaborolu

5.3.1 OBORT mechanismus

V oboru mediciny a farmacie se pouziva jen malo slouc¢enin boru. Bor je polokov
a je zvlastni svymi elektron-deficitnimi a koordinaénimi vlastnostmi®. Zajimavymi
derivaty s vysokym potencidlem jsou derivaty benzoxaborolu. U prvniho klinicky
pouzivaného derivatu — tavaborolu — byl objasnén mechanismus plisobeni inhibici
LeuRS!. Pii zjistovani mechanismu byly n&které kmeny Saccharomyces cerevisiae
32-512x méné citlivé na tavaborol nez ostatni kmeny této kvasinky. Pti sekvencovani
se ukazalo, Ze se shoduji v mutaci genu CDC60, ktery koduje editujici doménu LeuRS.
Byly objeveny mutace v oblasti bohaté na threonin i vysoce konzervativnich
sekvencich. Dokonce sedm z deviti zkoumanych mutantnich kment prokézalo defekt
pii editaci zaloZeny na citlivosti k norvalinu. Ukézalo se, Ze bez pfitomnosti tRNA
neni dosazeno antimykotického, respektive antibakteridlniho u¢inku. Benzoxaborol se
ma s tRNA vazat do aktivniho mista editujici domény vézajici aminoacyl tam, kde
s enzymem interaguje aminokyselina nespravné vazana na tRNA. Pro inhibici enzymu

je nezbytné, aby se vytvofil kovalentni adukt s terminalnim adenosinem A76 na
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volném 3' konci tRNA reakci s vicindlnimi hydroxyskupinami ribosy. Vznikla
tetrahedralni spiroboratova struktura znemozni LeuRS v cytoplasmé hydrolyzovat
tRNA vazané s nespravnymi aminokyselinami, ¢imz je ovlivnén pravé ten kontrolni
mechanismus, ktery umoznuje editujici doména, a tim padem neni mozna translokace
tRNA mezi syntetickou a editujici doménou i syntéza samotné tRNA s leucinem?*33-3¢,
Ve vysledku je pak inhibovana proteosyntéza. V experimentech byla zkouména reakce
1 se samotnym AMP ¢i ATP. Ve strukturalnich studiich pak adukt tavaborolu s AMP
zaujimal stejnou polohu v editujici doméné jako adukt norvalyl-AMP a jelikoz
tavaborol nedisponuje mnoha skupinami schopnymi vazat se saminokyselinami
enzymu, je tak vysvétleno, pro¢ ma samotny tak nizkou afinitu k LeuRS a je nutny
onen kovalentni adukt s adenosinem. Benzoxaborolova sloucenina se mize vazat
pouze na volnou tRNA, aby mohl vzniknout adukt, tRNA nesmi byt jiz acylovana
aminokyselinou. Samotny adukt s adenosinem nema schopnost zastavit funkci LeuRS,
nutné je navazani celého aduktu s tRNA. Ve vysledku dojde inhibici LeuRS také
k hromadéni tRNA bez navazanych aminokyselin a ty se pak vazi na ribosomy, coz
narusuje proteosyntézu’’. Dal3i studie ukazaly, Ze rozsifeni kruhu s borem ani ndhrada
boru za uhlik nezvysuji aktivitu latky. Cely tento adenosin-dependentni mechanismus
inhibujiciho aduktu je pak nazyvan jako mechanismus benzoxaborolu vychytavajici
tRNA do pasti — OBORT (oxaborole tRNA trapping mechanism). Prostorovou situaci

aduktu tRNA s enzymem znazoriiuje obrazek 7.

Obrazek 7: Adukt benzoxaborolové latky AN3365 s tRNA pri inhibici LeuRS pochazejici z E. coli. Zelené je

zobrazena editujici doména, modie tRNA. Prevzato z ref. Hoffmann G. et al.’

Vyzkum zabyvajici se aktivaci benzoxaborolovych prolé¢iv?® a snahou potvrdit
piesny OBORT mechanismus ukazal, ze vzdy vzniknou nezavisle na enzymu dva

diastereomery adukti benzoxaborolu a adenosinu vzdjemné otocené o 180°, tedy
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optické isomery, z nichz jeden se stericky nedokaze navazat do editujici domény.
Zaporn¢ nabitd oxaborolovd skupina aduktu je stabilizovana kladné nabitym
hydroxoniovym iontem. Za fyziologickych koncentraci adenosinovych molekul je
vznik aduktl reversibilni. Mechanismus byl zkouman za pomoci izotermické titracni
kalorimetrie, NMR a krystalografické studie. Benzoxaboroly mohou byt povazovany
za proléciva, kterd jsou aktivovana adici s adenosinem. Benzoxaboroly jsou tedy
nepiimé inhibitory LeuRS. NMR analyza odhalila, ze latka GSK656 tvofii reversibilné
jeste jeden cyklus navic, pfes ethylendioxidovy mustek, a je otviran reakci
s adenosinem nebo molekulou vody (Obr. 8). Tato perspektivni struktura obsahuje
(S)-3-aminomethyl- a 7-(2-hydroxy)ethylsubstituenty. Déle byl popsan onen
hydroxoniovy kation vézajici se do malé kavity, kde tvofi vodikové mustky s Phe335,
Ile441 a Met440. Stejnd poza tohoto iontu byla pozorovana i u podobnych
benzoxaborolovych latek v komplexu s LeuRS z organismi Mtb, Cryptosporidium
hominis, Candida albicans, Streptococcus pneumoniae a Escherichia coli. Déle zalezi
na pH okolniho prostiedi, lehce kyselejsi prostiedi je vyhodnéjsi. Piedpoklada se, ze
zminovany hydroxoniovy kation se zde koordinuje hned po nukleofilni atace (Obr. 9

podle*®) jednoho z ribosovych hydroxyld na atom boru.
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Obrazek 8: Reversibilni tvorba ethylendioxidového intramolekularniho miistku u GSK656 (v obr. jako Cmpdl).
Prevzato z ref. Hoffmann G. et al.’® Vpravo je zndzornéna reakce s vodou a reversibilni tvorbou tietiho cyklu

(pro GSK656 X = CI). Pievzato z ref. Li X. et al.’®
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Obrazek 9: Pravdépodobny mechanismus vzniku aduktu benzoxaborolu s adenosinovou molekulou

Benzoxaborol mize tvofit adukty i s ostatnimi molekulami obsahujicimi ribosu,
nemtize viak pak inhibovat LeuRS*®. Jedna se napiiklad o UTP, GTP, CTP,
UDP-N-acetylglukosamin, UDP-a-D-glukosu ¢i D-ribosa-5-fosfat. Rovnovaha mezi
volnym benzoxaborolem a vznikajicim aduktem urcuje permeaci agens do buiiky,
nejspise proto pronikaji podobné slouceniny v rtizné mitfe do svych cilovych bunék —
od plasmodii po mykobakterie. Uvniti 1 vn€ buiikky dochézi reversibilné k tvorbé
aduktti. Hydrofilni povaha adukti jim poméha vniknout do builkky pomoci
koncentra¢nich a ekvilibrativnich nukleosidovych transportéri. Spiroboratova
struktura pak tvofi fadu vodikovych mustkl s regionem bohatym na threonin, jedna se

o threoniny Thr336 a Thr337. Adenosinmonofosfatova c¢ast aduktu interaguje

s Leu432 a Tyr435 na tzv. smydce vazajici AMP.
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5.3.2 Mozna vyuziti derivati benzoxaborolu v oblasti mediciny

Bor ma své nezastupitelné misto pii vyuziti v terapii a také v organické
syntéze. Arylboronové kyseliny slouzi v organické chemii jako chréanici Cinidla
v syntéze nebo pii Suzuki-Miyaurové couplingu. V radioterapii naddord se pouziva
technika borové zachytové neutronové terapie (boron neutron capture therapy, BNCT)
vyuZivajici slouceniny obsahujici izotop '°B. Déle je v klinické praxi n&kolik 1é&iv
obsahujicich bor ('B). Bortezomib (Obr. 10) je vyznamné 1é¢ivo pouZivané rovnéz
v onkologii, jednd se o inhibitor proteozomu obsahujici boronovou kyselinu
indikovany k 1é¢bé mnohocetného myelomu. Pozd¢ji byl ve stejné indikaci zaveden
dalsi derivat ixazomib. Za zminku stoji i hemiestery boronovych kyselin. Derivatem
2-hydroxy-1,2-oxyborinanu je vaborbaktam, coz je inhibitor beta-laktamasy schvaleny
FDA i EMA v letech 2017 a 201837, Relativné novym strukturnim typem hemiesteri
boronovych kyselin jsou benzoxaboroly. Dosahly povésti dobré chemické stability,

nizké toxicity, specificity plisobeni vii¢i biologickému cili a jednoduchosti syntézy>>.
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Obrazek 10: Ostatni borové slouceniny s vyuzitim jakozto léciva

5.3.2.1 Klinicky pouzivané a experimentalni derivaty benzoxaborolu
5.3.2.1.1 Tavaborol (AN2690)

Tavaborol (Obr. 11) byl registrovan FDA v roce 2014 pod znackou Kerydin
jako 5% roztok pro dermdlni pouziti indikovany k 1é¢bé onychomykdzy. Aplikuje se
jednou denng. Tavaborol miize interagovat s CYP450*!, oviem vyhodou topického
podani je pravé omezeni tohoto jevu. V 1 % piipadl se objevuji nezadouci uinky jako
olupovani nehtu, erytém, zartistajici nehet ¢i dermatitida v misté aplikace. Pti klinické
studii na 1194 pacientech pii 48 tydnech podavani 1éku se tiplného vyléceni dockalo
6,5 % pacientii vjednom klinickém testovani, 9,1 % v druhém. Vymizeni

mykologického ptivodce se dosahlo u 31,1 % a v druhém piipadé zkouseni 35,9 %*.
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Tavaborol  vykazuje vyznamnou inhibici rustu  Trichophyton  rubrum

a T. mentagrophytes™.

5.3.2.1.2 Epetraborol (AN3365, GSK-221052)

Epetraborol (Obr. 11) plsobi inhibi¢né¢ na gramnegativni bakterie, nepodléha
jejich efluxnim mechanismiim?*. 7-O-propanolovy substituent tvofi aditivni interakce
s fosfatem v fetézci tRNA. Inhibuje rast P. aeruginosa 1 bakterii celedi
Enterobacteriaceae véetné kmeni produkujicich NDM-1 a KPC karbapenemasy.
Latka byla u¢inna na mysich modelech infekei. V malém méfitku se nasly i rezistentni
kmeny, vice byl zkoumén kmen P. aeruginosa ATCC 27853. Byly objeveny dokonce
mutace (Thr252Pro) v editujici doméné LeuRS. Latka se dostala do stadia klinického
testovani pro 1é€bu komplikovanych infekci mocovych cest, nicméné ve druhé fazi
bylo testovani pozastaveno pro rozvijejici se rezistenci. Stejné tak se stalo ve fazi II
pro 1é¢bu komplikovanych intraabdominalnich infekci**. Epetraborol byl dale

zkouméan jako latka aktivni vii¢i M. abscessus®

, coz by mohlo hrat roli pii nelehké
16cbé netuberkul6znich mykobakteridlnich infekci. Tyto infekce jsou provazeny
rezistenci na makrolidy, kterda omezuje moznosti 1é¢by. Epetraborol inhiboval rist
téchto mykobakterii, ale 1 zde byly zaznamenany ptipady rezistence. Je shledavano, ze
je moZné toto obejit kombinac¢ni terapii. Na mySim modelu infekce se ukdzalo, ze pii
davce 300 mg/kg dochazelo k redukci kolonii M. abscessus jako pii plsobeni
klarithromycinu. V rdmci projektu MMV Pandemic Response Box byl testovan in vivo
ucinek na M. abscessus v infekénim modelu u dania pruhovaného a epetraborol byl
(i¢inng&jsi nez tigecyklin®.

Epetraborol podporuje akumulaci alarmond (p)ppGpp (pozorovano na
E. coli)*’, tedy malych nukleotidi — guanosin tetra- a pentafosfaty, které spousti
,prisnou odezvu*, coz vede k redukci riistu bakterii a zastaveni replikace. E. faecium
je organismus necitlivy na benzoxaboroly kvili odlisné struktufe LeuRS. Ddéle se
zjistilo, Ze synergicky efekt epetraborolu s jinymi antibiotiky nefungoval na nékolika
testovanych bakteriich. Vyjimkou byla kombinace s kolistinem, kdy se dokonce
snizovala ¢etnost vzniku mutaci u klinickych izolati K. pneumoniae.

Analogem epetraborolu je 1,2-dioxolanova tricyklickd latka DS86760016

(Obr. 11), ktera ma niz8i riziko vzniku rezistence nez epetraborol*®*. Inhibuje riist
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bakterii Enterobacter, M. abscessus a P. aeruginosa. Latka dosdhla v modelové 1é¢bé
dania pruhovaného infikovaného M. abscessus podobnou aktivitu jako epetraborol
arezistentni mutace se objevovaly jen velmi madalo. Tato latka ma lepsi
farmakokineticky profil, niz§i plazmatickou clearance, delSi plazmaticky polocas
arenalni exkreci s vét§im rozsahem nez epetraborol. Nicméné epetraborol je prave
testovan u netuberkul6znich mykobakteridlnich infekci, obzvlasté na plicni formu

spojenou s Mycobacterium avium-komplexem (NCT05327803).

5.3.2.1.3 Krisaborol (AN2728)

Mast s 2% obsahem krisaborolu (struktura na Obr. 11) je registrovana v USA
jiz od roku 2016 pod nazvem Eucrisa s indikaci na atopickou dermatitidu pro pacienty
starS$i dvou let. Ve dvou 28dennich studiich v ramci III. faze klinickych studii, se
ukdazalo, ze tento 1éCivy pfipravek snizuje zavaznost lehké az stfedné tézké atopické
dermatitidy a sv&déni oproti ¢istému vehikulu®. Dalsi ptiznaky atopické dermatitidy,
jako jsou zcervenani, olupovani a Supinaténi klize, 1éCivo také ovlivnilo. Incidence
bolesti v misté aplikace byla nizka. Dle jiného zdroje’! je incidence nezddouciho
ucinku paleni nebo pichani v misté aplikace 4 %. Vzacné se miiZze objevit i infekce
v misté podani. Usp&snost terapie byla v rozmezi 31 az 47 %. Pokud dojde k absorpci

krisaborolu do krevniho ob&hu, rychle se méni v neaktivni metabolity.

5.3.2.1.4 Akoziborol (N5568, SCYX-7158)

Akoziborol (Obr. 11) byl jiz klinicky testovan ve fazi II/III>?. Konvenéni 1é¢ba
trypanosomiazy zpusobené 7. brucei gambiense vyzaduje systémoveé podani 1éCiv, coz
je prave slozité v rozvojovych zemich. Ve studii byla pouzita jednordzova peroralni
davka 960 mg akoziborolu. Studie probihala se 208 pacienty v Demokratické
republice Kongo a Guineji. Pacienti byli pozorovani 18 mésicli po podani léciva.
U 95,2 % pacientii byl zaznamenan tuspéch 1écby podobny NECT terapii (kombinace
nifurtimoxu a eflornithinu). Akoziborol ma dobrou biologickou dostupnost i ptestup
pies HEB do CNS (mozkomi$ni mok), coZ je zasadni pro 1é¢bu®>. Vétsina pacientl
byla v pozdni fazi nemoci. Ze vSech pacientli mélo 75 % nahlou neptiznivou udalost

souvisejici s 1écbou. Vétsinou se jednalo o mirné potize, ¢asto proceduralni bolesti
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a bolesti hlavy, dédle horecku i maldarii. Z téchto piipadid bylo 14 % souvisejicich
s 1écivem, predevsim horecka (5 %) a astenie (3 %). Plazmaticky polocas latky je
14 dni a velmi pravdépodobné si zachovava antiparaziticky efekt minimaln¢ po dobu
dvou mésict. Jedna se tedy o 1éCivo efektivni bez ohledu na fazi nemoci u dospélych
a adolescenti s dobrou bezpecnosti. Vyhodou je, ze odpadd nutnost lumbélnich
punkci, které jsou nékdy nutné ke kontrole stavu pacienta a jsou provazeny
komplikacemi. Jedna jedina davka je dostatecna pro terapii, a to velmi podporuje
dostupnost terapie. Do roku 2023 probihala dvojit€¢ zaslepend studie bezpecnosti

v Demokratické republice Kongo a v Guineji (NCT05256017).

5.3.2.1.5 Ganfeborol (GSK656)

Ze studii vztahu struktury a uc¢inku (S)-3-aminomethyl-4-halogenderivati
benzoxaborolil vzesla latka s oznacenim GSK3036656 (GSK656, Obr. 11). V poloze
7 se nachéazi 2-hydroxyethoxysubstituce. Tato poloha byla vystavena okolnimu
vodnému prosttedi, tudiz se zde nabizelo zavedeni hydrofilni strukturni modifikace.
Tato slou€enina prokdzala vyraznou inhibici Mtb H37Rv s MIC = 0,08 uM
a mykobakterialni LeuRS I1Cso = 0,20 pM. Zairoven vykazuje selektivitu na
mykobakteridlni enzym (ICso >300 uM na mitochondrialni lidské LeuRS a ICso =
132 pM viidi cytosolické LeuRS)*. V my$im modelu infekce byla latka G¢inna (EDog
= 0,4 mg/kg) a ukazal se také jeji zajimavy farmakokineticky profil, zde byl efekt
porovnavan s linezolidem. Latka GSK656 ma lepsi bezpecnostni profil nez jeji
7-ethoxysubstituovani pfedchtdci, kdy davka 50 mg/kg nebyla u mysi tolerovana.
Diky své struktufe mulze tato latka v zévislosti na prostfedi tvofit iuzavienou
tricyklickou formu (Obr. 8). Latka ma skvélou perordlni biologickou dostupnost
a dosahuje dobrych vysledkli na my$im modelu akutni i chronické Mtb infekce. Se
svou dobrou biodostupnosti, nizkou molekulovou hmotnosti a nizkou hodnotou clogD
se latka GSK656 vyrovna antituberkulotikiim prvni linie jako je INH, pyrazinamid
a ethambutol. Stala se tak kandidatem na 1éCivo proti tuberkuldze a v letech 2017 az
2019 podstupovala klinické hodnoceni bezpecnosti u lidi (NCT03075410).

Latka GSK656 byla rozsahle testovana na velké mnoZstvi kmenit Mtb, kdy
u 102 ze 105 MDR a XDR kmeni byla MIC < 0,5 mg/l, coz pak bylo oznaceno jako

ECOFF hodnota (nejvyssi MIC hodnota u izolatl, u kterych se nejedna o rezistenci).
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U non-MDR-Mtb pak byla vzdy MIC < 0,063 mg/l a u Mtb H37Rv MIC =
0,024 mg/1**. U tfech kmenti se jednalo o nizkouroviiovou rezistenci, nejspis
zpusobenou siln¢jsi bakterialni sténou nezli mutaci LeuRS. Dale byla latka testovana
na 82 izolatech netuberkuldoznich mykobakterii — M. abscessus, M. avium
a M. intracellulare. GSK656 neni ucinna vuci M. avium a M. intracellulare, jeji
LeuRS je mirn¢ odlisna od ostatnich mykobakteridlnich druhti a v okoli aktivniho
mista je nejspiSe odliSnou strukturou zabranéno latce dostat se k aktivnimu mistu
editujici domény.

Béhem prvni faze klinického testovani®® bylo zjisténo, ze latka GSK656 se
metabolizuje v jatrech jen velice mélo, neni substraitem P-glykoproteinu, je to dobie
rozpustna latka se stfedni permeabilitou a absorbuje se velmi rychle. Ve studiich
toxicity byla odhalena mirnd kardiovaskuldarni a hematopoeticka toxicita. Byly
podavany jednorazové davky 5 mg, 15 mg, 25 mg aplacebo. U davky 5 mg se
sledovalo podani nala¢no, ¢i po jidle a ukézalo se, Ze to nema vliv na absorpci. V dalsi
fazi byl sledovan ucinek davky 5 a 15 mg podavané jednou denné opakované po dobu
14 dni v porovnani s placebem. Zavazné nezddouci ucinky se neobjevily, 6 pacientl
z 20 u testovani s jednorazovymi davkami si sté¢Zzovalo na lehké nezadouci jevy —
bolest hlavy ve dvou ptipadech, abdominalni bolest také ve dvou piipadech, zavrat
aprijem po dvou ptipadech. To se pak projevilo vmalé mife i u pacientl
dostavajicich opakované davky, kde se zapojilo celkem 29 subjektd. V plazmé se
nenaSel zadny blizky metabolit latky GSK656, v moci byl pak detekovan oxidovany
a deboronovany metabolit (pouze 10 % materialu bylo identifikovano jako strukturné
blizkého GSK656). Latka byla obecné dobfe tolerovana. Pti opakovani davek dochazi
k akumulaci latky. Davky 10 a 15 mg byly navrzeny jako davky 1é€iva vhodné k 1écbé
TBC. Hodnoty ¢asné baktericidni aktivity (early bactericidal activity (EBAo-14) byly
podobné aktivité pretomanidu. Autofi si slibuji, ze GSK656 umozni zkratit Iécbu TBC.
Latka GSK656 se nyni zkousi ve fazi Ila klinického zkouSeni (ukoncend studie

NCT03557281 a probihajici NCT05382312, stav k roku 2024).
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MICso na M. abcessus (hladky CIP1045367) = 0,7 uM

standard epetraborol: MICsq = 0,3 uM

Obrazek 11: Prehled vybranych derivatit benzoxaborolu s jejich chranénymi nazvy i kédovymi oznacenimi

5.3.2.2 Antifungalni aktivita derivatit benzoxaborolu

Aryl-, heteroaryl- a vinyldihydrobenzoxaboroly projevily antifungdlni
aktivitu®. Prvni viid¢i strukturou byl 1-fenyldihydrobenzoxaborol. Substituce fluorem
v poloze 5 benzoxaborolu pak vedla ke dvou az osminasobnému zvySeni inhibi¢ni
aktivity proti riznym fungalnim kmenim. Pro zvysSeni hydrofility byla zavedena
hydroxyskupina na bor. Byl tak ziskan tavaborol (AN2690, Obr. 12) s vyraznou
inhibi¢ni aktivitou vaci Aspergillus fumigatus a Cryptococcus neoformans, nejvice
vSak aktivni proti 7. rubrum a T. mentagrophytes, coz jsou jedni z nejcastéjSich
plivodcti onychomykdzy*?®, ktera se stala indikaci tavaborolu. Spole¢nost Anacor
Pharmaceuticals zkouma dale latku AN2718 (Obr. 12) substituovanou chlorem
v poloze 5 jako potencidlni 1é¢ivo pro 1é¢bu tinea pedis®’. V rdmci zkouméni vztahi
mezi chemickou strukturou a biologickou aktivitou benzoxaborolu bylo zjisténo, ze
roz$iteni kruhu s borem na Sesti¢lenny kruh vede ke ztraté aktivity a je nutné zachovat
péticlenny kruh®®. Zjisténi mechanismu u¢inku inhibici LeuRS také urychlilo

definovani vztahti mezi strukturou a u¢inkem. Seiradake et al.®

publikoval sérii
benzoxaborold s 6-ethylaminosubstituci s inhibi¢ni aktivitou vic¢i C. albicans. Déale
byly zkoumdny derivaty 4-trifluormethylfenylboronové kyseliny a jejich spojeni
v piperazin-bis(benzoxaboroly) (Obr. 12) se slabsi inhibi¢ni aktivitou vii€i C. albicans,

ale vyraznou inhibici riistu B. cereus™.
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tavaborol
MIC (T. rubrum a AN2718
T. mentagrophytes) MIC (T. rubrum) = 0,5 pg/mL pfiklad piperazin-bis(benzoxaborolu)
=1-8 pg/mL MIC (T. mentagrophytes) = 1 ug/mL MIC (B. cereus) = 7,8 pug/mL
MIC (A. niger) = 31,25 pg/mL
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Obrdazek 12: Vybrané benzoxaboroly s antifungalni aktivitou

5.3.2.3 Antimykobakteridlni aktivita derivatit benzoxaborolu

Lécba rezistentni tuberkuldzy 1é¢ivy druhé linie se stavd nedostatec¢nou a je
tak stale potieba hledat nova antituberkulotika, kterd by méla niz8i neZadouci ucinky
a zkratila dobu terapie (muze dosdhnout az dvou let), coz by méné¢ zatézovalo
zdravotnické systémy®’.

Antifungélné G¢inné derivaty 6-aminobenzoxaborolu byly testovany také na
inhibici ristu Mth H37Rv a byly nalezeny slouceniny vykazujici MIC
v mikromolarnich koncentracich. Podobn¢ jako adukt tRNA s norvalinem miize
(S)-3-aminomethylskupina benzoxaborolu interagovat se stejnymi aminokyselinami
Asp342, Asp345 a Met336 a tim zvySovat inhibici LeuRS z E. coli’*. Tato aktivita
byla potvrzena také na kmeni Mrb Erdman, 7-ethoxysubstituce benzoxaborolu
interagovala s Arg449 a navic stabilizovala adukt koordinacné kovalentni vazbou
s adeninem 76, jesté vyhodnéjsi byla substituce (2-hydroxy)ethylem v poloze 7*°. Déle
se osvédcily substituce chlorem nebo bromem v poloze 4. Latky s 4-halogenovou
substituci a zaroven 7-ethoxysubstituci (Obr. 13) prokézaly v mysSich modelech akutni
1 chronické TBC ucinek srovnatelny s INH. Ve stejné studii byly benzoxaborolové
derivaty testovany na inhibici lidské mitochondrialni LeuRS, nebot’ mitochondrie jsou
pravdépodobné plvodné endosymbiotické bakterie. Benzoxaborolové slouceniny
vSak vykdazaly vysokou selektivitu vici bakteridlnimu enzymu, jejich efekt na
mitochondrialni LeuRS byl niz§i. O mitochondridlni LeuRS je znamo, Ze je vadna pii
editaci tRNA. I pfi tomto vyzkumu se védci setkali s rezistenci bakterii diky SNP
mutaci editujici domény. Domnivaji se, ze piipadnou rezistenci bude mozné piekonat
kombinaéni terapii. Pomoci zjisténych vztahti struktury a ucinku pak byl vyvinut
ganfeborol (GSK656¢!, Obr. 13).

ZvySovani lipofility 7-alkoxyfetézce nepfineslo zvySeni aktivity, naopak
vyhodnou se ukazala byt hydroxylovd skupina na kratkém alkoxyfetézci®®. Byl
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vyvozen zaver, ze idedlni inhibitor LeuRS ma nizkou molekulovou hmotnost, maly
celkovy polarni povrch molekuly a nizkou hodnotu clogD74 blizkou
antituberkulotikiim prvni linie.

Patel et al. publikoval sérii derivati 6-benzyloxybenzoxaborolu (Obr. 13)

62, Zajimavou aktivitu prokazaly také

s aktivitou vuci intracelularnim bakteriim
derivaty 7-fenylbenzoxaborold. Navic se zvazuje, ze by jejich mechanismus ptsobeni
mohl tkvét spise v inhibici NADH dehydrogenasy®. Dale byly zkoumany dimerni
benzoxaborolové sloudeniny aktivni viici Mtbh*. Jednalo se o benzoxaboroly spojené
amidovou vazbou a PEG linkerem. Jejich mechanismus t¢inku spociva ve vazbé na
extracelularni glykany Mtb, tedy bez nutnosti dostat se do intracelularniho prostoru,
coz je vyhodou. Neméla by se na né€ rozvijet rezistence.

Jedna zdalSich cest v boji srezistentni Mth muze vést skrze inhibici
kaseinolytickych proteas P1 a P2. Inspiraci v chlormethylketonech inhibujicich
serinové proteasy a bortezomibu vznikly dipeptidylderivaty boronovych kyselin (Obr.
13) a hledaly se takové, které budou co nejméné ovliviiovat lidsky proteasom, tedy
aby byly selektivni. Pifi  pasobeni na Mrb byly hodnoty MIC
v jednotkach mikromolarnich koncentraci®.

Dal$i moZnosti jsou 1,2-dihydro-1-hydroxy-2-(organosulfonyl)arenol-[d]-
[1,3]-diazoborinové slouceniny. Bylo zjisténo, ze tyto latky plisobi mechanismem
vazby na NAD" za vzniku kovalentni vazby B-O na C2' ribosy kofaktoru, a nasledné
je inhibovana enoyl-reduktasa v ptipad€ E. coli. U Mtb se jednd o podobny enzym,
InhA, coZ je enoyl(acyl-pfenaSeCovy protein) reduktasa, kterd je potfebna pii syntéze
mykolovych kyselin. Latka AN12855 (Obr. 13) s ICso 0,03 pM na InhA ma enzym
inhibovat bez zavislosti na kofaktoru®. Podobné latky pisobily inhibi¢né i na fungalni
organismy®’.

Zajimavou slouceninou je i boromycin (Obr. 13). Tento polyetherovy makrolid
izolovany ze Streptomyces antibioticus vykazuje MICso (Mtb H37Rv) v fadech desitek
nanomoli. Plsobi jako ionofor na bakteridlni sténu a narusi tak gradient drasliku
a usmrti mykobakterii. Cytotoxicita na HepG2 byla velmi nizk4d a mira rezistence
rovnéz®®,

Na M. abscessus pusobila inhibicné latka MRX-6038 (Obr. 13), ktera je

podobna GSK656. Testovana byla na mySich modelech a nebyl zji§tén antagonismus
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s béznymi antibiotiky pouzivanymi k 1écbé netuberkul6znich mykobakteridlnich
infekci. Hodnota MICsp byla 0,063 pg/ml®.

Latka EC/11770 (Obr. 13) vychazi strukturné z (S)-3-aminomethyl-4-
halogenderivati  benzoxaborolu. V poloze 7 je piipojena 2-hydroxy-2-
methylpropyloxysubstituce. S MIC = 0,56 uM vuc¢i Mtb je latka o néco méné aktivni
nez GSK656, ale bylo zjisténo, ze inhibuje rust M. avium 11 (MIC = 4,0 uM)
1 M. abscessus Bamboo, zatimco GSK656 je vuci M. avium jen slab¢ aktivni (MIC =
50 uM)’. Dale byla latka usp&né zkousSena in vivo na mys$im modelu infekce
M. abscessus, kdy davka 10 mg/kg zpusobila stejny efekt jako 250 mg/kg
klarithromycinu, coz ji ¢ini zajimavym kandidatem na lécbu netuberkul6znich

mykobakteridlnich infekci.
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AN11987, pfiklad 7-fenylbenzoxaborolu 6-benzyloxy derivat benzoxaborolu
MICgq (MbH37Rv) = 5 uM (S)-3-(aminomethyl)-4-chlor-7- MIC (MtbH37Rv) = 2,0 0,24 uM
ethoxybenzo[c][1,2]oxaborol-1(3H)-ol
MIC (Mtb Erdman) = 0,127 uM
Standard RIF: MIC (Mtb Erdman) = 0,018 uM
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(organosulfonyl)arenol-[d]-[1,3]-diazoborinu
MIC (MtbH37Rv) = 0,13 pg/ml
Standard RIF: MIC (MtbH37Rv) = <0,06 ug/ml

priklad dipeptidyl derivat boronové kyseliny
MIC (MtbH37Rv) = 0,8 uM

boromycin
MICqgo (Mtb H37Rv) = 0,2 uM
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MRX-6038
MICg (M. abscessus) = 0,125 mg/l EC/11770
Standard GSK656 MICaq (M. abscessus) = 0,125 mg/l MIC (Mtb H37Rv) = 0,56 pM GSKBS6 (ganfeborol, GSK-3036656)

Standard GSK656: MIC (Mtb H37Rv) = 0,08 uM MIC (Mtb H37Rv) = 0,08 uM

Obrazek 13: Vybrané slouceniny boru s antimykobakterialni aktivitou

5.3.2.4 Antiprotozoalni aktivita derivatit benzoxaborolu

Trypanozomiaza neboli spava nemoc je zplisobend prvoky Trypanosoma
brucei gambiense a Trypanosoma brucei rhodiense, které jsou prenaSeny mouchou
tse-tse. Béznymi lé¢ivy jsou pentamidin, suramin, eflornitin a melarsoprol. Jsou drahé

a maji Casté nezadouci ucinky, v pozdnich fazich nemoci nejsou dobfe ucinné a po
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perordlnim podani Spatné dostupné. Trypanozomidza se fadi mezi tzv. opomijené
tropické nemoci®>.

Priméarni screening derivati ukazal, Ze pro antitrypanozomialni aktivitu je
nutné zachovani benzoxaborolového kruhu a arylového substituentu na C6. Jako linker
mezi C6 benzoxaborolového skeletu a arylem se osvédCily sulfonamidové a amidové
vazby. Novymi vid¢imi strukturami byly latky AN3520 a SCYX-6759 (Obr. 14)
s ICso = 0,05 pg/ml vici T. b. brucei. Tyto latky jsou strukturné podobné latkam
testovanym v této diplomové praci svymi arylovymi substituenty substituovanymi
dale fluorem a trifluormethyly. Jsou dobie peroralné dostupné, nejsou substratem P-
glykoproteinu a jsou schopné ptestoupit hematoencefalickou bariéru. Mysi s prvnim
stadiem nemoci vylécily za 4 dny’!.

Na C3 byl zaveden methyl, ktery vyznamné neovlivnil antitrypanozomialni
aktivitu, ale zvysil cytotoxicitu. Naopak dimethylsubstituce vedla k necytotoxickym
latkdm. Takto vznikl akoziborol (SCYX-7158, Obr. 14), opét dobfe ptechazejici ptes
HEB, s vyznamnou inhibi¢ni aktivitou a dobfe peroralné dostupny, proto se dostal do
stadia klinického testovani*>’2. Déle byly nalezeny dalii aktivni slouceniny s cilem

plisobeni na trypanosomialni LeuRS">7,

F CFsy CF F CFs
H OH M OH N oH
N B, N B B\o
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SCYX-6759 AN3520

ICso (T. b. brucei 427) = 0,07 ug/ml ICso (T. b. brucei 427) = 0,04 ug/ml akoziborol (SCYX-7158)
MIC (T. b. brucei 427) = 0,6 pg/ml

ICso (T. b. brucei 427) = 0,292 + 0,019 pg/ml

Obrazek 14: Derivaty benzoxaborolu s antitrypanozomialni aktivitou

Dal$im onemocnénim, jehoz lécba je komplikovéna rezistenci a Spatnou
dostupnosti 1écby, je maldrie. Testovanim série benzoxaborolli na inhibici ristu
Plasmodium falciparum byl nalezen aktivni 7-(2-karboxyethyl)-1,3-dihydro-1-
hydroxy-2,1-benzoxaborol (AN3661, Obr. 15) sICsp = 0,026 pM’’. Pozd&ji se
ukdzalo, Ze jejim cilem plisobeni ma byt, na rozdil od ostatnich cilicich na LeuRS,
enzym CPSF3 (Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor subunit 3), coz je
metalo-fB-laktamasa s dvéma zine¢natymi kationty v aktivnim misté a podili se na
tvoteni pre-mRNA, jejim §tépeni a polyadenylaci’®. Dal§im zajimavym objevem byly

derivaty s 6-aryloxyskupinou, jejichz aktivita se dale zvySovala pfitomnosti slabé
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bazického dusiku v meta-poloze arylu. Zavedenim pyrazinového substituentu (Obr.
15) stoupla aktivita proti kmeni P. falciparum W2 (ICso = 0,0019 uM). Dalsim
zkoumanim bylo zjisténo, ze butyl-ester (Obr. 15, karboxyl v para poloze vici kysliku,
na pyrazinovém jadfe) ma jesté vyrazngjsi aktivitu (ICso = 0,0002 uM)”. U derivati
s karboxamidovym linkerem méla amidova vazba pomoci zvysit aktivitu, podpofit
stabilitu a farmakokineticky profil. Novou viid¢i strukturou s ¢tyiclennym cyklem ve
vedlejSim  fetézci se tak stal 6-{2-[(3-hydroxy-3-methylazetidin-1-
yl)karbonyl]pyrazinyl-5-oxy}-1,3-dihydro-1-hydroxy-7-methyl-2,1-benzoxaborol

(AN13762, Obr. 15) s hodnotou EDgy = 1,9 mg/kg. V mysim modelu infikovaném
P. falciparum se latka chovala se stejnym clearance profilem jako artesunat. Latka
nevykézala mutagenni G¢inky. Rychlost €¢inku pfi hodnoceni miry ubytku parazith
(kolik latka zni¢i parazitl za jeden Zivotni cyklus parazita — téZ PRR) v krvi in vivo se
dokazala vyrovnat chlorochinu ¢i artesunatu. Byla testovana na inhibici jedenacti
rezistentnich kmend P. falciparum a hodnota ICso se zde pohybovala mezi 0,033
a 0,080 uM?°. Neprokazala se zkiiZena rezistence. Latka je aktivni i vii¢i Toxoplasma
gondii a Cryptosporidium parvum®'. Cilem plisobeni se zda byt faktor CPSF3. Latky
ze skupiny 3-aminomethylbenzoxaborolii byly testovany téz. AN6426 a AN8432
(Obr. 15) byly vybrany jako nejucinnéjsi, ale inhibovat plasmodia bylo moZzné pouze

za pfitomnosti exogenné dod4avaného norvalinu®?,

HO._O OH OH
N.__O g N0 B
g s T 'y
OH o \[H:\N]/ \©/\/O v\/o\’(EN
v
B >r o
o I}
derivat benzoxaborolu s pyrazinkarboxylatovym zakladem nl-butyl 5-(1v-hyzd[(oxy-1 ,3I-f!|hydrobenzo[c][1 2Joxaborol-6-
AN3661 ICso (P. falciparum W2) = 19 + 1 nM yloxy)pyrazin-2-karboxylat ) ) v
ICs5o (P. falciparum W2) = 0,026 uM Standard artemisinin: ICgq (P. falciparum W2) = 6 + 3 nM butyl-ester (Penzoxaborolyloxy)pyraZ|nkarboxylove kyseliny
ICsq (P. falciparum W2) = 0,2 + 0,04 nM
Standard artemisinin: ICs (P. falciparum W2) = 6 + 3 nM
/OH
Ny © B J
HOAE\ ‘ ]/ o " on " on
N 7
N” B, B,
o) ° 0
AN13762 Cl TNH, B NH,
ICsp (P. falciparum W2) = 33 nM
ICsq (P. falciparum 3D7) = 43 nM ANG426 ANB8432
ICsq (P. falciparum W2) = 0,31 + 0,18 uM ICs (P. falciparum W2) = 0,49 + 0,29 uM
ICso (P. falciparum 3D7) = 0,19 £ 0,05 uM ICso (P. falciparum 3D7) = 0,28 + 0,01 uM

Obrazek 15: Derivaty benzoxaborolu s antiplasmodialni aktivitou

Leishmani6za, infekéni onemocnéni zpusobené parazitickym prvokem

Leishmania, ma tfi formy dle manifestace ptfiznaki — viscerdlni, kutanni
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a mukokutdnni. Perordlnim Iékem prvni volby je miltefosin (hexadecyl-2-
(trimethylazaniumyl)ethyl-fosfat, Obr. 16), jehoz ucinnost posledni roky klesa, tudiz
je potieba hledat nové u¢inné latky®>. Antimykoticky wcinny tavaborol prokazal
1 inhibici LeuRS z L. donovani s ICso = 0,83 £ 0,2 uM. Dalsim cilem ptsobeni
benzoxaboroli by mohla byt karboanhydrasa, kterou inhibovaly derivaty ureido-
)

a thioureidobenzoxaboroll (Obr. 16)*°. Vyrazné u¢innosti dosahly také karboxamidy

pii topickém podani v mys$im modelu kutanni formy nemoci®.

- NO,

\I-’/ H o HoN B
oo e OO
o o

miltefosin S

thioureido derivat benzoxaborolu AN3057
. K, (ka.rpoanhydrasa z Lg/shmanlfa dongva/7'l chagasi) = 0,91 uyM ~ ECso na N. fowleri (HB-1) = 0,146 + 0,004 uM
index selektivity K| (L. donovani chagasi)/K| (lidska karbpnanhyd.rasa II) =110 standard miltefosin: ECs = 37,790 + 3,386 uM
Standard tavaborol: K, (karboanhydrasa z L. donovani chagasi) = 2,54 uM
Standard acetazolamid: K, (karboanhydrasa z L. donovani chagasi) = 0,09 pM

Obrazek 16: Miltefosin, thioureidoderivat benzoxaborolu s antileishmanialni aktivitou a AN3057 s inhibicni

aktivitou na Naegleria fowleri

Zeniskova et al.® zkoumali efekt latky AN3057 (Obr. 16) na amébu Naegleria
fowleri, pivodce primarni amébové meningoencefalitidy, vzacné nemoci s velkou
smrtnosti. Jedna se o 4-aminomethylfenyloxyderivat benzoxaborolu. Ukazal se byt
vysoce uéinny in vitro oproti standardu miltefosinu. Testovan byl i na infikovanych
mySsich, kde se ukézalo, Ze se bez relapsu vylécilo 28 % mysi.

Kryptosporididoza je infekéni onemocnéni zplsobené prvokem s vysokou
morbiditou v rozvojovych zemich. Toxoplazmoéza je rovnéz infekce zplisobena
prvokem, nebezpecnd je hlavn€ pro novorozence a jeji pohlavni cyklus probiha
v ko¢kach®. I proti ptivodctim t&chto infekci Cryptosporidium parvum a Toxoplasma
gondii byly testovany 3-aminomethylderivaty. Benzoxaboroly AN6426 a AN8432
(Obr. 15 a 17) byly aktivni v ¥adu jednotek pM3®, coz je srovnatelné s i¢inkem
nitazoxanidu — standardem v Iécbé kryptosporididzy. Mechanismus ucinku spociva
opét v inhibici LeuRS. Latka AN13762 (Obr. 17) prokazala ti¢inek i na mysi nakazené
T. gondii (ECso = 2,1 uM) i C. parvum (ECso = 13 + 9 uM)8!. Jako molekularni cil
pusobeni byl v§ak urc¢en faktor CPSF3. U P. falciparum latka piisobi nejspise na vicero

cili. Latka mé ECso u plasmodia v fadech nM, protoze zde dochazi k intracelularni
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aktivaci, kdezto u dvou zminovanych prvok nikoli. Prace se zabyvala i mapovanim

mutaci zptsobujicich rezistenci.

. o)
PH o oH
B, B, N O B
o o HOAE\ ‘ j/ o
N N7
cl —NH, Br TNH, o

AN13762
AN6426 AN8432 ECso (T. gondii) = 2,1 uM
ECso (C. parvum v savéich buikach) = 2,20 + 0,49 uM ECs (C. parvum v savéich buiikach) = 6,86 + 0,88 uM Standard pyrimethamin: ECso (T. gondi) = 245 nM
Standard nitazoxanid: ECso (C. parvum v savéich bufikéch) = 1,9+ 0,6 yM  Standard nitazoxanid: ECsg (C. parvum v savéich burikach) = 1,9 £ 0,6 uM ECso (C. parvum) =13+ 9 M

Obrazek 17: Derivaty benzoxaborolu s inhibicni aktivitou viici T. gondii a C. parvum

5.3.2.5 Anthelmintické ucinky derivatii benzoxaborolu

20 DA

Onchocerkéza zvana fi¢ni slepota je parazitarni infekéni choroba zplsobena
hlistici Onchocerca volvulus ptenaSend mouchami rodu Simulium. Lymfaticka
filaridza, téZ elefantiaza, je zptisobena infekci hlisticemi Wolbachia®. 1 pti 168bé
téchto opomijenych tropickych nemoci by se mohly vyuZivat benzoxaboroly. Jacobs
et al.}” se zabyvali zdvojenymi molekulami — borpleuromutiliny spojené etherovou
nebo esterovou vazbou. Pleuromutilin je antibiotikum cilici na inhibici proteosyntézy
na jednotce 50S ribosomi. Videéi struktura se 7-fluor-6-oxybenzoxaborolovym
fragmentem (latka AN11251, Obr. 18) prokdzala vyznamnou aktivitou vici hlisticim
Wolbachia s dobrym farmakokinetickym profilem. Po peroralnim podani mySim byl
redukovan pocet parazitii v téle. Latka by mohla byt G¢inna i na fi¢ni slepotu. Podle
dalsi studie®® z roku 2023 zamétené na preklinické testovani se jedna o perspektivniho
kandidata s u¢inkem na hlistice Wolbachia a grampozitivni bakterie. Byly zkoumany
jeho farmakokinetické a farmakodynamické charakteristiky na krysim modelu.
Hodnota MIC proti Wolbachia se pohybovala mezi 0,79 a 7,9 pg/ml. Davka pro
¢lovéka byla stanovena na 1,7 mg dvakrat denn€ nebo 14,7 mg jednou denné. Je to
latka s vysokou lipofilitou, dobrou biodostupnosti, s nizkou mirou vazby na jaterni
proteiny a vysokou mirou vazby na plazmatické proteiny. Clearance byla hodnocena
jako mirna az dobra. Byla méfena 1 MIC vici Mtb H37Rv, jejiz hodnota byla 0,952
pg/ml.
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AN11251
ECs (W. bancrofti C6/36 buné¢na linie) = 15 nM
R o
B

(o}
(0] T
HO, o ECso (W. be?r.wrofti LDW1 bunééne:l linie) = 1,5 nM .
Y ’ Standard pleuromutilin: ECgq (W. bancrofti LDW1 buné&éna linie) =
I " @ 6868 nM a pro C6/36 ECsy > 1000 nM
2
HO

MIC (Mtb H37Rv) = 0,952 pg/mL
Standard RIF: MIC (Mtb H37Rv) = 0,031 pg/mL

Obrazek 18: AN11251 a zjisténé aktivity

5.3.2.6 Vliv derivatit benzoxaborolu na atopickou dermatitidu

Atopickd dermatitida je zanétlivé onemocnéni kiize a je jednim z projevi
atopie. Klasickymi IéCivy jsou lokaln¢ podavané kortikosteroidy, antihistaminika
a inhibitory kalcineurinu. Podptirné se aplikuji promasStovaci ptipravky. Stale jsou
fosfodiesterasy 4 (PDE4). Inhibici PDE4 se v bunice hromadi cAMP, nedochazi
k produkci NF-kB a tim se tlumi zanétliva reakce®. Dalsi indikaci vhodnych inhibitorti
je 1écba psoridzy.

Série 5-fenoxybenzoxaborolll ukézala inhibi¢ni aktivitu na hladinu cytokint
TNF-a a IFN-y. Mechanismus ucinku ¢aste¢né spociva v inhibici PDE4. Latky spise
inhibovaly PDE-4, ovSem derivaty s 4-kyanofenoxy- (ICso = 0,49 uM),
4-morfolinylkarbonyl- a 4-trifluormethylfenoxysubstituci vyznamné sniZovaly
1uvolnéni cytokinli z perifernich krevnich mononuklearnich buné¢k, které jsou
stimulovany fytohemaglutininem a lipopolysacharidy. Tyto tfi latky inhibovaly PDE4
vice neZ rolipram. Pfesunem 4-kyanoskupiny z polohy para do jinych poloh byla
aktivita zeslabena. 5-Fenoxyskupina se ukazala jako nezbytna pro inhibici PDE4
a inhibici uvoliovani cytokind. Skupiny odtahujici elektrony na tomto jadie pak
ucinek zesilovaly. Dale byly stanoveny hodnoty ICso u uvoliiovani IL-2, IL-5 a IL-10.
4-Kyanofenoxyderivat inhiboval také enzymy PDE1A3, PDE3Cat a PDE7AL1. Latka
pak byla zkousena na modelu edému ucha u mysi indukovaném forbol-esterem a byly
s dexamethasonem”. Dnes je 4-kyanofenoxyderivat (AN2728) znam jak krisaborol
(Obr. 19) a je registrovan FDA pro 1é¢bu atopické dermatitidy od roku 2016°'.
Benzoxaboroly se vaZzou u PDE4 do katalytické domény na bi-metalicky komplex
zinku a hof¢iku. Krisaborol ma vyrazny Gc¢inek na inhibici uvoliiovani IL-4, dalsi

benzoxaboroly ovliviuji i uvoliiovani IL-13, IL-17, IL-22 a IL-23%2.
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Pomoci designu 1éCiv zaloZeném na znalosti 3D struktury biologického cile
(structure-based drug design) byla navrzena a nasledné pfipravena latka 5-{[6-
(trifluormethyl)chinolin-2-ylJoxy} benzo[c][1,2]-1(3H)-o0l (Obr. 19). Orthokondenzaci
dalSiho aromatického jadra maji byt podpoteny interakce s enzymem PDE4 pies tzv.
adeninovou kapsu. Latka inhibovala PDE4 s ICso = 0,42 nM, takZe je u¢innéjsi nez
krisaborol (ICso = 57,20 nM). Latka nezpiisobovala fototoxicitu a byla uc¢inngjsi
u mys$iho modelu usniho edému indukovaného forbol-esterem i atopické dermatitidy

u mysi indukované kalcipotriolem®*.

N OH e OH
AN B 3 S B\
0 N~ "O
krisaborol (AN2728, Eucrisa®) 5-{[6-(trifluormethyl)chinolin-2-ylJoxy}benzol[c][1,2]-1(3H)-ol
ICso (PDE4) = 0,49 pM IC5o (PDE4B) = 0,42 nM
Standard rolipram: IC5, (PDE4) = 0,86 pM Standard krisaborol: IC5, (PDE4B) = 57,20 nM

Obrazek 19: Derivaty benzoxaborolu inhibujici PDE4, potencialni léciva atopické dermatitidy
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pouzité chemikalie, pristrojové vybaveni a identifika¢ni

a analytické metody

Syntéza sloucenin probéhla v laboratofich Katedry farmaceutické chemie
a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. Pouzité latky pro
ptipravu sloucenin pochazely od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) ¢i firmy
Fluorochem (Hadfield, Derbyshire, Spojené¢ kralovstvi) a byly pouzity v dodané
jakosti:

6-aminobenzo[c][1,2]oxaborol-1(3H)-ol hydrochlorid

1,1'-karbonyldiimidazol (CDI)

3-methylpyrazin-2-karboxylova kyselina

pikolinova kyselina

5-(trifluormethyl)pyridin-2-karboxylova kyselina

3.,4-dihydro-3-oxo-2-chinoxalinkarboxylova kyselina

1,3-thiazol-4-karboxylova kyselina

2-aminothiazol-4-karboxylovéa kyselina

isochinolin-1-karboxylova kyselina

4-chlorbenzoova kyselina

chinolin-2-karboxylova kyselina

6-(trifluormethyl)nikotinova kyselina

5-hydroxypyrazin-2-karboxylova kyselina

6-hydroxynikotinova kyselina

5-hydroxynikotinova kyselina

kurkumin

Kontrola pribéhu reakci byla provddéna pomoci tenkovrstvé chromatografie
(TLC) na deskdch TLC Merck Silica 60 Fzs4 vyrobce Merck (Darmstadt, SRN)
s detekci pod UV lampou pii vinové délce 254 nm a 366 nm. Zakladni mobilni fazi
byla smés chloroformu a methanolu 20:1 (v/v), v nékterych piipadech byl zvySen

obsah methanolu. Pro dikaz sloucenin boru na TLC deskach poslouzil roztok
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kurkuminu (250 mg) v 250 ml roztoku ethanolu a 1M HCI v poméru 99:1 (v/v)
a nasledn¢ byl vypalen horkovzdusnou pistoli.

Ve zminénych ptipadech byly latky izolovany flash chromatografii za pouziti
flash chromatografu puriFlash XS420Plus (Interchim, Montlugon, Francie). Detekce
probihala méfenim absorbance pti vlnovych délkach 254 a 280 nm za soucasné
kontroly UV skenem v rozmezi 200-800 nm.

Pted identifikaci byly vzorky suseny v exsikatoru nad oxidem fosforecnym za
snizeného tlaku 1,33 kPa po dobu jednoho ¢i dvou dni.

Meéteni NMR spekter bylo provedeno na pfistroji Jeol INM-ECZ600R (Jeol Ltd.,
Tokyo, Japan) pii frekvenci 600 MHz pro 'H-NMR spektra, pii frekvenci 151 MHz
pro 3C-NMR spektra a pii frekvenci 160 MHz pro 'B-NMR spektra pfi laboratorni
teploté. Spektra byla méfena v deuterovaném DMSO-ds. Chemické posuny (9) jsou
uvedeny v jednotkach ppm, vztazené k referencnimu signélu tetramethylsilanu (TMS)
pies zbytkové signaly rozpoustédla (2,49 ppm v 'H-NMR spektrech a 39,7 ppm v 1*C-
NMR spektrech). V zapisu dat se pak objevuji signaly pro pyridinovy vodik (PyH),
pyrazinovy vodik (PzH), thiazolovy vodik (TzH), aromaticky vodik (ArH), laktamovy
vodik (LmH), pyridinovy uhlik (PyC), singlet (s), broad singlet (bs, Siroky singlet),
dublet (d), dublet dubletu (dd) a multiplet (m).

Infracervend spektra byla méfena pomoci spektrofotometru NICOLET 6700 FT-
IR (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) za pouziti ATR-Ge metody.

Elementérni analyza slou€enin byla zméfena pomoci analyzatoru MICRO cube
Element Analyzer (Elementar Analysensysteme, Hanau, SRN).

Cistota zkoumanych latek byla stanovena za uziti kapalinového chromatografu
Agilent Technologies 1200 SL (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Pfistroj
sestaval z vakuového mikroodplyiiovace, 1200 SL binarni pumpy, 1200 SL plus
autosampler, TCC infinity 1290 sloupcového termostatu a 1200 SL detektoru
diodového pole. K méteni byla pouzita kolona ZOBRAX XDB C-18 250 x 4.6 mm,
5 pm (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Jako mobilni faze byla zvolena
smés vody a acetonitrilu v poméru 7:3 (v/v), rychlost pritoku byla 0,6 ml/min a teplota
systému byla 25 °C. Tento chromatograficky systém by ovladan softwarem Agilent

ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), verze B.04.02 rozsifeny
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o spektralni modul. Metoda procentudlniho obsahu pii vlnové délce 250 nm byla
pouzita tam, kde se potvrdila vice nez 95% Cistota.

Hmotnostni spektra, at’ jiz v pozitivné€ nabitém ¢i negativné nabitém maddu, byla
zmgétena na piistroji Expression® Compact Mass Spectrometer (Advion, Ithaca, NY,
USA) sjednoduchym kvadrupolovym detektorem za pomoci chemické ionizace
(APCI-MS). Vzorky byly nandseny v pevném stavu a méfeny za atmosférického tlaku
metodou ASAP.

Teploty tani latek byly zmétfeny v kapilarach pomoci pfistroje Stuart SMP20
a SMP30 (Bibby Scientific Ltd., Stone, UK) a nejsou zkorigovany.

Program ChemDraw Professional, verze 20.1.1.125 (PerkinElmer Informatics,
Inc., Waltham, MA, USA) byl pouzit k vytvofeni strukturnich vzorcii, generovani
sumarnich vzorct a k vypoctiim molekulové hmotnosti a teoretického parametru latek

ClogP.

6.2 Obecné schéma syntézy 6-(acylamino)benzo|c][1,2]oxaborol-
1(3H)-olu

Pro pfipravu vSech sloucenin byla pouZita dvoukrokova syntéza, kdy méla
vzniknout amidové vazba mezi 6-aminobenzo|[c][1,2]oxaborol-1(3H)-olem (dale jako
aminobenzoxaborol) a aromatickou kyselinou, kterd nese zbytek dusikatého

heterocyklu nebo substituovaného benzenu (Obr. 20).

1.CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h

2. in situ ,OH ,1az 3 dny

0 HoN B,
X 0 i
R” “OH 1 ekv. R N B,
1 ekv. [e) \CL/O

Obrazek 20: Obecné reakcni schéma pripravy derivatii benzoxaborolu

Y
=

Karboxylova skupina je aktivovana 1,1'-karbonyldiimidazolem (CDI). Takto
aktivovana slouc¢enina ve form¢ N-acylimidazolu dobfe reaguje za laboratorni teploty
s aminoskupinami. CDI se na karboxylovou funkci navazuje mechanismem
nukleofilni substituce, coz se vysvétluje kaskadou krokti dvéma cestami (Obr. 21). Jde

o reakci (tedy vcetné druhého kroku — navdzani aminoskupiny), jeZ byva v literatuie
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oznadovana jako Staabova reakce®. Aktivace karbonylu byla provedena v nasich
podminkach vroztoku vychozi kyseliny a CDI v DMSO. Pii reakci dochézi
k uvolnovani oxidu uhli¢itého, coz se projevi tvorbou bublin v roztoku, pficemz se
tohoto jevu da vyuzit jako indikdtoru ukonceni reakce. Vychozi kyselina je tedy

ptfipravena k reakci s aminobenzoxaborolem. Stava se tak pomérné brzy, proces je

relativné rychly.
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Obrazek 21: Mechanismus aktivace karboxylové funkce béhem Staabovy reakce

Reakce N-acylimidazolu s aminobenzoxaborolem je podstatou druhého kroku
syntézy. Aminoskupina v poloze 6 na benzoxaborolu vystupuje jako nukleofil

a disledkem je uvolnéni imidazolu za vzniku kyzené amidové vazby (Obr. 22).
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Obrazek 22: Reakce aktivované karboxylové funkce s nukleofilem

6.3 Postup pripravy derivati benzoxaborolu

0
J cebi(1.1ekv)

I T,
, DMSO, 1-3dny R._N B
R™OH ————>= [R N/\§ g 0
2 mmol DMSO, 1h SN 0

V 50ml baiice byla smichéna aromaticka kyselina (2 mmol) a CDI (356,74 mg;

2,2 mmol), smés byla zevné mirn€ zahtata horkovzdusnou pistoli nastavenou na 70 °C
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a nasledné byl pfidan DMSO (2—4 ml dle rozpustnosti ptislusné kyseliny). Reakce byla
michéana na elektromagnetické michacce za laboratorni teploty po dobu 1 h. Poté bylo
pfidano ekvimoldrni mnozstvi aminobenzoxaborol-hydrochloridu (370,84 mg;
2 mmol) rozpusténého v DMSO (5-17 ml podle rozpustnosti). Reakce byla michéna
za laboratorni teploty po dobu 1-3 dni a jeji prubéh byl monitorovan pomoci TLC.
Reakce byla ukoncena precipitaci produktu ptidanim 10 ml 1M vodného roztoku HCI.
V piipadé, Ze acylovd Cast amidu obsahovala bazické centrum (aminoskupina,
pyridinovy dusik) probéhla precipitace Setrnéji nejprve priddnim 30 ml destilované
vody a michanim po dobu 10 min. Posléze byly pfidany po kapkach asi 3 ml 1M
vodného roztoku HCI do slabé kyselé reakce a suspenze byla michana dalSich 10 min.
Srazenina byla odsata a promyta vodou do neutralni pH reakce. Vzorek byl podroben
prvotni kontrole cistoty pomoci TLC a dikazové reakci boru s kurkuminovym
roztokem na TLC za vzniku ¢erveného zbarveni. V ptipad¢ pfitomnosti necistot na
TLC, byla smés cisténa flash chromatografii. Timto postupem byly pfipraveny
nasledujici produkty: PS-BZX-7, PS-BZX-8.1, PS-BZX-12 az PS-BZX-14, PS-BZX-
17 az PS-BZX-21.

6.4 Nové pripravené latky
6.4.1 N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-yl)-4-
chlorbenzamid (PS-BZX-17)

Pro ptipravu byla pouzita 4-chlorbenzoova kyselina (313,14 mg; 2 mmol).

1 CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h
4.5 dne

Sumérnl’ vzorec: C14H41BCINO3
\@r\/ Presna hmota: 287,05
\©1/ M,: 287,51

CLogP: 2,5206

Cislo CAS: 1222508-98-6

Vzhled: bézova pevna latka

Reakéni vytézek: 531,9 mg (92 %)

R¢= 0,7 (mobilni faze: CHClz + CH3OH 20:1 (v/v))
Teplota tani: 225,5-228,1 °C
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IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3298 (v O-H), 1638 (5, C=0), 1536 (6 CONH), 1366
(v B-0), 982 (v C-O ether)
TH NMR: (600 MHz, DMSO-ds) 6 10,34 (s, IH, CONH); 9,22 (s, 1H, OH); 8,16 (d, J
= 2,0 Hz, 1H, ArH); 8,02-7,97 (m, 2H, ArH); 7,75 (dd, J = 8,1; 2,0 Hz, 1H, ArH);
7,62-7,57 (m, 2H, ArH); 7,38 (d, /= 8,1 Hz, 1H, ArH); 4;96 (s, 2H, CH»)
I3C NMR: (151 MHz, DMSO-ds) 6 164,95; 149,93; 138,27, 136,88; 134,23; 131,43;
130,17; 128,99; 124,26; 123,04; 122,00; 70,28
B NMR: (160 MHz, DMSO-ds) 6 35,07
Elementarni analyza:

Vypocitana: C 58,49 %; H 3,86 %; N 4,87 %

Nameéiena: C 58,43 %; H 3,64 %; N 4,85 %
MS: [M + H]" =287,9

6.4.2 N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-yl)pikolinamid
(PS-BZX-8.1)

K ptiprave byla pouzita pikolinova kyselina (246,22 mg; 2 mmol).

1 CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h
2 dny

Sumarni vzorec: C43H11BN,03
Presna hmota: 254,09
_N \@; M,: 254,05

CLogP: 1,203

Vzhled: Zluta pevna latka

Reakéni vytézek: 407,6 mg (80 %)

R = 0,8 (mobilni faze: CHCI3 + CH30H 10:1 (v/v))

Teplota tani: 183,7-186,1 °C

IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3311 (v O-H), 1677 (5, C=0), 1540 (0 CONH), 1366
(v B-0), 980 (v C-O ether)

TH NMR: (600 MHz, DMSO-ds) 6 10,64 (s, IH, CONH); 9,23 (s, 1H, OH); 8,73 (m,
1H, PyH); 8,30 (d, J=2,0 Hz, 1H, ArH); 8,16 (m, 1H, PyH); 8,06 (m, 1H, PyH); 7,85
(dd, J=8.,2; 2,0 Hz, 1H, ArH); 7,67 (m, 1H, PyH); 7,42-7,35 (m, 1H, ArH); 4,97 (s,
2H, CH>)
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13C NMR: (151 MHz, DMSO-ds) 6 163,00; 150,54; 150,03; 148,98; 138,66; 137,68;
131,50; 127,41; 124,16; 122,90; 122,68; 122,08; 70,29
B NMR: (160 MHz, DMSO-ds) 6 31,61
Elementarni analyza:
Vypocitana: C 61,46 %; H 4,36 %; N 11,03 %
Name¢tena: C 61,19 %; H 3,99 %; N 10,99 %
MS: [M + H]" =255,0

6.4.3 N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-yl)-5-
(trifluormethyl)pikolinamid (PS-BZX-12)

K piipravé byla pouzita 5-(trifluormethyl)pyridin-2-karboxylova kyselina
(382,22 mg; 2 mmol).

1. CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h
1 den

2 OH F
F / F -
F. H2N B, _ Sumarni vzorec: Cy4H1gBF3N,05
FY] X o) F NoH OH Pfesna hmota: 322,07
A __oH X N B, M;: 322,05
N 5 0 CLogP: 2,191
o

Vzhled: svétle zlutd pevna latka

Reakeni vytézek: 530,8 mg (82 %)

R¢r=0,8 (mobilni faze: CHCI; + CH30H 20:1 (v/v))

Teplota tani: 188,1-188,9 °C

IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3343 (v O-H), 1682 (5, C=0), 1531 (6 CONH), 1366
(v B-0), 978 (v C-O ether)

TH NMR: (600 MHz, DMSO-ds) 6 10,79 (s, IH, CONH); 9,24 (s, 1H, OH); 9,10 (m,
1H, PyH); 8,50-8,45 (m, 1H, PyH); 8,34 (m, 1H, PyH); 8,30 (d, /=2,0 Hz, 1H, ArH);
7,86 (dd, J = 8,2; 2,0 Hz, 1H, ArH); 7,40 (dd, J = 8,2; 0,8 Hz, 1H, ArH); 4,97 (s, 2H,
CH>)

13C NMR: (151 MHz, DMSO-ds) 6 161,95; 154,13; 150,38; 145,83; 137,42; 136,31;
131,52; 127,92 (q, J = 32,5 Hz, 1C, PyC); 124,37; 123,92 (q, J = 273,8 Hz, 1C, CF3),
123,30; 122,98; 122,11, 70,29

1B NMR: (160 MHz, DMSO-ds) 6 30,36

HPLC distota: 95,1 %
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MS: [M + H]" = 323,1; [M - H] = 321,0

6.4.4 N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-yl)-6-
(trifluormethyl)nikotinamid (PS-BZX-19)

K ptipravé byla pouzita 6-(trifluormethyl)nikotinova kyselina (382,22 mg;

2 mmol).

1 CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h
3 dny

\CL/ /CE\/O Sumarni vzorec: C44HoBF3N,03
Presna hmota: 322,07
M,: 322,05
E CLogP: 1,841

Vzhled: svétle Zluta pevna latka

Reakéni vytézek: 560,7 mg (87 %)

Rf=0,3 (mobilni faze: CHCI; + CH30H 20:1 (v/v))

Teplota tani: 227,3-229,4 °C

IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3298 (v CONH), 1649 (5, C=0), 1524 (6 CONH),
1372 (v B-0), 985 (v C-O ether)

'TH NMR: (600 MHz, DMSO-ds) J 10,67 (s, 1H, CONH); 9,26 (s, 1H, OH); 9,25 (d,
J=2,1 Hz, 1H, PyH); 8,57 (dd, J = 8,1; 2,1 Hz, 1H, PyH); 8,17 (d, J = 2,0 Hz, 1H,
ArH); 8,09 (dd, J=8,1; 0,9 Hz, 1H, PyH); 7,78 (dd, J = 8,2; 2,0 Hz, 1H, ArH); 7,43—
7,39 (m, 1H, ArH); 4,98 (s, 2H, CH»)

13C NMR: (151 MHz, DMSO-ds) J 163,38; 150,35; 149,85; 148,67 (q, J = 34,1 Hz,
1C, PyC); 138,40; 137,88; 134,38; 131,57; 124,13; 122,98; 122,16, 121,95 (q, J =
273,9 Hz, 1C, CF3); 121,14; 70,29

1B NMR: (160 MHz, DMSO-ds) 6 32,24

HPLC cistota: 95,0 %

MS: [M +H]"=323,1

6.4.5 6-hydroxy-N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-
ylnikotinamid (PS-BZX-21)
K ptipravé byla pouzita 6-hydroxynikotinova kyselina (278,22 mg; 2 mmol).
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1 CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h
H 3 dny

O
Sumarni vzorec: C13H11 BN204
Pfesna hmota: 270,08
\Cl/ M,: 270,05

CLogP: 1,192

Vzhled: svétle zlutd pevna latka
Reakéni vytézek: 150,0 mg (28 %)
Rr= 0,9 (mobilni faze: CHCIl3 + CH30H 5:1 (v/v) + 3 kapky CH;COOH)
Teplota tani: 304,8-306,9 °C (za rozkladu)
IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3457 (v O-H), 3131 (v C-H arom.), 2918 (v CH>),
2868 (NH, laktam), 1662 (6, C=0), 1556 (6 CONH), 1394 (v B-O), 1001 (v C-O ether)
TH NMR: (600 MHz, DMSO-ds) 6 12,07 (bs, 1H, OH); 10,00 (s, IH, CONH); 9,20
(s, 1H, OH); 8,19 (d, J = 2,7 Hz, 1H, PyH); 8,07 (d, J = 2,0 Hz, 1H, ArH); 7,97 (dd,
J=9,6; 2,7 Hz, 1H, PyH); 7,69 (dd, J = 8,2; 2,0 Hz, 1H, ArH); 7,35 (d, J = 8,2 Hz,
1H, ArH); 6,40 (d, J=9,6 Hz, 1H, PyH); 4,95 (s, 2H, CH>)
13C NMR: (151 MHz, DMSO-ds) 6 163,10; 162,90; 149,60; 139,90; 138,52; 138,34;
131,37; 124,09; 122,85; 121,95; 119,69; 113,37; 70,25
1B NMR: (160 MHz, DMSO-ds) 6 33,55
Elementarni analyza:

Vypocitana: C 57,82 %; H 4,11 %; N 10,37 %

Nameéiena: C 57,39 %; H 4,35 %; N 9,95 %
MS: [M + H]" =270,9

6.4.6 5-hydroxy-N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-
yl)pyrazin-2-karboxamid (PS-BZX-20)

K ptipravé byla pouzita 5-hydroxypyrazin-2-karboxylova kyselina (280,2 mg;

2 mmol).

1. CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h
3 dny

2. OH
%N HzN BI\ HO%N Sumarni vzorec: C1oH1gBN3O,
NWOH \CE/O b H B,OH Pfesna hmota: 271,08
I \/H( \@L/\O M,: 271,04
o CLogP: 1,052

HO

Vzhled: svétle hnéda pevna latka
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Reakéni vytézek: 503,5 mg (93 %)
R¢= 0,6 (mobilni faze: CHCIl3 + CH30H 5:1 (v/v))
Teplota tani: 338,3—340,1 °C (za rozkladu)
IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3357 (v O-H), 2796 (NH, laktam), 1677 (6, C=0),
1659 (CO, CONH), 1529 (6 CONH), 1367 (v B-0), 968 (v C-O ether)
'TH NMR: (600 MHz, DMSO-ds) 6 12,84 (bs, 1H, OH); 10,15 (s, 1H, CONH); 9,18
(bs, 1H, OH); 8,20 (d, J = 3,7 Hz, 1H, ArH); 8,09 (m, 1H, PzH); 8,05-8,01 (m, 1H,
PzH); 7,80-7,74 (m, 1H, ArH); 7,37-7,32 (m, 1H, ArH); 4,96-4,93 (m, 2H, CH>)
I3C NMR: (151 MHz, DMSO-ds) 6 161,68; 156,80; 149,82; 146,83; 137,77, 131,26;
127,04; 124,21, 122,76; 121,96; 70,26
1B NMR: (160 MHz, DMSO-ds) 6 32,73
Elementarni analyza:

Vypocitana: C 53,18 %; H 3,72 %; N 15,50 %

Nameéfena: C 52,74 %; H 3,45 %; N 15,10 %
MS: [M +H]"=271,8

6.4.7 N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-yl)-3-
methylpyrazin-2-karboxamid (PS-BZX-7)

Pro ptipravu byla pouzita kyselina 3-methylpyrazin-2-karboxylova kyselina

(276,24 mg; 2 mmol).

1.CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h
1-3 dny

Sumarni vzorec: C43H,BN303

2. pH
0 H2N B, o
N 0 N 0 Pfesna hmota: 269,10
[ D [ T N B M,: 269,07
Z A H OH
N N

CLogP: 0,57948

Vzhled: svétle zlutd pevna latka

Reakeni vytézek: 388,0 mg (72 %)

R¢= 0,7 (mobilni faze: CHCIz + CH30H 90:10 (v/v))

Teplota tani: 262,9-264,0 °C

IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3344 (v O-H), 3068 (v C-H arom.), 1683 (J, C=0),
1525 (6 CONH), 1373 (v B-0), 978 (v C-O ether).
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TH NMR: (600 MHz, DMSO-ds) 6 10,66 (s, IH, CONH); 9,24 (bs, 1H, OH); 8,72 (d,
J=2,5 Hz, 1H, PzH); 8,60 (dd, J = 2,5; 0,8 Hz, 1H, PzH); 8,26 (d, J = 2,0 Hz, 1H,
ArH); 7,76 (dd, J = 8,2; 2,0 Hz, 1H, ArH); 7,39 (dd, J = 8,2; 0,9 Hz, 1H, ArH); 4,96
(s, 2H, CH>); 2,76 (d, J= 0,6 Hz, 3H, CH3)
I3C NMR: (151 MHz, DMSO-ds) 6 164,39; 153,49; 150,10; 146,18; 146,12; 141,33;
137,87; 131,54, 123,83; 122,47; 122,15, 70,27; 22,93
1B NMR: (160 MHz, DMSO-ds) 6 32,51
Elementarni analyza:

Vypocitana: C 58,03 %; H 4,5 %; N 15,62 %

Nameérena: C 57,58 %; H 4,22 %; N 15,18 %
MS: [M + H]" =270,0

6.4.8 N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-yl)thiazol-4-
karboxamid (PS-BZX-14)

K ptipravé byla pouzita 1,3-thiazol-4-karboxylova kyselina (258,28 mg;

2 mmol).
1.CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h
2. IOH 2 dny
/=N HzN B, S/:N H OH Sumarni vzorec: C11HgBN,03S
S\Q\H/OH o) \7\\[(N B, Pesna hmota: 260,04
\Cl/\/o M,: 260,07
o) o)

CLogP: 1,060
Vzhled: svétle zlutd pevnd latka

Reakéni vytézek: 448,2 mg (86 %)

Rf= 0,4 (mobilni faze: CHCl; + CH30H 17:3 (v/v))

Teplota tani: 225,7-227,9 °C

IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3373 (v O-H), 3019 (v C-H arom.), 2918 a 2868 (v
CH2), 1664 (6, C=0), 1538 (6 CONH), 1361 (v B-0), 977 (v C-O ether)

'"H NMR: (600 MHz, DMSO-de) ¢ 10,33 (s, 1H, CONH); 9,26 (d, J = 2,1 Hz, 1H,
ArH); 9,22 (bs, 1H, OH); 8,49 (d,/= 1,8 Hz, 1H, TzH); 8,22 (d, /= 1,8 Hz, 1H, TzH);
7,80 (dd, J=8,2; 2,1 Hz, 1H, ArH); 7,37 (d, J = 8,2 Hz, 1H, ArH); 4,96 (s, 2H, CH>)
13C NMR: (151 MHz, DMSO-ds) 6 159,67; 155,58; 151,33; 149,99; 137,78; 131,42;
125,93; 124,35; 122,96; 122,00; 70,28
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1B NMR: (160 MHz, DMSO-ds) J 33,03
Elementarni analyza:
Vypocitana: C 50,80 %; H 3,49 %; N 10,77 %; S 12,33 %
Naméfena: C 50,45 %; H 3,47 %; N 10,62 %; S 12,48 %
MS: [M + H]" =260,9; [M - H]" = 259,0

6.4.9 N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-yl)chinolin-2-
karboxamid (PS-BZX-18)

K ptiprave byla pouzita chinolin-2-karboxylova kyselina (346,34 mg; 2 mmol).

1.CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h

o 2. ,OH 4 dny o
N HoN B, N /@E\/O Sumarni vzorec: C47H43BN,03
[ oH \CE/O ©/;J)LN B Pfesna hmota: 304,10
= S H OH M,: 304,11

CLogP: 2,587
Vzhled: svétle zluta pevna latka
Reakéni vytézek: 539,8 mg (87 %)
R¢= 0,7 (mobilni faze: CHCIz + CH30H 20:1 (v/v))
Teplota tani: 201,0-203,1 °C
IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3355 (v O-H), 3319 (v CONH), 1675 (J, C=0), 1528
(0 CONH), 1361 (v B-0), 976 (v C-O ether)
TH NMR: (600 MHz, DMSO-ds) 6 10,76 (s, IH, CONH); 9,26 (bs, 1H, OH); 8,62 (dd,
J=28,6; 0,8 Hz, 1H, ArH); 8,34 (d, J = 2,0 Hz, 1H, ArH); 8,25 (d, J = 8,5 Hz, 2H,
ArH); 8,11 (dd, J = 8,2; 1,4 Hz, 1H, ArH); 7,95-7,88 (m, 2H, ArH); 7,75 (ddd, J =
8,1; 6,8; 1,2 Hz, 1H, ArH); 7,43 (dd, J=8,1; 0,8 Hz, 1H, ArH); 4,99 (s, 2H, CH>)
13C NMR: (151 MHz, DMSO-ds) 6 163,21; 150,69; 150,10; 146,45; 138,74; 137,65;
131,60; 131,21; 129,89; 129,47; 128,88; 128,68; 124,08; 122,69; 122,17; 119,30;
70,33
1B NMR: (160 MHz, DMSO-ds) 6 32,53
Elementarni analyza:

Vypocitana: C 67,14 %; H 4,31 %; N 9,21 %

Nameétend: C 66,88 %; H 4,04 %; N 9,18 %
MS: [M + H]" =305,0
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6.4.10 N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo|c][1,2]oxaborol-6-yl)-3-0x0-3,4-
dihydrochinoxalin-2-karboxamid (PS-BZX-13)

K piipravé byla pouzita 3,4-dihydro-3-oxo-2-chinoxalinkarboxylova kyselina
(380,32 mg; 2 mmol).

1 CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h
2 dny

OH
OH Sumarni vzorec: C1gH12BN304
2{ \CL/ X{ g Pfesna hmota: 321,09
M,: 321,10
\CL/ CLogP: 0,981

Vzhled: syté zluta pevna latka
Reakéni vytézek: 454,2 mg (71 %)
Rf=0,2 (mobilni faze: CHCI; + CH30H 17:3 (v/v))
Teplota tani: 348,9-350,2 °C (za rozkladu)
IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3328 (v O-H), 1706 (5, C=0), 1550 (6 CONH), 1369
(v B-0), 973 (v C-O ether)
TH NMR: (600 MHz, DMSO-ds) 6 12,92 (s, 1H, LmH); 11,10 (s, 1H, CONH); 9,28
(s, 1H, OH); 8,12 (d, J=2,1 Hz, 1H, ArH), 7,92-7,87 (m, 1H, ArH); 7,75 (dd, J=8,2;
2,1 Hz, 1H, ArH); 7,68-7,62 (m, 1H, ArH); 7,44-7,37 (m, 3H, ArH); 4,97 (s, 2H, CH>)
13C NMR: (151 MHz, DMSO-ds) 6 162,06; 154,43; 152,31; 150,11; 137,75; 133,05;
132,52; 131,77; 129,86; 124,58; 123,08; 122,44; 121,90; 116,24; 70,29
1B NMR: (160 MHz, DMSO-ds) 6 31,28
Elementarni analyza:

Vypocitana: C 59,85 %; H 3,77 %; N 13,09 %

Naméiena: C 59,38 %; H 3,68 %; N 12,73 %
MS: [M +H]" =322,0

6.5 NeuspésSné syntetizované latky

Nasledujici slouceniny se nepodafilo pfipravit v pozadované Cistoté

a v adekvatnim mnozstvi, 1 za pouziti modifikovanych postupi.
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6.5.1 2-amino-N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-
yl)thiazol-4-karboxamid (PS-BZX-15)

1..CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h
2. 17 h (pro PS-BZX-15.2 3 dny)

/
s H2N B, ’< OH Sumarni vzorec: C11H;gBN303S
’< \ O HoON—N Pfesna hmota: 275,05
HANTY OH M;: 275,09
(6]

CLogP: 0,7992

Pouzité postupy:

Pro syntézu byl pouzit vySe uvedeny postup. K ptfipravé byla pouzita
2-aminothiazol-4-karboxylova kyselina (navazka 288,3 mg; 2 mmol). Po 17 h od
nasazeni reakce bylo na TLC chromatogramu (CHCI3 + CH30H 2:1 (v/v)) patrnych
vice skvrn, avSak jedna byla vyrazngj$i, proto byla reakce ukoncena precipitaci
pfidanim 30 ml destilované vody, po 10 min bylo pfidano 5 ml 1M HCI, dokud nebylo
dosazeno slab¢ kyselé reakce. Po dalSich 10 min michéani byl produkt zfiltrovan. Na
TLC chromatogramu precipitatu byly patrné dvé skvrny, proto byla smés podrobena
separaci flash chromatografii za pouziti originilni kolony PF-30SIHP-JP-F0025
(Interchim, Montlucon, Francie) naplnéné 25 g silikagelu o velikosti ¢astic 30 pm
a isokratické eluce s mobilni fazi hexan + ethyl-acetdt + methanol 40:55:5 (v/v/v).
Bylo ziskéno 132,9 mg bézovée zluté pevné latky (Rr= 0,4). NMR analyza odhalila, ze
latka neni Cista.

Vzhledem k tomu, Ze pfi prvni syntéze nebyla pii zpracovani presné¢ dodrzena
oblast pH selhdnim lidského faktoru, byla syntéza provedena podruhé stejnym
zpisobem, avsak byla striktnéji dodrzena oblast pH (pH bylo zhruba u hodnoty 5) pfti
promyvani roztokem HCI areakéni smés nebyla podrobena déleni flash
chromatografii. NMR spektrum precipitatu ukazalo necistoty, proto byl produkt
rekrystalizovan z DMSO pfi teploté 110 °C. Po ochlazeni roztoku byl precipitat odsén,
a promyt destilovanou vodou. Pfi TLC analyze precipitatu byla patrna nerozliSena
skvrna s chvostem i po zvySeni poméru CH30OH a NMR analyza opét prokazala

pfitomnosti necistot v produktu.
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6.5.2 N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo|c][1,2]oxaborol-6-yl)isochinolin-
1-karboxamid (PS-BZX-16)

1 CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h

5 dni
I Sumarni vzorec: C17H43BN,03
Pfesna hmota: 304,10
M;: 304,11

CLogP: 2,377

Pro syntézu byl pouzit vySe uvedeny postup. Pro ptipravu byla pouzita
isochinolin-1-karboxylova kyselina (346,34 mg; 2 mmol). Po 5 dnech od nasazeni
reakce byly na TLC chromatogramu (CHCI3; + CH30H 20:1 (v/v)) sice mirn¢ patrné
vychozi latky, ale precipitace byla presto provedena ptfidanim 10 ml 1M vodného
roztoku HCI. Filtraci a promytim bylo izolovano 395,2 mg zluté pevné latky. Na TLC
chromatogramu produktu bylo patrné minoritni znec€iSténi, avS§ak NMR analyza
potvrdila vyznamnou pfitomnost necistot. Nésledoval pokus o precisténi flash
chromatografii za pouziti vétsi kolony PF-30SIHP-JP-FO080 (Interchim, Montlugon,
Francie) s 80 g silikagelu o velikosti ¢astic 30 um a isokratické eluce s mobilni fazi
hexan + ethyl-acetat + methanol 48:50:2 (v/v/v). Bylo ziskano 227,6 mg Zluté pevné
latky s Rr = 0,7 (CHCl3 + CH30H 20:1 (v/v)). Naslednda NMR analyza ukazala, Ze

latka neni ¢ista ¢i mohlo dojit k jejimu rozkladu.

6.5.3 5-hydroxy-N-(1-hydroxy-1,3-dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-
ylnikotinamid (PS-BZX-22)

1 CDI (1,1 ekv.), DMSO, 1 h
4 dny

pH Sumarni vzorec: C3H11BN,O,
B PFfesna hmota: 270,08
M,: 270,05

CLogP: 1,192

Pro syntézu byl pouiit V}'/ée uvedeny postup s delsi reak¢ni dobou 4 dny, protoie

vvvvvv

reakci. Pro monitorovani reakce pomoci TLC byla pouzita mobilni faze sloZena
z CHCIz + CH30H 10:1 (v/v) s 3 kapkami kyseliny octové. Latka byla precipitovana

Setrnéji nejprve pridanim 30 ml destilované vody a nasledné 2,5 ml 1M roztoku HCI.
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Filtraci bylo ziskdno 406,0 mg zelenozluté pevné latky a NMR analyza prokéazala

ptimési v produktu ¢i jeho postupny rozklad.

6.6 In silico studie

6.6.1 Molekulovy docking

Ptipravené latky byly podrobeny dockingové studii v programu MOE (Molecular
Operating Environment) v.2022.02 (Chemical Computing Group Inc., Montreal, QC,
Kanada) s pouzitim silového pole AmberlO:EHT. Jako cil byly pouzity
krystalografické struktury editujici domény LeuRS z databaze Protein Data Bank:
mykobakterialni protein PDB ID: SAGR a lidsky protein PDB ID: 2WFD.

Ve struktufe proteinu SAGR (rozliseni 1,30 A, R-value free 0,197, R-value work
0,169, Ramachandran outliers 0 %) byl ponechan ligand a molekuly vody v blizkosti
aktivniho mista, zbylé molekuly vody a ostatni artefakty byly odstranény. Pomoci
funkce Quickprep byl protein strukturné opraven a energeticky minimalizovan.

Struktura 2WFD (rozliseni 3,25 A, hodnota R-value free 0,240, hodnota R-value
work 0,202 a Ramachandran outliers 0,4 %) byla dimerem. Po odstranéni fetézce B,
byly odstranény také molekuly vody a artefaktii, poté byl protein upraven pomoci
funkce Quickprep. V sekvenénim editoru MOE byla za tucelem piekryvu
mykobakteridlniho a lidského enzymu vybrana funkce ,structure only align®,
nasledovand funkci ,,superpose*.

Pro molekulovy docking byla pfipravena databaze ligandi — adukti zkoumanych
latek s AMP zastupujici terminalni adenosin tRNA. Z diivodu vzniku chirélniho centra
pii konjugaci AMP s benzoxaboroly, byly ptfipraveny v ChemDraw 20.0 (PerkinElmer
Informatics, Waltham, MA, USA) oba enantiomery a vloZzeny do databaze. Molekuly
byly upraveny funkci ,,wash®, protonizovany do preferovaného stavu pti pH = 7, byly
vypocteny jejich parcidlni naboje a byly energeticky minimalizovany.

Nasledoval re-docking ptivodniho ligandu do vazebného mista SAGR metodou
templatového dockingu podle AMP s defaultnim nastavenim metodou ,,induced fit*,
aby byla zachovana ¢ast molekuly v nejpravdépodobnéj$im misté vazani.

Dal8im krokem byl templatovy docking databize aduktii zkoumanych latek se
stejnym nastavenim do struktury SAGR. Lidsky enzym byl inaktivovan a jako templat
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byla opét vybrana ¢ast molekuly, kterd predstavovala AMP. Skore p6z urcila funkce
GBVI/WSA dG. Pocet poéz byl nastaven na ,placement” 5 a ,refinement 2.
Generované pozy latek byly sefazeny dle vzrastajiciho skoére S a dle nich

1 vyhodnoceny s ptihlédnutim na hodnoty RMSD.

6.6.2 Predikce drug-like vlastnosti pfipravenych sloucenin

Na slouceniny bylo aplikovano pét pravidel posuzujicich Sanci latky stat se
lé¢ivem. K hodnoceni byl pouzit online dostupny software SwissADME?® (Swiss
Institute of Bioinformatics, Lausanne, Svycarsko). Prvnim pravidlem je Lipinského
pravidlo péti zaméfené na biologickou dostupnost latek po perordlnim podani
s parametry molarni hmotnost do 500 g.mol!, vypogitany rozd&lovaci koeficient logP
nepiesahujici hodnotu 5, pfitomnost maximdlné¢ 5 donorit vodikové vazby
a maximalné 10 akceptorti vodikové vazby. Idedlni 1éCivo by nemélo porusit zadné
z téchto pravidel, existuje vSak fada vyjimek, naptiklad biologickd lé¢iva. Dal§im
pravidlem je Ghoseovo pravidlo, které fik4, ze molekula mé vlastnosti idedlniho
lé¢iva, pokud je jeji molekulovd hmotnost v rozmezi 160 a 480 g.mol™, logP dle
Wildmana je v rozmezi -0,4 a 5,6, molarni refraktivita latky ma hodnotu mezi
40 a 130 m®>.mol™! a sestavd z20 az 70 atomi. Dale bylo posuzovdno Veberovo
pravidlo, kdy idedlni 1é¢ivo ma maximalng 10 otaivych vazeb a topologicky polarni
povrch molekuly mensi nez 140 A2 Eganovo pravidlo pro potencialni 1é¢ivo se
zaklad4a na hodnoté logP neptesahujici 5,88 a celkovy polarni povrch molekuly je
maximdlng 131,6 A% Patym posuzovanym pravidlem bylo Mueggeho pravidlo
fikajici, Ze molarni hmotnost je mezi 200 a 600 g.mol™!, logP dle programu XLOGP
v rozmezi hodnot -2 az 5, celkovy polarni povrch molekuly je mens$i nebo roven
150 A2, pocet cykll ve struktufe je mensi &i roven 7, podet uhlikil je vétsi neZ Styfi,
pocet heteroatomil je vétsi nez jeden, pocet otacivych vazeb je max. 15, struktura nema
obsahovat vice nez 10 akceptortii a ne vice nez 5 donorii vodikové vazby.

Vzdy se jednd o teorii a odhadnuti pravdépodobnosti, Ze se dana chemicka entita
bude chovat jako vétSina 1é¢ivych latek a ma néjaky potencidl stat se takovou latkou,

kdyby ptekonala v§echny klinické faze testovani l1é¢iv.
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6.7 Stanoveni biologickych aktivit pFipravenych latek in vitro

6.7.1 Antimykobakterialni aktivita

Ptipravené latky byly podrobeny screeningu na péti druzich mykobakterii,
pficemz testovani zahrnovalo rtizné kmeny Mycobacterium tuberculosis. Testy
zajistila Katedra biologickych a lékaiskych véd Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy pod vedenim PharmDr. Ondieje Jand’ourka, Ph.D. Stanoveni aktivit na
klinickych izolatech a virulentnim kmeni Mycobacterium tuberculosis H37Rv
probéhlo na Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové pod
vedenim MUDr. Pavly Paterové, Ph.D.

Antimykobakteridlni aktivita syntetizovanych latek byla stanovena jako
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC v pg/ml a nasledné piepocitany na uM) dilu¢ni
metodou v mikrotitraCnich destickach za pouziti alamarové modii (ThermoFisher
Scientific, USA). Podstatou této metody je redukce modrého resazurinu na
fluorescentni razovy resorufin zZivymi organismy. Usmrcenim organismu je tato
redukce znemoZnéna. Jedna z nejaktivnéjSich sloucenin, PS-BZX-8.1, byla zkouSena

1 na klinickych izolatech Mtb.

6.7.1.1 Stanoveni antimykobakterialni aktivity viici M. tuberculosis H37Ra,

M. smegmatis, M. aurum, M. avium a M. kansasii

Pro testovani byly pouzity nasledujici kmeny: Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
H37Ra ITM-M006710 (ATCC 9431) zakoupeny ze sbirky Belgian Co-ordinated
Collections of Microorganisms (Antverpy, Belgie), atypické mykobakterie
Mycobacterium avium DSM 44156 (ATCC 25291) a Mycobacterium kansasii DSM
44162 (ATCC 12478), obé z némecké sbirky German Collection of Microorganisms
and Cell Cultures (Braunschweig, SRN), dale mykolicibakterie Mycolicibacterium
aurum DSM 43999 (ATCC 23366) a rychle rostouci Mycolicibacterium smegmatis
DSM 43465 (ATCC 607), rovnéZz z némecké sbirky. Stanoveni MIC probihalo
v 96jamkovych mikrotitracnich destickach v kultivacni médiu Middlebrook 7H9
bujonu (Merck, Darmstadt, SRN) obohaceném o ristovy doplnék Middlebrook OADC
(Himedia, Bombaj, Indie) a o glycerol (Merck, Darmstadt, Némecko).

Mikroorganismy byly kultivovany na obohaceném agaru Middlebrook 7H9 a suspenze
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bakterii byly pfipraveny v obohaceném bujonu Middlebrook 7H9, jejich hustota byla
upravena na 1,0 dle McFarlandovy stupnice. Poté byly nafedény bujonem v poméru
1:10 pro vétSinu kment, pro rychle rostouci kmeny v poméru 1:20.

Testované latky rozpusténé v DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) byly
pfidany k bujonu Middlebrook 7H9 za vytvoteni roztoku o koncentraci 2000 pg/ml.
Pro porovnani byly MIC stanoveny i u tii antituberkulotik prvni i druhé linie —
isoniazidu (INH), rifampicinu (RIF) a ciprofloxacinu (CIP) (Merck). Pomoci
dvojkového fedéni a pfidanim suspenze mykobakterii byly pfipraveny vysledné
koncentrace latek 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,81 a 3,91 pg/ml. Vysledna
koncentrace DMSO 2,5 % (v/v) neovliviiovala riist mykobakterii. Jako negativni
kontrola poslouzil roztok bujéonu a DMSO, jako pozitivni smés bujonu, DMSO
a bakterii.

Desticky s napipetovanymi smé&smi byly inkubovany ve tmé pii 37 °C bez
michéni, v pfipadé pomalu rostoucich kment byly desticky pevné zakryty
polyesterovym adhezivnim filmem. Po 48 hodinach inkubace kment M. smegmatis
byl ptidan 0,01% roztok sodné soli resazurinu, stejné tak bylo provedeno po 72 h
u M. aurum, po 96 hodinach u M. avium a M. kansasii a po 120 hodinach inkubace
u Mtbh H37Ra. Poté nésledovala dalsi inkubace pro probéhnuti redukce resazurinu.
U kmene M. smegmatis doba €inila 2,5 hodiny, u M. aurum 4 hodiny, u M. avium
1 M. kansasii 5-6 hodin a 18 hodin u Mtb H37Ra. MIC bylo stanoveno dle prob¢&hlé
zmény zbarveni, kdy fluorescentni rtizova indikovala jiz neplsobici koncentraci ¢i
neaktivni latku, zatimco modra v posledni jamce v fadé nejniZsi G€innou koncentraci

latky. Kazdy experiment byl proveden dvakrat.

6.7.1.2 Stanoveni antimykobakterialni aktivity viici M. tuberculosis H37Rv a multi-

rezistentnim kmenum M. tuberculosis

Ke screeningu byl pouzit virulentni kmen Mth H37Rv CNCTC My 331/88 (ATCC
27294) z Ceské narodni sbirky typovych kultur, Statni zdravotni ustav (Praha, Ceska
republika). MDR kmeny Mtb nesouci oznaéeni IZAK a MATI byly ziskany z Ustavu
klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Pro kultivaci téchto

kment bylo pouZito bujonu Middlebrook 7H9 o pH 6,6 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
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MO, USA) obohaceného o 10% rustovy doplnék OADC (Himedia, Bombaj, Indie)
a 0 0,4% glycerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Testované latky byly rozpustény v DMSO a smichany s bujonem (25 pl roztoku
DMSO s 2,475 ml bujonu) a tyto roztoky byly umistény do jamek mikrotitrani
desticky (100 pl). Suspenze kmenli mykobakterii byla pfipravena v isotonickém
roztoku NaCl a jeji hustota byla upravena na hodnotu 5,0 az 1,0 podle McFarlandovy
stupnice. Tyto suspenze byly nafedény na pomér 1:10 a po 100 pl se jimi inokulovaly
jamky mikrotitracni desticky. Vysledné koncentrace roztokl testovanych sloucenin
v jamkach byly 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13 a 1,56 pg/ml. Pozitivni kontrola, kde
kolonie viditelné rostly, sestavala z bujonu, mykobakterialni suspenze a DMSO. Jako
standard poslouzil INH. Po péti dnech inkubace bylo pfidano 30 pl roztoku alamarové
modii (0,02% vodny roztok sodné soli resazurinu a 10% Tweenu 80 v poméru 1:1).
Hodnoceni vysledk probéhlo po 24 hodinach inkubace. MIC byla stanovena
(v ng/ml) jako koncentrace zabranujici prechodu modrého zbarveni na rizové. Kazdy
experiment byl proveden dvakrat.

Citlivost klinickych izolatd Mtb (Tab. 1) s oznacenim IZAK z bronchialniho
aspiratu 63letého pacienta muzského pohlavi z roku 2020 a MATI ze sputa 23letého
muze z roku 2021 byla po izolaci stanovena podle kritérii Clinical and Laboratory

Standards Institute.

Tabulka 1: Citlivost pouzitych klinickych izolatit Mtb viici vybranym antituberkulotikiim

klinicky izolat 1é¢ivo koncentrace (uM) citlivost

1IZAK streptomycin 6,88 rezistentni
INH 29,17 rezistentni
RIF >9,72 rezistentni
ethambutol 2,45 citlivy
pyrazinamid >129,96 rezistentni

MATI streptomycin >27,51 rezistentni
INH >58,33 rezistentni
RIF >9,72 rezistentni
ethambutol 2,45 citlivy
pyrazinamid >1039,70 rezistentni
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6.7.2 Stanoveni antibakteridlni a antifungalni aktivity in vitro

Tyto testy byly provedeny na Katedie biologickych a Iékarskych véd
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy pod vedenim RNDr. Klary Konec¢né, Ph.D.

6.7.2.1 Stanoveni antibakterialni aktivity

Pro screening antibakterialni aktivity latek byla pouzita mirn¢ upravena
mikrodiluéni bujénovd metoda podle Evropského vyboru pro testovani
antimikrobidlni citlivosti (EUCAST)*. Latky byly zkouseny na osmi klinicky
vyznamnych kmenech bakterii (Ctyfi gramnegativni a Ctyfi grampozitivni). Tyto
organismy byly potizeny z Ceské sbirky mikroorganismii (CCM, Brno, Ceska
republika) nebo némecké sbirky German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (DSM, Braunschweig, SRN). Jednalo se o bakterie Staphylococcus aureus
subsp. aureus CCM 4223 (ATCC 29213), methicilin-rezistentni Staphylococcus
aureus subsp. aureus (MRSA) CCM 4750 (ATCC 43300), Staphylococcus
epidermidis CCM 4418 (ATCC 12228), Enterococcus faecalis CCM 4224 (ATCC
29212), Escherichia coli CCM 3954 (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae CCM
4415 (ATCC 10031), Acinetobacter baumannii DSM 30007 (ATCC 19606)
a Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 (ATCC 27853).

Jako kultivaéni médium poslouzil Mueller-Hintonové bujon (CAMHB, M-H 2
Broth, Merck, Darmstadt, SRN) a kultivace probihala pti 35 £ 2 °C. Testované
sloueniny byly rozpusténé v DMSO (Merck), findlni koncentrace DMSO
nepiesdhla 1 % (v/v) v kultivaénim médiu a neovliviiovala riist bakterii. Negativni
rustova kontrola obsahovala smés kultivaéniho média a DMSO, pozitivni ristova
kontrola navic testované¢ mikroby. Aktivita antimikrobidlnich latek byla vyjadiena
jako MIC v uM, a byla hodnocena po 24 a 48 hodinéach statick¢ inkubace ve tmé
a zvlh¢ené atmosféte pti 35 £ 2 °C. Alamarova modf (AlamarBlueTM Cell Viability
reagent, ThermoFisher Scientific, USA) byla opét pouzita jako vizudlni indikator
metabolické aktivity zivych bunék. Jako porovnavaci standardy, pro hodnoceni vnitini
kvality této metody, byly pouZity gentamicin a ciprofloxacin (Merck, Tab. 2).
Spektrofotometrickd detekce MIC byla vyhodnocena pomoci desti¢kového
spektrofotometru pifi 530 nm (SynergyTM HTX, BioTek Instruments, Inc., USA).
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Tabulka 2: Vysledky kontroly vnitini kvality metody u screeningu antibakterialni aktivity

standard ciprofloxacin (uM) gentamicin (uM)
MIC MIC
MIC (hodnoceno MIC (hodnoceno
bakterialni kmen (spektrofotometricka (spektrofotometricka
vizualng) vizualng)
detekce, 530 nm) detekce, 530 nm)

S. aureus spp. aureus CCM 4223 0,773 0,386-0,773 2,094 1,047
S. aureus spp. aureus MRSA, CCM 4750 0,386 0,386 >16,751 >16,751
S. epidermidis, CCM 4418 0,773 0,386 0,131 0,131
E. faecalis, CCM 4224 3,090 3,090 >16,751 >16,751
E. coli, CCM 3954 0,024 0,024 2,094 >2,094
K. pneumoniae, CCM 4415 0,193 0,386 1,047 1,047
A. baumannii, DSM 30007 1,545 1,545 16,751 16,751
P. aeruginosa, CCM 3955 1,545 0,773 1,047 1,047

6.7.2.2 Stanoveni antifungdlni aktivity

Pro screening antifungalni aktivity byla pouzita mirné upravena mikrodilu¢ni
bujonova metoda dle Evropského vyboru pro testovani antimikrobidlni citlivosti
(EUCAST)?"-%8, Pro testovani byly vybrany klinicky vyznamné mikroorganismy, &tyii
kmeny kvasinek a &tyfi kmeny plisni z Ceské sbirky mikroorganismii (CCM, Brno,
Ceska republika) nebo z americké sbirky The American Type Collection Cultures
(ATCC, Manassas, VA, USA). Jednalo se o kmeny Candida albicans CCM 8320
(ATCC 24433), Candida krusei CCM 8271 (ATCC 6258), Candida parapsilosis CCM
8260 (ATCC 22019), Candida tropicalis CCM 8264 (ATCC 750), Aspergillus
fumigatus ATCC 204305, Aspergillus flavus CCM 8363, Lichtheimia corymbifera
CCM 8077 a Trichophyton interdigitale CCM 8377 (ATCC 9533).

Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO a nafedény dvojkovym fedénim
kultiva¢nim médiem RPMI 1640, glutaminem a 2% roztokem glukosy pufrovaném na
pH = 7,0 pomoci 3-morfolinopropan-1-sulfonové kyseliny. Kone¢na koncentrace
DMSO v testovacim médiu neptesahovala 1 % (v/v). Staticka inkubace probihala ve
tm¢e a ve zvlh¢ené atmosféie pti teploté 35 £ 2 °C po dobu 24 a 48 h, u Trichophyton
interdigitale po dobu 72 a 120 hodin. Negativni kontrola se sklddala ze smési
kultiva¢niho média a DMSO, kdezto pozitivni kontrola rlistu obsahovala navic
mikroorganismy. MIC byla stanovena vizualn€ pomoci indikatoru alamarovd modf
(ThermoFisher Scientific, USA). Amfotericin B (Merck) a vorikonazol (Toronto
Research Chemicals, CA) poslouzily jako vnitini standardy. Aktivity standardii (Tab.
1é¢iva poskytujici inhibici ristu organismu z 50 % vici kontrole bez 1é¢iva) a 1Coo
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A

z 90 % vuci kontrole bez 1é€iva) pii 530 nm (SynergyTM HTX, BioTek Instruments,
Inc., USA). MIC standardt a testovanych latek byly stanoveny vizualné.

Tabulka 3: Vysledky kontroly vnitini kvality metody u screeningu antifungalni aktivity

standard amfotericin B (uM) vorikonazol (uM)
kvasinkovg/plisiovy kmen ICoo (spektrofotometricka MIC (hodnoceno ICso (spektrofotometricka MIC (hodnoceno
detekce, 530 nm) vizualng) detekce, 530 nm) vizualng)
C. albicans, CCM 8320 1,082 1,082 0,086 >45,806
C. krusei, CCM 8271 1,082 1,082 0,716 >45,806
C. parapsilosis, CCM 8260 0,541 0,541 0,086 >45,806
C. tropicalis, CCM 8321 1,082 1,082 0,179 >45,806
A. fumigatus, ATCC 204305 4,329 4,329 0,716 2,863
A. flavus, CCM 8363 4,329 4,329 5,726 >45,806
L. corymbifera, CCM 8077 1,082 1,082 >45,806 >45,806
T. interdigitale, CCM 8377 1,082 1,082 2,863 >45,806

6.7.3 Screening cytotoxicity

Testovani cytotoxicity provedl na Katedfe biofyziky a fyzikdlni chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy Mgr. Pavel Barta, Ph.D. Perspektivni latky
byly testovany na hepatotoxicitu proti bunécné linii HepG2 lidského hepatocelularniho
karcinomu zakoupeného z britské sbirky Health Protection Agency Collections
(ECACC, Salisbury, Spojené¢ kralovstvi). Kultivace probéhla v médiu DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium—high glucose) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), doplnéném o 1% roztok L-glutaminu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
10% fetalni bovinni sérum (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko) a roztok
neesencidlnich aminokyselin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) v podminkéach
zvlh¢ené atmostéry obsahujici 5 % CO» pii teplote 37 °C. Jako kontrola pfi screeningu
slouzily bunky HepG2 bez ptidané testované latky.

Bunky byly ockovany do 96-jamkové mikrotitracni desti¢ky v hustoté 10 000
bunck na jamku 24 h pied testovanim. Dalsi den byly buiiky vystaveny jednotlivym
testovanym latkdm rozpuSténym v DMSO. Latky byly nafedény na koncentrace 1-
1000 uM podle jejich rozpustnosti. Soucasné byly pfipraveny kontroly pfedstavujici
100% zivotnost bun¢k, 0% zivotnost (bunky osetfené 10% roztokem DMSO), kontrola
bez bunék a kontrola obsahujici pouze vehikula. VSechny experimenty byly provedeny

v triplikatech. Po 24 hodinéach inkubace pti 37 °C v humidni atmosféie s 5 % CO; bylo
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pfidano ¢inidlo ze soupravy CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay (CellTiter 96, PROMEGA, Fitchburg, WI, USA). Po dvou hodinach inkubace
pii 37 °C byla métfena absorbance vzorkl pfi vinové délce 490 nm (TECAN, Infinita
M200, Grodig, Rakousko). Pomoci programu GraphPad Prism 9 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA) byl ze semilogaritmického grafu zéavislosti absorbance na
procentu absorbance (log (koncentrace) vs. model normalizované odezvy, metoda

nejmensich ¢tvercll) vypocten nelinearni regresi standardni toxikologicky parametr

1Cso.
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Zhodnoceni syntetickych postupii

V ramci experimentalni ¢asti bylo uspésné syntetizovano deset latek (struktury
v Tab. 4), dalsi tii se nepodafilo ptipravit. Jednalo se o pevné latky se zlutavou barvou.
Snadnéjsi detekci produkti na TLC pomohla aplikace ethanolického roztoku
kurkuminu, ktery s borem tvofi pfi zvySené teploté cervené zbarveny komplex. Latka
PS-BZX-13 (oxo-chinoxalinovy substituent) vykazovala schopnost snadného nabiti
statickou elektfinou, coz zna¢né znesnadiiovalo manipulaci s ni. Vytézky reakci se
pohybovaly v rozmezi 28-92 %. Median vytézkl je 84 %, tedy castéji se jednalo
0 vyssi vytéznost reakce.

Vlastnosti vychoziho aminobenzoxaborol-hydrochloridu ovliviiovala vzdusna
vlhkost. V prib¢hu vypracovéavani této prace byla pouZzita dvé baleni riznych Sarzi
hydrochloridu a hygroskopicky vazana vlhkost u déle otevien¢ho baleni zvySovala
potiebny objem DMSO na rozpusténi az dvakrat. Zamérem bylo pfipravit latku v co
nejmensim nutném mnoZzstvi DMSO tak, aby byla usnadnéna precipitace vodnym
roztokem HCI. Dal§im diivodem niz$iho vytézku mohlo byt proplachovani produktu
destilovanou vodou, kdy se mohla ¢ast precipitatu rozpustit.

Nejrizikovéj$im krokem syntézy byla tepelna aktivace (hetero)aryl kyseliny
s CDI pomoci horkovzdusné pistole, kdy nebyla zcela pfesné hlidana teplota v baiice.
Pokud byla aplikovana vyssi teplota, mohly vychozi latky zacit tat. Zde byla potieba
opatrnost a v n¢kterych ptipadech k mirnému tani doslo, coZz mohlo ovlivnit vytéznost
reakce. Na podobném principu jako CDI by mohl fungovat i1 dicyklohexylkarbodiimid
pouZivany v syntéze peptidi.

Pti porovnani vlivu rznych okolnosti reakce na vytézek reakce jako charakter
vychozi kyseliny, celkovy objem pouzit¢tho DMSO nebo nataveni smési kyseliny
a CDI pfti tepelné aktivaci, nebyla pozorovana zadna zavislost. Niz§i vytézek je mozné
korelovat pouze s faktem, Ze nebyl pozorovan tnik plynu CO; pfi aktivaénim kroku
u latek PS-BZX-21 a PS-BZX-15. Co vsak bylo pficinou tohoto jevu, je tézké urcit.
Optimalizace syntetického postupu ale nebyla cilem této prace. Teoreticky by bylo

mozné pouzit k syntéze acylchlorid nebo pouzit jiné zptsoby aktivace.
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Tabulka 4: Porovnani vytezkii, celkového mnozstvi pouzitého DMSO, dob trvani reakce a struktur latek

H OH

objem pouzitého doba poznamka - odchylky od
Oznaéeni latky B R B wtezek B DMSO celkem [mI] [l reakce [Bstandardniho postupu
PS-BZX-17 m/©)\ 92% 8 4,5 dne delsi doba reakce
N\
!
PS-BZX-8.1 Z 80% 7,5 2.dny
N\
‘ F
PS-BZX-12 FsC 82% 18 1den
o
PS-BZX-19 Foc” N 87% 7,5 3dny
vychozi kyselina se
rozpousti v DMSO hufe nez
@A ostatni, nebyl indikovan
HOMN vznik bublinek CO, v
PS-BZX-21 28% 10 3 dny aktivacnim kroku
N.
feg
PS-BZX-20 HO™ N 93% 8 3dny
N\
€
N7 CH,
PS-BZX-7 72% 20 1den
N
g/]/\ ano, aktivaéni smés mirné
PS-BZX-14 86% 16 2 dny natavena
N\
‘ &
PS-BZX-18 87% 10 4 dny del3i doba reakce
L
PS-BZX-13 N o 71% 17 2dny
o nebyl indikovédn vznik
HzN\gﬁ bublinek CO, v aktivatnim
PS-BZX-15 nelspésné 12 17h kroku, reakce 17 h
”2"‘%”/ 4 reakce 3 dny, rekrystalizace
PS-BZX-15.2 N nedspésné 9 3dny pro izolaci
©£“
PS-BZX-16 Z  nelspésné 10 5 dni delsi doba reakce
B
=
PS-BZX-22 HO nelspésné 12 4 dny del3i doba reakce

Flash chromatografie jako Cistici metoda se neosvédcila. Je moZné se domnivat,
ze silikagel zptisobuje dalsi rozklad latky. Rekrystalizace jako izola¢ni metoda nebyla
pouzitelna, latky se v teple rozlozily jesté ve vétsim rozsahu, coz bylo patrné ze zmény
barvy produktu.

Latky byly charakterizovany teplotou tani, 'H-, '3C- a '"B-NMR spektry a IC
spektry. Cistota byla ovéfena u nefluorovanych latek elementarni analyzou

a u fluorovanych latek HPLC analyzou.
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7.2 Zhodnoceni vysledki in silico studie

7.2.1 Vysledky templatového dockingu

Vysledky templatového dockingu s nastavenym modem ,induced fit“ do
editujici domény mykobakterialniho enzymu (PDB ID: 5SAGR) by mohly pomoci
s interpretaci vztahu struktury a ucinku. Pouzity ptistup je zalozen na piedpokladu, ze
latky ptisobi OBORT mechanismem!. Databize ptipravena k dokovani zahrnovala
vSechny enantiomery (chiralni bor) aduktl syntetizovanych latek s AMP. Enantiomer
vznikéd konjugaci s AMP v cytosolu 1 extracelularné. Jako mykobakterialni cil latek
byla vybrana krystalografickd struktura editujici domény LeuRS (PDB ID: 5SAGR)
pochazejici z organismu Mthb H37Rv. Domény enzymi 5AGR a lidského
analogického enzymu 2WFD byly ptekryty tak, aby se jejich vazebna mista shodovala
a bylo mozné porovnavat rozdilny zplisob vazani latek, ¢i ptipadnou selektivitu mezi
enzymy.
pozy latek s nejvyssi aktivitou predikovanou virtudlnim screeningem. Déle ukazuje
hodnoty RMSD, které by mély byt co nejnizsi. Screening pouze predikuje pozu latky
v minimalizované konformaci ve vazebném misté proteinu vcetné interakci
s aminokyselinami a pocita skore, které koreluje s energii uvolnénou pii tvorbé
komplexu latky s proteinem. Nelze vyvozovat pfimou korelaci latky s nejnizSim
skorem a nejnizs$i MIC.

Nemalo zajimavym trendem je ostry pfechod hodnot skore S mezi adukty s (R)-
nebo (S)-konfiguraci na atomu boru. (R)-isomery dosahuji kladnych hodnot skore,
tedy do enzymu se ze sterickych diivodii viibec nevdzou, zatimco (S)-enantiomery
aduktd maji tyto hodnoty zaporné, do aktivniho mista cestu najdou a tvofi zde
interakce.

Pti hodnoceni byl bran ohled na to, zda latka viibec m¢la v oblasti AMP stejné
interakce, nékdy uplné¢ neodpovidaly pdze plvodniho ligandu z krystalografické

struktury enzymu.
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skore S
poradi pézy |~ [oznadeni ~ [substituent ~ |skéreS ~ |[RMSD  ~
1 PS-BZX-17 /©/\ 9,9256 | 2,7574 N
@ 11 ps-B2x-8.1| [ 9,3762 | 1,6801
N\
2 ps-82x-20 | [ ) 9,9133 | 1,6535 N
HO™ON 12 ps-B2x-8.1| [ -9,0864 | 1,5869
3 PS-BZX-17 /©/\ -9,8833 | 2,6000 N
a 13 PS-BZX-21 ® 9,0493 | 1,8794
HO’ N
4 PS-BZX-20 LN\])\ 9,7531 | 1,1285
-B2X- ) -9, , N
HO W 1 14 PS-BZX-14 (;J/\ 9,0170 | 2,4933
N,
5 PS-BZX-18 S 9,5417 | 2,0501
l_ ({ 15 PS-BZX-14 g"j/\ 89057 | 2,0979
be
6 PS-BZX-13 @N o | 95402 | 2,7663 16 PS-BZX-21 )@)\ -8,8628 | 2,1214
H HO N
N\r
N,
7 PS-BZX-13 No | 95271 | 19109 17 PS-BZX-7 [\I\ -8,7672 | 21462
H N/ 'CH3
N N,
8 PS-BZX-18 [ -9,4565 | 2,9036 18 PS-BZX-7 [jf\ -8,7544 | 2,4123
N7 CH,
N\ S
9 PS-BZX-12 [ -9,4323 | 3,0549 19 PS-BZX-19 [ -8,7444 | 2,0240
FaC: FyC7 N
N\ S
10 PS-BZX-12 [ -9,4308 | 3,2527 20 PS-BZX-19 ® -8,6829 | 2,3351
FsC FoC7 N

Nejlepsi pézu podle skore méla latka PS-BZX-17 (S = -9,9256). Obrazek 23
ukazuje situovani latky do aktivniho mista prekrytych editujicich domén lidské
a mykobakterialni LeuRS. Interakce jsou zobrazeny pouze vic¢i mykobakteridlnimu
enzymu. Prekryti spole¢né cCasti molekul, AMP, je dano templatovym dockingem.
Praveé sterické prekazeni (hetero)arylii v acylové casti syntetizovanych sloucenin
v poloze 6 benzoxaborolu s alfa-helixem lidského enzymu, ktery neni pfitomen
u mykobakteridlniho enzymu, je pfedpokladem selektivity k mykobakteridlnimu

enzymu.
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Obrazek 23: Interakce latky PS-BZX-17 v prekrytych aktivnich mistech editujici domény LeuRS (PDB ID: 5AGR
a 2WFD). Sedé je zobrazena latka PS-BZX-17, zelené pivodni ligand po redockingu. Oranzové jsou zndzornény
prostorové kolize s alfa-helixem lidského enzymu, ktery se nevyskytuje u bakterialniho enzymu. Toto plati i pro

vSechny ndsledujici obrazky.

Interakce v ¢asti AMP aduktu s benzoxaborolem (Obr. 24) jsou u vSech zde
uvedenych obrazkll stejné a zajistuji vétSinu vazeb s enzymem. Aminoskupina
adeninu interaguje vodikovymi vazbami s Leu432. Kyslik v oxaborolovém kruhu tvoii
vodikovy mustek ptes molekulu vody s Met441 a Phe335 a také vodikovy miistek
s Thr336. Kyslik v poloze 3' adenosinu tvoii vodikovy mustek také s Thr337. Fosfat
u jednotlivych derivatl interaguje promeénlivé, nejcastéji vodikovym mistkem
s Tyrd35 a Arg449. Chlorfenylové jadro interaguje s Thr476 z-H vazbou. (Hetero)aryl
ovliviyje, jaké vodikové miustky se budou formovat na amidové vazbé, u latky PS-

BZX-17 se jedna o interakci amidového dusiku s His446.
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O polar -+ gidechain acceptor O solvent residue arene-arene
Q acidic < sidechain donor O metal complex ©@H arene-H
basic  ** backbone acceptor - solvent contact + arene-cation
O greasy - backbone donor - metallion contact
. proximity ligand O receptor
- contour exposure exposure

Obrazek 24.: 2D interakcni diagram latky PS-BZX-17 s enzymem 5SAGR

Na obrazku 25 je zobrazena pdza latky PS-BZX-20, dle skore S druhd v potfadi
(S = -9,9133). (Hetero)aryl si dle teorie piekazi s alfa-helixem lidského enzymu.
Prekvapujici interakei je vodikovy mustek dusiku pfes molekulu vody s Asp447.
Interakéni diagram latky PS-BZX-20 (Obr. 25) ukazuje, ze dusik v ortho poloze vici
amidové vazbé interaguje s Asp447 a GIn448 pies molekulu vody vodikovym
mustkem. Tento jev by mohl vést ke zvysené afinité, coz bude srovnano dale. Pro
zménu oproti poze PS-BZX-17 se v této poze tvoii interakce karbonylového kysliku
amidové vazby s Arg338, namisto dusiku s His446, jako u prvni pdzy. Ziejmé staci
jen minimalné zménit faktory ovliviiujici spravné natoceni amidové vazby. Interakce
aren-H nebyla zjisténa. Interakce spole¢né casti molekuly se takika shoduji
s ostatnimi, jinou vazbu lze pozorovat u adeninu s tyrosinem, zde je predpokladana

aren-H interakce.
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Obrazek 25: Poza PS-BZX-20 v prekrytych enzymech SAGR a 2WFD, vpravo interakéni diagram latky PS-BZX-
20 v enzymu SAGR, vysveétlivky jsou na Obr. 24

Dalsi pohled na vyznamné se odliujici interakci onoho dusiku heterocyklu

ptes molekulu vody poskytuje 3D zndzornéni pozy latky PS-BZX-20 (Obr. 26).

Obrazek 26: Poza PS-BZX-20 v SAGR s vodikovym miistkem jinou perspektivou

P6za 7. v potadi patii latce PS-BZX-13. Stejné latka mé 1 6. pozu ve vysledcich,
ovSem s vy$§i hodnotou RMSD. Na obrazku 27 muzeme vidét vétsi intenzitu clash
interakci této latky s alfa-helixem lidského enzymu, zcela zfejmé z divodu

pfitomnosti bicyklu v acylové ¢asti.
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Obrdazek 27: Poza latky PS-BZX-13 v prekryti enzymit SAGR a 2WFD

Pti porovnani piekryvi sekvenci mykobakteridlniho enzymu (PDB ID: SAGR)
s lidskymi enzymy (PDB ID: 2WFD, 6LPF) byly zjiStény analogické alfa-helixy
R**EKLAEAKEKIYLKGFYE?%, které jsou obsaZeny v blizkosti vazebného mista
pouze v lidském enzymu®’.

Pouzitd in silico metoda v softwaru MOE nezohlednuje farmakokinetické
parametry testovanych sloucenin a nelze stavét piimou korelaci vyhodnych poz
s vysledky in vitro screeningl, l1ze vSak pozorovat jisté faktory preference k vyssi

antimikrobialni aktivité, coz bude diskutovano dale.

7.2.2 Zhodnoceni predikovanych parametrii pfipravenych latek
z hlediska drug-like aspektii
Vysledky ziskané programem SwissADME uvadi tabulka €. 6. U vSech latek

byly posuzovany parametry podle péti pravidel (Lipinského, Ghoseovo, Veberovo,

Eganovo a Mueggeho), ktera hodnoti Sanci latek na klinickou Gspé$nost.

Tabulka 6: Predikce klinické uspésnosti latek podle parametrii jednotlivych pravidel (sloupce) dle programu
SwissADME

OH

/

RN
B
T
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latka ~ |substituent R - |Lipinski - |Ghose - |Veber - |Egan ~ |Muegge ~
PS-BZX-17 c|/©/\ spliiuje spliiuje spliiuje spliiuje spliiuje
N
B
PS-BZX-8.1 7 spliiuje spliiuje spliiuje spliiuje spliiuje
N\
|
PS-BZX-12 [r,c” 2 spliiuje spliiuje spliuje spliiuje spliiuje
o
PS-BZX-19 |F,c” N spliuje spliuje spliiuje spliuje spliiuje
o
PS-BZX-21 |Ho" >NZ spliiuje spliiuje spliiuje spliiuje spliiuje
N
JI jA nesplriuje,
PS-BZX-20 |40 N7 spliuje WLogP je <-0,4 |spliiuje spliiuje spliiuje
N
PS-BZX-7 N CH, splfiuje splfiuje splfiuje splfiuje splfiuje
S
PS-BZX-14 s / splfiuje splfiuje splfiuje spliiuje spliiuje
N\
[
PS-BZX-18 Z spliiuje spliiuje spliiuje spliiuje spliiuje
S8
PS-BZX-13 N ° spliiuje spliiuje spliiuje splfiuje splfiuje

Z hlediska poctu donorti a akceptorit vodikovych vazeb, molarni hmotnosti,
hodnoty logP, celkového polarniho povrchu molekuly, poc¢tu atomi, ota¢ivych vazeb,
poctu uhlikd, poctu heteroatomtl a poc¢tu cykli ve struktufe dle jednotlivych kritérii
latky pravidla spliuji a maji tedy predpoklad mit vlastnosti 1é¢iva. V kapitole 6.8.2
jsou pravidla specifikovana. Jednou jedinou vyjimkou je latka PS-BZX-20, ktera
nespliiuje Ghoseovo pravidlo, protoZze ma nizsi logPd dle Wildmana (WlogP = -0,69),

nez je pozadovano, tedy mén¢ nez -0,4, neni tedy dostatecné lipofilni.

7.3 Zhodnoceni vysledkii antimikrobiidlniho a cytotoxického
screeningu

VétSina latek vykazala inhibi¢ni aktivitu vici Mtb, atypickym mykobakteriim

a mykolicibakteriim (Tab. 7).

Tabulka 7: Porovndni antimykobakteridlni aktivity (MIC) pripravenych sloucenin se standardy s uvedenim
vypocitanych hodnot lipofility (LogP) a cytotoxické aktivity viici HepG2 (ICsg)
H OH

R N B
T Ly
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/©)\ 2,52 434,77 43,48 217,39 434,77 13,60 217,39 >1000
PS-BZX-17 cr
N

[ 1,20 61,50 49,20 30,74 61,50 15,39 61,50 >1000
PS-BZX-8.1
N\
o [ 2,19 97,03 9,72 12,14 97,03 24,25 24,25 >100
PS-BZX-12 g
o /@/\ 1,84 194,07 155,26 194,07 388,14 12,14 24,25 >250
PS-BZX-19 g
o )@)\ 1,19 462,88 >370,30 115,72 462,38 115,72 115,72 >1000
PS-BZX-21
N\
o )IN/ 1,05 115,30 184,48 115,30 230,59 230,59 57,65 >1000
PS-BZX-20
N.
[ D 0,58 >1851,4 92,91 58,07 >1851,4 14,53 14,53 >500
PS-BZX-7 N CH,
N
gj/\ 1,06 120,16 96,13 30,03 240,32 15,03 30,03 >1000
PS-BZX-14
N\
{ P 2,59 205,52 82,21 205,52 25,68 25,68 25,68 466,70
PS-BZX-18
N\
@[ 0,98 >1851,47 >311,43 >1851,47 48,66 24,32 24,32 243,70
PS-BZX-13 N
0,67 3,65 2,84 45,57 7291,87 28,51 227,87 na
INH
2,49 0,01 na 0,06 0,08 0,47 15,19 na
RIF
-0,73 1,51 na 0,75 1,51 0,05 0,19 na
cp

©/\E;O 1,10 na 55,99* na na na na na
benzoxaborol

B
o 0,35 na 11,04* na na na na na
aminomethylbenz

NH,

oxaborol
o on
(5)-3-(aminomethyl)-4- d
chloro-7- ) 1,65 na 0,08* na na na na na
ethoxybenzo[c](1,2]ox 3
aborol-1(3H)-ol Cl NH
* 40
ref.

Nejcitlivéjsim kmenem k piisobeni pfipravenych sloucenin byl virulentni kmen
Mtb H37Rv. Tti latky (PS-BZX-17, PS-BZX-8.1 a PS-BZX-12) inhibovaly jeho riist
s niz8§i MIC nez nesubstituovany benzoxaborol. Sloucenina PS-BZX-12
s S-trifluormethyl-2-pyridylem v acylové €asti (MIC = 9,72 uM) inhibovala dokonce
radove stejné jako INH (MIC = 2,84 uM) a inhibovala vlastné rist vSech testovanych
kmeni v fadu desitek pM. Nejvyraznéji inhibovala z celé série také rst M. kansasii
s MIC = 12,14 uM. Dale latky PS-BZX-7, 14 a 18 byly vyrazné aktivné&jsi viici Mtb
H37Rv nez ostatni. Hydroxylované derivaty nedisponuji vyraznymi aktivitami.

Je zajimavé, Ze avirulentni kmen nebyl vici plsobeni latek tak citlivy.
Nejaktivnéjsi latkou byl 2-pyridylovy derivat PS-BZX-8.1 s MIC = 61,50 uM,
nedosahl ale aktivity standardi.

Nejcitlivgj§im organismem vi¢i testovanym latkam byl kmen M. aurum.

Nejucinngjsi latkou byl derivat PS-BZX-19 substituovany 6-trifluormethyl-3-
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pyridylem (MIC = 12,14 uM), ale i vétSina dalSich latek inhibovala jeho rast s MIC
v tadu desitek pM, coz bylo srovnatelné s aktivitou INH (MIC = 28,51 uM).

Nejnizsi MIC pfi inhibici rastu M. avium doséahla sloucenina PS-BZX-18 s MIC
=25,68 uM.

Nejvyssi aktivitou proti M. smegmatis disponuje 3-methylpyrazin-2-ylové agens
PS-BZX-7 s MIC = 14,53 uM, avs$ak vétSina latek byla pomérné aktivni viici této
mykolicibakterii. Standard RIF dosahl aktivity MIC = 15,19 uM.

Nejvyssi inhibice ristu Mtb H37Rv tedy dosahuji 5-trifluormethyl-2-pyridylovy
derivat PS-BZX-12 (MIC = 9,72 uM), 4-chlorfenylovy derivat PS-BZX-17 (MIC =
43,48 uM) a 2-pyridylovy derivat PS-BZX-8.1 (MIC = 49,20 uM). Latky PS-BZX-12
a PS-BZX-8.1 prokazaly pomémé vyraznou inhibici 1 ostatnich testovanych
mykobakterii a mykolicibakterii (vzdy MIC < 100 uM), tedy neztraci u nich svou
antimykobakterialni uc¢innost.

Mezi antimykobakteridlni aktivitou sloucenin a jejich vypocitanou lipofilitou
(cLogP) nebyla nalezena zadna korelace, z toho vyplyva, Ze latky plsobi specificky
a pii jejich ptusobeni bude hrat roli pro vazbu na biologicky cil konkrétni usporadani
funk¢nich skupin v molekule a v prostoru.

Pfti porovnani s publikovanymi slou¢eninami lze konstatovat, ze latka PS-BZX-
12 mé& i lehce wvys$i aktivitu viac¢i virulentnimu kmenu Mth nez
3-aminomethylbenzoxaborol.  (S)-3-(aminomethyl)-4-chloro-7-ethoxybenzo[c][1,2]
oxaborol-1(3H)-ol z vyzkumu pana Palencia*® ma v8ak mnohem niz§i MIC (Tab. 7).
Za zminku stoji, Ze se tato sloucenina strukturné velice blizi klinickému kandidatu
GSK656, rozdil je pouze v terminalnim hydroxylu na ethylovém fetézci.

Vysledky cytotoxického screeningu ukazuji, Ze latky neplsobi toxicky na lidské
jaterni nadorové bunky ve velké mife. Trifluormethylované derivaty maji nizsi
hodnoty ICso. Je nutné poznamenat, Ze testovani provazely problémy s rozpustnosti
latek. Ptedpoklad selektivity latek je vysledky podpofen, testovani cytotoxicity na
HepG2 se pouziva standardné jako indikator potencidlni jaterni toxicity. Toxicky vliv
na dalsi elimina¢ni organ — ledviny, by mohl byt v budoucnu téz zkouman, takto byla
zjisténa data pouze na jaterni nadorové burky.

Prezentovana série slouceniny je soucasti Sirsi série 19 latek (vybér v Tab. 8)

publikované v ¢lanku Slechty et al®®. Nejvyssi inhibice ristu Mrb H37Rv doséhla latka
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z této prace, S-trifluoromethyl-2-pyridylovy derivat PS-BZX-12 (MIC = 9,72 uM).
Druhou nejaktivnéjsi latkou byl chinoxalinovy derivat oznaceny v publikaci jako
sloucenina 17 (MIC = 20,49 uM). Tato latka inhibovala z celé série nejvyraznéji
mykolicibakterie (MIC na M. aurum i smegmatis = 12,82 uM). Tieti nejaktivné;si
latkou byla sloucenina 5 s 5-chlorpyrazin-2-ylovou substituci (MIC =21,59 uM), ktera
byla nejaktivnéjsi vici kmeni Msb H37Ra (MIC = 26,98 uM). Kmen M. avium se
ukazal byt nejodolnéjSim z mykobakterii vici sérii testovanych latek, vyrazné aktivni
byla latka 4 s 6-chlorpyrazin-2-ylovou substituci (MIC = 26,98 uM, struktura na Obr.
28), se stejnou MIC inhibovala irist M. kansasii, zatimco 5-chlorpyrazin-2-ylovy
derivat (latka 5) byl na tyto dva kmeny méné¢ aktivni. Nejaktivnéjsi latka PS-BZX-12
inhibovala nejvyraznéji také rast M. kansasii (MIC = 12,14 uM). Aminopyrazin-2-

ylova substituce v acylové ¢asti se pro antimykobakteridlni aktivitu neosvédcila.

Tabulka 8: Nejaktivnéjst latky na Mtb H3TRv z publikace Slechta et al.* mimo latky z této diplomové price

oznaceni latky publ. substituent R MIC Mtb H37Rv (uM)
N,
17 j% 20,49
L.
5 Nj)“ 21,59
\ ,
CIIN/
cl— S
15 \@ﬁa 42,59
2 Nj)i‘ 46,46
\ S
chiN/

V sérii latek z publikace” byly celkem &tyfi latky véetné PS-BZX-8.1
(pyridinovy derivat) testovany na klinickych izolatech MDR Mtbh IZAK a MATI (Tab.
9). Jejich citlivost, resp. rezistence je popsana v kapitole 6.7.1.2. Z testovanych
antituberkulotik byl kmen MATI rezistentni vici INH (MIC > 91,15 uM) a u kmene
IZAK m¢l INH 30nésobné vyssi MIC (91,15 uM) nezli u kmene H37Rv. Vybrané
Ctyti latky ze série inhibovaly rist klinickych izolati bakterii bud’ stejné jako kmen
H37Rv, anebo jen dvojnasobné slab&ji. Latky maji unikatni mechanismus ucinku

a prokazaly inhibici rastu 1 u rezistentnich kmeni.
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Tabulka 9: Porovndni antimykobakterialni aktivity derivatu PS-BZX-8.1 a dalsich latek ze série® (latky 4, 5 a 17)
s antituberkulotiky viici klinickym izolatim IZAK a MATI

v - - v -

N

X

|
PS-BZX-8.1 (10) Z

Cl N\
\[ 86,36 86,36 86,36
P
N\
ﬂ 21,59 43,18 43,18
N
N\
@ > 20,49 40,97 40,97
N

49,20 98,41 98,41

17

izoniazid 2,84 91,15 >91,15
ciprofloxacin - 0,6 0,6 0,6
ethambutol - 1,91 7,64 7,64

Z vysledkil antimykobakteridlniho screeningu latek (Tab. 7) lze vyvodit vztahy
mezi chemickou strukturou a biologickou aktivitou vii¢i kmeni Mtb H37Rv. Latky se
li$i charakterem aromatu v acylové ¢asti amidu s 6-aminobenzoxabolorem. Na zaklad¢
porovnani hodnot MIC Ize konstatovat, Ze je vyhodné&jsi substituce jednim
aromatickym kruhem neZ bicyklickym aromatem (latky s ozna¢enim PS-BZX-18
a PS-BZX-13). Sesti¢lenny aromat se zd4 byt pro biologickou aktivitu vyhodnéjsi nez
péticlenny. Z téchto zaveéra vybocuje pouze aktivni derivat
substituovany chinoxalinem (Obr. 28) s MIC = 20,49 uM. Porovnanim inhibi¢ni
aktivity trifluorpyridylovych derivati (PS-BZX-12 a PS-BZX-19) lze vysledovat
pozitivni vliv heterocyklického dusiku v poloze sousedici s amidovou vazbou (ortho-
poloha). Toto experimentalni zjisténi mize byt podpoieno zavéry in silico studie, ze
pouze dusik v této poloze (derivat pikolinamidu) muize tvorit vodikovy mustek ptes
molekulu vody s Asp447. Nikotinamidovy derivat, s dusikem v poloze meta vici
amidové vazbé, ma biologickou aktivitu vyrazné nizsi. Tento fenomén lze aplikovat
ina latky PS-BZX-20 (5-hydroxypyrazin-2-ylova substituce) a PS-BZX-21
(6-hydroxy-3-pyridylovy derivat, tedy s fragmentem nikotinamidu). Latka PS-BZX-
20 neni nejaktivngj$i (MIC na Mtb H37Rv = 184,48 uM), ale je vyrazné aktivnéjsi nez
PS-BZX-21 (MIC > 370,30 uM), a to zfejm¢ diky pfitomnosti dusiku v oné ortho
poloze.

Zajimavé je porovnani aktivit latek PS-BZX-7, tedy 3-methylpyrazin-2-ylovy
derivat, s litkou 2 (5-methylpyrazin-2-ylovy acyl, Obr. 28) ze ¢lanku®”. Methyl v para

vvvvv
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aktivngj$i nez samotny pyridinovy derivat (PS-BZX-8.1). Déle ve stejném c¢lanku,
u latek 4 (6-chlorpyrazin-2-ylovy acyl) a 5 (5-chlorpyrazin-2-yl), 1ze dojit ke stejnému
zaveru s dusikem v ortho poloze vici amidové linkerové vazbé. Tento fenomén se
uplatnuje 1 u pyrazinovych derivatl, coz je mozné dolozit in silico studiemi, o cemz je

psano vyse.

H OH
R. N g | Na Cl N. ‘ Ny Ng
W ko) R= P R= ‘ P R= P R=
o] HsC” N N cI” N N

latka 2 latka 4 latka 5 latka 17
MIC (MtbH37Rv) = 46,46 uM MIC (MtbH37Rv) = 86,36 M MIC (MtbH37Rv) = 21,59 M MIC (MtbH37Rv) = 20,49 uM

Obrazek 28: Antimykobakteridlni aktivity vybranych latek ze série z publikace®

Preferovanou substituci na aromatickych jadrech derivati je poloha para vuci
amidové vazbé, jak dokladaji latky PS-BZX-17 a 12. Vyssi aktivitu maji halogenové
¢1 halogenmethylové, tedy lipofilni, nezli hydrofilni (hydroxyl) ¢i ¢ist¢ methylové
substituenty.

Zajimavé je jest¢ porovnat latky tohoto vyzkumu s kandidatni latkou na 1écbu
tuberkulozy s benzoxaborolovou strukturou v klinickych studiich znama pod
oznac¢enim GSK656 (ganfeborol, Obr. 14). Dle zdroje*” je jeji MIC viigi Mth H37Rv
0,08 uM. Takova hodnota je nizs$i nez MIC nejucinngjsi testované latky této prace PS-
BZX-12. Ve struktuie latky GSK656 se nenaléza zadny objemny substituent v poloze
6. Vpoloze 7 je véazédn hydroxyethoxyfetézec a vpoloze 3 je vazan
(S)-aminomethylovy substituent.

Vysledky screeningu antimikrobidlnich aktivit u bakterii (Tab. 10) nds mohou
vést k zavéru, Ze struktura editujici domény LeuRS se bude lisit od struktury enzymu
u Mtb. Roli samoziejmé hraji i struktury bakteridlnich membran a rizné dalsi obranné
mechanismy cilené proti xenobiotikiim.

Pti stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i osmi klinicky vyznamnym grampozitivnim
a gramnegativnim bakteriim nebyly nalezeny vyznamné aktivni slouceniny (Tab. 10).
Latky ucinkuji selektivné vii€i acidorezistentnim mykobakteriim, zatimco rist
ostatnich testovanych bakterii pfili§ neovliviuji.

Hodnoty MIC casto ptesahuji 500 pM, mohlo by to byt dano Spatnou
rozpustnosti. VétSina latek byla shledana jako neaktivni. Stfedni aktivita byla

zaznamenana u latek PS-BZX-14 a PS-BZX-18 (chinolinovy derivat) pfi inhibici
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S. aureus (MIC = 125 uM) a slaba aktivita pii ristu S. aureus a MRSA latkami PS-
BZX-8.1 a PS-BZX-14 (MIC = 250 puM). Po 24 h inkubace byl S. epidermidis velmi
slabé citlivy vii¢i pasobeni PS-BZX-8.1 a PS-BZX-14. Latky viibec neinhibovaly

gramnegativni bakterie.

Tabulka 10: Antibakterialni aktivita pripravenych sloucenin (standardy v Tab. 2)

MIC (uM)
. doba PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX-
men
inkubace 17 8.1 12 19 21 20 7 14 18 13
Staphylococcus 24h >500 250 >125 >500 >500 >500 >500 125 125 >500
aureus subsp.
aureus 48h >500 250 >125 >500 >500 >500 >500 125 125 >500
methicilin
rezistentni S, 24h >500 250 >125 >500 >500 >500 >500 250 >125 >500
aureus subsp.
aureus 48h >500 250 >125 >500 >500 >500 >500 500 >125 >500
(MRSA)
24h >500 500 >125 >500 >500 >500 >500 500 >125 >500
Staphylococcus
epidermidis 48h >500 500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >500
24h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >500
Enterococcus
aecali
Jaecalis 48h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >500
. 24h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500 500 >125 >500
Escherichia
coli 48h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >500
) 24h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500 500 >125 >500
Klebsiella
pneumoniae 48 h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >500
) 24h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >500
Acinetobacter
baumannii 48h ~500 ~500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >500
24h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >500
Pseudomonas
aeruginosa 48 h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >500
. v ey, .. . o v P
Tabulka 11 poskytuje pfehled inhibicni aktivity sloucenin vii¢i vybranym

klinicky vyznamnym fungalnim organismim, tedy Ctyfem kvasinkovym kmenim

actyfem kmenim vldknitych hub. Testované slouceniny nevykéazaly Zadnou

biologickou aktivitu. Timto faktem lze dedukovat, Ze série ptipravenych derivati

benzoxaborolu ma Zadouci selektivni Gc¢inek vic¢i mykolici- a mykobakteriim. To

muze hrat roli v ptipadnych rozvijejicich se mykobakteridlnich rezistencich.
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Tabulka 11: Antifungalni aktivita pripravenych sloucenin (standardy v Tab. 3)

MIC (uM)
. doba PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX- | PS-BZX-
men
inkubace 17 8.1 12 19 21 20 7 14 18 13
) 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
Candida
albicans 48h 125 =500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
Candida 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
krusei 48h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
) 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
Candida
parapsilosis 48h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
) 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
Candida
tropicalis 48h ~125 =500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
) 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
Aspergillus
Sumigatus 48h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
) 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
Aspergillus
flavus
/ 48h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
S 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
Lichtheimia
corymbifera 48 h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
) 72h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
Trichophyton
interdigitale 120 h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >500 >500 >125 >125
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8 ZAVER

Vramci této diplomové prace byla UspéSné pfipravena série deseti amidil
6-aminobenzoxaborolu s (hetero)arylkarboxylovymi kyselinami. Dle hledani CAS
Cisla syntetizovanych sloucenin (SciFinder 24.2.2024) se jednalo o zcela nové
pripravené latky s jednou vyjimkou — latkou s oznacenim PS-BZX-17, s CAS ¢islem
1222508-98-6. Byla publikovana antiprotozoalni aktivita vaci 7. b. gambiense DAL
1402 (ICso 0,03 pg/ml), nikoli vSak identifikacni charakteristiky v patentu Jacobse R
et al'®. Biologicka aktivita vi¢i mykobakteriim nebyla u této latky piedtim stanovena.
Latky ztéto prace byly podrobeny in vitro screeningu biologickych aktivit proti
mykobakteriim a mykolicibakteriim, vybranym klinicky vyznamnym bakteriim,
kvasinkam a vlaknitym houbam. U jedné latky byly dokonce stanoveny aktivity na
dva klinické izolaty MDR Mtb. Déle byla stanovena in vitro cytotoxicita latek na
HepG2 linii bun¢k lidského hepatokarcinomu. RovnéZz byly in silico zkoumany
zpisoby vazby latek do vazebného mista editacni domény mykobakteridlni i lidské
LeuRS za pomoci templatového dockingu. Na zaklad¢ vSech téchto testii je mozné
konstatovat, Ze latky ptisobi selektivné na mykobakterie a mnohem slabsi vliv maji na
lidské bunky. Byly vypozorovany nékteré preferované strukturni motivy vedouci
k vy$§imu antimykobakteridlnimu G¢inku. Substituent acylové ¢asti amidu je idealné
monocyklicky heteroaromat s dusikem v ortho poloze vzhledem ke spojovaci amidové
vazb€. V para poloze vici amidové vazbé by mél byt s vyhodou lipofilni substituent
jako halogen, ¢i trihalogenmethyl (trifluormethyl). Pravé tyto atributy spliuje
nejaktivnéjsi latka PS-BZX-12 s MIC = 9,72 uM vuci kmeni Mtb H37Rv. VSechny
testované latky zaroven vykdzaly inhibi¢ni U¢inek pouze vi¢i mykobakteriim
a mykolicibakteriim, ne vSak vici jinym bakteriim ¢i fungalnim organismtim.

Vsechny vytycené cile této prace byly splnény, s drobnou komplikaci ptipravy
nekterych latek. Latky s benzoxaborolovym strukturnim motivem mohou mit
potencialni vyuziti 1 vterapii atopické dermatitidy, rakoviny, ¢i pi1 1écbé
trypanozomiazy. Vysledky této prace byly publikované® v roce 2023 a byly soudasti
veétsi série latek. Vzhledem k situaci v oblasti antimikrobidlnich latek a vSeobecné
zndmé rezistenci bakterii bude vzdy vyvijen tlak na hleddni novych antiinfektiv

a derivaty benzoxaborolu oteviraji jednu ze slibnych moznych cest. V budoucnu by
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mohlo byt zajimavé zkombinovat zde vypozorované strukturni motivy
s 3-aminomethylem jiz klinicky testovaného antituberkulotika GSK 656, tento ptistup
by mohl v nadchézejicich Casech vyfesit i pfipadné vzniklou rezistenci. Otdzkou
zustavaji farmakokinetické parametry piipravenych sloucenin, jejich metabolismus
a pruchod pies n¢kolik biologickych bariér in vivo. Pfipravena série latek mtize slouzit

pro strukturni modifikace v budoucnu.
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