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Abstrakt

Infekéni nemoci jsou hrozbou pro vefejné zdravi na celém svété. Tuberkuloza, s vice nez
10 miliony obéti ro¢né, je jednou z nejvétsich. To je dale zdiiraznéno rostoucim vyskytem
kmenii odolnych vici dostupnym 1éciviim. U nékterych kment byla popsédna rezistence
k ne€kolika antituberkulotiklim 1. linie soucasné. K boji s touto epidemii a zastaveni Sifeni

odolnych kmenti jsou nezbytna nova antituberkul6zni 1éCiva.

Derivaty kyseliny salicylové vykazuji fadu zajimavych biologickych vlastnosti véetné
antimikrobialnich uc¢inkt. Na zaklad¢ difive popsanych sloucenin jsme pfipravili fadu
derivati salicylamidu obsahujicich N-monosubstituovany karbamatovou skupinu. Ty
byly testovany na antifungalni a antibakterialni aktivitu a u nékolika z nich byla objevena

vyjime¢na aktivita proti G+ bakteriim (MIC <0,1 umol.1™).

Soucasné se prace vénuje syntéze novych peptidovych nosicl pro dalsi zvySeni €innosti
malych antituberkuloticky aktivnich molekul. Kombinaci dvou riznych peptidovych
fetézcl se schopnosti pronikat do bun¢k do jedné sekvence chceme vytvorit selektivni

a vysoce ucinny tandemovy drug-delivery systém nejen pro nizkomolekularni 1éCiva.

Klicova slova
Amidy, antibakteridlni aktivita, antifungalni aktivita, antituberkulotika, in vitro aktivita,

karbamaty, kyselina salicylova, mykobakterie, peptidové nosice,



Abstract

Infectious diseases are a looming threat to public health worldwide. Tuberculosis, with
over 10 million casualties yearly, is one of the biggest. This is further stressed by the
growing incidence of drug resistant strains. Mycobacteria resistant to multiple first line
antituberculotics have been reported as well. Novel antitubercular drugs are necessary to

combat this epidemic and stop the spread of drug-resistant strains.

Derivates of salicylic acid exhibit several interesting biological properties including
antimicrobial effects. Based on previously described compounds, we prepared a series of
salicylamide derivates containing N-monosubstituted carbamate scaffold. These were
screened for antifungal and antibacterial activity and a few of them exhibited exceptional

activity against G+ bacteria (MIC < 0.1 pmol.I'").

Concurrently we report the synthesis of a novel peptide carriers to further enhance the
effectiveness of small antitubercular molecules. By combining two kinds of cell-
penetrating peptides into one sequence we aim to create a selective and highly efficient

delivery system for new small molecule (and other) drugs.

Key words
Amides, antibacterial activity, antifungal activity, antituberculotics, carbamates, in vitro

activity, mycobacteria, peptide carriers, salicylic acid
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Seznam symbolu a zkratek

AC Absidia corymbifera

DBU 1,8-Diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en
Ac Acetyl

ACI Acinetobacter baumannii

AChE Acetylcholinesteraza

ATCC American Type Culture Collection
AMK Aminokyselina

ATB Antibiotikum

AFla Aspergillus flavus

AF Aspergillus fumigatus

ATR Attenuated total reflectance
BuChE Butyrylcholinesteraza

CA Candida albicans

CK Candida krusei

CpP Candida parapsilosis

CPP Cell-penetrating peptides

CT Candida tropicalis

CFU Colony-forming unit

CCM Czech Collection of Microorganisms
CNCTC Ceska narodni sbirka typovych kultur
gD D glykoprotein

DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
DCM Dichlormethan

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DPP4 Dipeptidyl-peptidaza 4

DDS Drug delivery system

EF Enterococcus faecalis

EC Escherichia coli

Et Ethyl

FLU Flukonazol

Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl

GIT Gastrointestinalni trakt

HSV-1 Herpes simplex virus 1

Hex Hexyl

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

IgG Imunoglobulin G

IR Infracervena spektroskopie

INH Isoniazid

Cf Karboxyfluorescein

KBLV Katedra biologickych a lékatskych véd
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PDC
MRSA
Mtt
MIC
MAB
MDR
Mtb
DIC
DIEA
ND
LMWH
NMP
NMR
PIP

PN
PEG
PA
RANKL
Rr

SA

SE

TIS
TLC
EUCAST
TFA

TI

Klebsiella pneumoniae

Konjugat peptid-1é¢ivo
Methicillin-rezistentni Staphylococcus aureus
Methyltrityl

Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Monoklonalni protilatky
Multilékova rezistence
Mycobacterium tuberculosis
N,N'-Diisopropylkarbodiimid
N,N-Diisopropylethylamin
Nezjisténo

Nizkomolekuldrni hepariny
N-Methyl-2-pyrrolidon

Nuklearni magneticka rezonance
Piperacilin (sodna stl)

Peptidové nosice
Polyethylenglykol

Pseudomonas aeruginosa
Receptor aktivator NF-xB ligandu
Retenc¢ni faktor

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Triisopropylsilan

Tenkovrstva chromatografie

The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Trifluoroctova kyselina

Trichophyton interdigitale



1. Uvod

Antibioticka rezistence je celosvétovym problémem. Pfes velkou snahu narodnich
i nadnarodnich organizaci se nedaii zamezit vzniku rezistence na diive ucinné latky
a zastavit Sifeni rezistentnich kmend. Diky rozvoji rezistence se zuzuje spektrum
vyuzitelnych latek a je potfeba hledat nové moznosti. Velkd pozornost je vénovana
hledani novych strukturnich tfid antibiotik a obméndm znamych struktur pro zlepseni

vlastnosti a zvySeni u¢innosti.

Peptidy jsou kratké fetézce aminokyselin (do 100 jednotek) a v mediciné maji
nezastupitelnou roli zejména diky své biologické aktivité, nizké toxicit¢ a
biodegradovatelnosti. Hojné je také vyuZzivano jejich drobnych modifikaci, protoze
peptidy jsou slozené z jednoduchych stavebnich komponentt. Peptidové nosice (PN) jsou
modernim typem drug-delivery systémti (DDS) s mnoha podstatnymi vyhodami
odvozenymi od peptidl. Vyuzivaji funkéni flexibility a strukturni jednoduchosti peptidi
k dosazeni Gc¢inné a cilené¢ &by s optimalnimi parametry. Peptidové DDS lze také
s vyhodou vyuzit ke zlepSeni farmakologického profilu malych antimikrobné u¢innych

molekul.!
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2. Teoreticka Cast
2.1. Peptidové nosi¢e v boji proti infekcim

2.1.1. Peptidové nosice

Spojenim 1é¢iva s peptidovym nosi¢em vznika prolécivo, jehoz vysledné vlastnosti jsou
zasadné ovlivnéné peptidovou casti. To vede k upraveé farmakokinetiky a zacileni u¢inku.
Tato proléciva nazyvame konjugat peptid-1é¢ivo (PDC) a jedna se o velice perspektivni
nastroje v 1écbe 1 diagnostice mnoha nemoci. PDC diky svym cennym vlastnostem,
zejména v kombinaci s dal$imi typy DDS, jako jsou napiiklad nanocastice, neustale
prokazuji své terapeutické benefity a Siroké uplatnéni. Ukazaly se jako G¢inny nastroj
v boji proti rakoving, zanétlivym onemocnénim, infekcim i dal§$im onemocnénim a jejich

vyvoj rychle postupuje kupiedu.?

2.1.2. Peptidové nosi¢e a monoklonalni protilatky

Peptidové nosice sdili mnoho charakteristik s monoklonalnimi protilatkami (MAB). To
je dano jejich chemickou strukturou, vlastnostmi i vyuzitim. Zasadni rozdil je v jejich
hmotnosti. Zatimco peptidové nosice se bézné pohybuji v rozmezi od né¢kolika set Da do
n¢kolika kDa, molekulova hmotnost monoklondlnich protilatek se pohybuje nad 100 kDa.

Z toho vyplyvaji zdsadni rozdily v jejich farmakokinetice i vyrob¢.

MAB nejsou diky své velikosti eliminovany piimo ledvinami, ale dochdzi k jejich
metabolismu v jatrech. To mtize vést k hepatotoxicité, zvlasté pokud byla protilatka
spojena s vysoce cytotoxickym lé¢ivem. Naopak PDC jsou primdrn€ eliminovany
glomerularni filtraci a maji oproti monoklonalnim protilatkdm kratsi biologicky polocas.
PDC diky své velikosti dobte pronikaji i do Spatné prokrvenych tkani, jako jsou tieba
nekteré nadory a chrupavka. Navic maji nckteré peptidy, nazyvané cell-penetrating
peptidy (CPP), schopnost pronikat pfimo bunéénymi membranami. PDC jsou také
vétSinou pfili§ malé na to, aby vyvolaly odpovéd’ imunitniho syst¢ému. U MAB hrozi
riziko bouflivé imunitni reakce a vzniku alergie.’

Dalsi vyhodou PDC je jednodussi a levnéjsi vyroba a derivatizace. Struktura PDC je navic

jednozna¢né definovana, coz usnadiiuje analyzu a divkovani.*

2.1.3. Stavba PDC

PDC jsou tvoteny tfemi slozkami: cargo (neboli ndklad), peptid a linker, ktery je spojuje.
Schéma PDC je zndzornéno nize (Obrazek 1). Vhodnym spojenim téchto soucasti
vznikne molekula s vysokym ucinkem, selektivitou a poZzadovanou farmakokinetikou.
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Pro spravnou funkci peptidovych nosici je nezbytnd jejich spravnd konformace.
V nékterych ptipadech mize naklad interferovat s pozadovanou konformaci a snizovat
tak €innost nosice. Tento problém lze vytesit prodlouzenim vzdalenosti mezi nakladem
a nosi¢em vlozenim dals$i struktury, tzv. spacer. Spacerem muze byt kratky peptid nebo
1 jina mala molekula, zpravidla umisténa mezi linkerem a peptidovou ¢asti. Diky spaceru

neni naruSena spravna konformace peptidu a PDC muize efektivné plnit svoji tillohu.

[ Naklad  Linker > Peptid

Obrazek 1: Schéma stavby PDC.

Cargo
Cargo je hlavnim nosi¢em farmakologického ucinku. Spojenim s peptidem je
farmakologicky uc¢inek zpravidla potlacen, ale po rozstépeni linkeru se zpét uvoliuje

farmakologicky aktivni molekula.

Jako cargo miizou slouZit velmi riiznorodé struktury. Casto jsou to malé molekuly
riznych uc€inkd s nevhodnou farmakokinetikou, dale to mohou byt i jiné peptidy a dalsi
biologické polymery, jako tfeba nukleové kyseliny a proteiny. Mohou to byt i rtizné
nanocastice. Aby na cargo mohl byt pfipojen peptidovy nosi¢, je nutné, aby obsahoval
vhodnou funkéni skupinu k ukotveni PN nebo byl schopny PN véazat pomoci
nekovalentnich interakci. Pokud cargo nemé vhodnou funkéni skupinu a neni tak mozné

linker ukotvit, je ¢asto mozné pfipravit jeho derivat s podobnymi vlastnostmi.’

Linker

Linker je ¢ast PDC kovalentné spojujici peptidovy nosi¢ s malou molekulou nebo jinou
¢astici slouzici jako cargo. Vybér vhodného linkeru je klicovym faktorem v designu PDC
a ma podstatny vliv na selektivitu a farmakokinetiku vysledného konjugatu. Vhodny
linker musi byt stabilni, aby nedoSlo k pfed¢asnému uvolnéni aktivni molekuly v krevnim
ob¢hu nebo v zazivacim traktu (GIT), a zaroven musi v cili umoznovat uvolnéni farmako-
dynamicky u¢inné Castice.

Existuje n€kolik typil linkerti, kazdy s unikatnimi vlastnostmi jako stabilita, Sté€pitelnost

a délka. Linkery bézn¢ charakterizujeme na nestépitelné a Stépitelné. Ty dale délime na
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Stépitelné chemicky nebo enzymaticky a podle konkrétniho $tépiciho stimulu. Ptiklady

Casto pouzivanych linkert jsou uvedeny v tabulce nize (Tabulka 1).

Linkery chemicky S§tépitelné

Chemicky Sstépitelné linkery jsou Stépeny specifickym prostiedim v cilovém
kompartmentu. Piikladem jsou pH senzitivni linkery, které jsou Stépeny kyselym
prostfedim naptiklad v lyzozomech nebo v zénétlivé tkani. Mezi bézné vyuzivané pH
senzitivni linkery patii acetaly, hemiacetaly, iminy, hydraziny a hydrazony. Dal$im typem
chemicky Stépitelnych linkerd jsou redox senzitivni linkery. Ty vyuZivaji
nekolikanasobného zvyseni koncentrace glutathionu (GSH) v bunikach nékterych tumort.
Sem patii hlavné disulfidy a nékteré dalsi funkéni skupiny obsahujici siru a selen. Vlivem

redukéniho piisobeni GSH dojde k redukci vazby a uvolnéni aktivni slozky.®

Linkery enzymaticky Stépitelné

Nékteré nemoci jsou spojené se zvySenou expresi urCitych enzymi, toho mizeme vyuzit
k selektivnimu cileni na poSkozené tkané. Linkery $tépitelné pomoci enzymi vyuzivaji
specifickych enzymi k uvolnéni G¢inné latky z PDC. Enzymaticky Stépitelné linkery
zahrnuji estery, karbamaty a zejména amidové vazby v peptidech. Pii designu
Stépitelného peptidového linkeru je vyuZzivano specificit peptidaz k urcitym sekvencim
aminokyselin. Pfikladem je sekvence valin-citrulin, oblibend v PDC cilenych na nadory,
ktera je specificky Stépend enzymem upregulovanym v nékterych nadorech, kathepsinem

B

Linkery neStépitelné

Nestépitelné linkery jsou charakteristické svou vysokou stabilitou mimo cilovy
kompartment. V misté u¢inku dochézi k oddéleni peptidu od nékladu, ale nedochazi ke
$tépeni vazby piimo v linkeru. Stépi se jiné vazby, pfevazné amidové vazby v peptidu.
Casto vyuzivanymi linkery tohoto typu jsou oximy a také triazolovy cyklus vytvofeny
pomoci ,.click chemistry”. Ten je izosterni k amidické vazbé, a navic u nékterych

antimikrobnich PDC vykazoval synergisticky efekt a snizoval MIC.”®
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Tabulka 1: Priklady struktur ¢asto pouZivanych linkerd.

Struktura Nazev funkéni skupiny Stépitelnost

R
HT/
N

Hydrazon pH labilni

"\

o—=x

T
(o]

Y Hemiacetal/acetal pH labilni
R
I

~

| Disulfid Redukovatelnd
R
R
HN/
o 0 Karbamat Enzymaticky Stépena
|
R
(o] I!IH
Y Amid Enzymaticky Stépena
R
R
N—N\
N
AN Triazol Nestépitelna
R
R
0/
_
( Oxim Nestépitelnd
R

V nékterych ptipadech neni linker nutny a peptidovy nosi¢ se vaZe piimo na cargo pomoci
elektrostatickych interakci nebo vodikovych vazeb. Toho je hojné vyuZivano
u nukleovych kyselin, které¢ diky svému zédpornému naboji ochotné vytvareji komplexy
s kationickymi peptidy. Vazba pomoci elektrostatickych interakci se vytvaii samovolné
pfi miseni jednotlivych komponent a je ve srovnani s kovalentnim ukotvenim technicky
jednodussi a rychlejsi. Bohuzel, obzvlaste pii vyuziti jednoduchého miseni, casto vznika
komplexni, obtizn¢ definovatelna smes. K dosazeni homogenity a charakterizaci je potom

nutné vyuziti mikrofluidnich systémi. PDC vytvotené s vyuzitim kovalentniho linkeru
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jsou naopak dobte definovatelné, ale byva obecné potieba navrhnout individuélni postup

ptipravy pro kazdou skupinu konjugétd.’

Peptidova cast
Peptidova cast je zéasadni slozkou PDC a je zvelké casti odpovédna za jeho
farmakokinetiku. Peptidy mohou zajistovat selektivitu, prinik do cilové tkdn€¢ nebo

zlepseni farmakokinetickych i farmakodynamickych parametrt (potenciace).

2.1.4. Klicové vlastnosti peptidovych nosicit

Stabilita

Castym problémem PDC je kratka doba, po kterou ziistavaji v systémovém ob&hu. Aby
bylo dosazeno pozadovaného ucinku, je Casto nutné, aby latka v téle zlstala delsi dobu
a nebyla nutna opakovana aplikace. Naopak u vysoce cytotoxickych latek mize rychlé
vylouceni z téla snizit nezadouci Gc¢inky.

mnozstvim riznych peptidaz v extracelularnim i intracelularnim prostoru. Endopeptidazy
Stépi peptidovy fetézec v misté uvniti fetézce, zatimco exopeptidazy odStépuji

aminokyseliny z N- nebo C-konce.

Odolnost vici peptiddzam mizeme zvysit nékolika zptisoby. Nejjednodussi moznosti je
piipravit peptid, ktery obsahuje atypickou kombinaci aminokyselin, kterd neni vétSinou
peptidaz rozpoznana. Tato metoda samoziejmé vyrazné omezuje mozny design peptidu
a ¢asto neni mozné ji pouzit. Obzvlast’ pokud ma mit vysledny PDC néjakou specifickou
vlastnost, jako tfeba CPP. Mnohem flexibilnéjSim, a tedy 1 €astéji vyuZivanym zplisobem
zpomaleni degradace je snizeni piistupnosti peptidovych vazeb. Bézn¢€ se mtizeme setkat
s nahrazovanim aminokyselin jejich nefyziologickymi analogy, tieba - a D-AMK nebo
AMK s objemnou postranni substituci. Podobné substituce na amidové vazbé také
zvySuje stabilitu. Peptidy v konformaci a-helixu maji peptidovou kostru ¢astecné skrytou
postrannimi fetézci, takze modifikace, které podporuji helicitu, zaroven zvySuji stabilitu.
Cyklizaci se peptid fixuje v urcité konformaci a zaroven ztrati oba konce nachylné
k exopeptiddzam. Navic jsou cyklické peptidy méné vylucovany glomerularni filtraci,

coz ve vysledku vede k podstatnému prodlouzeni biologického polocasu.

Diky své malé molekulové hmotnosti jsou PDC ve velké mife vyluCovany ledvinami.
Tomu lze zabranit zvySenim molekulové hmotnosti, napiiklad PEGylaci. Dojde tak
k ptekroceni filtracniho limitu glomerulti a zpomaleni vylu¢ovéani. Na glomerularni
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filtraci ma také vliv naboj ¢astice. Diky zapornému néboji membran jsou peptidy se
zapornym nabojem odpuzovany, a tedy filtrovany pomaleji. Pfiddvani naboje do
molekuly vsak zasadné ovliviiuje jeji vlastnosti a chovani a neni tedy vhodné jako

univerzalni opatfeni ke snizeni vylu¢ovani.

Lipofilita

Peptidy jsou ve své podstaté polarni slouceniny, ale v zavislosti na pfesném slozeni
a konformaci se jejich vlastnosti podstatné lisi. Lipofilita peptidii podstatné ovliviiuje
jejich stabilitu a biodostupnost. U peptidu interagujicich s membranami ma hydrofobicita
z4sadni vyznam pro prostupnost membranami a schopnost tvorby pori.!? Nékteré peptidy

s hydrofobni ¢asti jsou schopny interagovat s dal§imi amfifilnimi peptidy a vytvaret

vvvvvv

Lipofilitu 1ze v ptipadé¢ potieby zvysit acylaci peptidu mastnou kyselinou nebo zdménou

jedné nebo vice aminokyselin v sekvenci za lipofilnéjsi.

Konformace

Pro spravnou funkci peptidu je naprosto nezbytné, aby peptidovy fetézec zaujimal
spravnou konformaci. Nej¢astéji se jednd o a-helix, ktery ale za ur€itych podminek neni
stabilni a peptid preferuje jinou, neaktivni, konformaci. Obzvlast¢ u peptidovych
sekvenci piivodem z vétSich peptidi a proteini Casto nastdva problém se stabilitou
pozadované konformace. Ta byla ve velké molekule podporovana interakcemi s okolnimi
regiony, ale v kratkém izolovaném peptidu k této stabilizaci nedochazi a pozadovana

konformace nemusi byt preferovand.!!!2

2.1.5. Strukturni typy a modifikace peptidovych nosict

Peptidy tvorici supramolekularni struktury

Pii vyzkumu novych PDC byl pozorovan novy, zprvu nezadouci, fenomén. Pfi spojeni
hydrofobni malé¢ molekuly s hydrofilnim peptidovym nosi¢em vznikla celkoveé amfifilni
u nékterych PDC cilené vytvéaiena s cilem zlep$eni farmakokinetickych parametrii. Casto
lze schopnost samovolného sloZzeni zakomponovat do peptidového nosice s dalsi
vlastnosti, napiiklad CPP. Upravami peptidového nosi¢e miize byt tato schopnost
ovlivnéna a peclivym designem muzeme definovat vyslednou strukturu a podminky,
v kterych vznika. Ptikladem jsou nanocastice, které prodlouzi dobu, kterou PDC dokazi

setrvat v krevnim ob&hu. Diky své velikosti nejsou nanocastice vylucovany glomerularni
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filtraci a mohou pozvolné uvoliiovat jednotlivé monomery PDC. SAPDC mohou vytvaret
komplexni systémy spontanné, a fungovat tak jako vlastni lékova forma, nebo az
v urc¢itém prostiedi. Toho se d& vyuzit k zacileni Gi¢inku na postizenou tkan. Da se takto
naptiklad ptipravit PDC nesteroidnich antiflogistik, ktery v misté zanctu, kde je zvysena
teplota a nizké pH, vytvofi hydrogel. Takto je docileno dlouhého plisobeni a zaroven
snizeni nezadoucich tcinkd. '

Dendritické peptidy

Dendritické polymery jsou tvofeny postupnym prodluZzovanim a vétvenim fetézcl
vychézejicich ze zdrode¢ného jadra. Obrazek 2 zobrazuje ptiklad struktury dendrimeru.
Dendritické peptidy mohou byt tvofeny pouze aminokyselinami nebo mohou obsahovat
1 dalsi slozky. Diky své struktuie se vyznacuji nizkou toxicitou, dobrou rozpustnosti a

vysokou odolnosti k degradaci, a tedy i dlouhym polo¢asem.

Obrazek 2: Priklad struktury dendrimeru.

Cyklické peptidy

Cyklizaci peptidového nosice Ize v urcitych ptipadech zlepsit jeho vlastnosti. Cyklizaci
dojde k omezeni rotace peptidového fetézce a stabilizaci aktivni konformace. Disledkem
toho je v pripadé cilenych PN vyssi afinita k receptoru a selektivita a v piipadé CPP lepsi
prostupnost membranami. Cyklické peptidy jsou obvykle také rezistentn&jsi
k enzymatické degradaci a jsou pomaleji vyluCovany renalni filtraci nez linearni

analoga.®!*

Cyklizace se provadi spojenim N- a C- konce nebo spojenim postrannich skupin fetézce.
K tomu se ¢asto vyuziva disulfidova vazba. Alternativou je spojeni dvou aminokyselin
v fetézci pomoci alifatického fetézce. Tato moZnost vSak zvySuje riziko, ze ptidany

spojovaci fetézec bude narusovat interakci s receptorem.’
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Peptidy se schopnosti pronikat biologickymi membranami
Peptidy obecné diky své vysoké polarité Spatn¢€ pronikaji biologickymi membranami.
Nekteré jsou vSak schopné interagovat s membranami a skrze riizné mechanizmy

vstupovat do bunék. Tato skupina peptida se nazyva cell-penetrating peptides (CPP).

Prvni z této skupiny, Tat peptid, byl objeven pfii studiu schopnosti viru HIV pronikat do
lidskych bunék. Od té doby bylo popsano velké mnozstvi CPP s pivodem virovym,

bakterialnim, Zivo&i$nym i rostlinnym!'> nebo pfipravenych synteticky.

Zéasadni vlastnosti CPP je schopnost prostupovat biologickymi membranami. Pri
navazani na dalsi ¢astici jsou CPP schopné zprosttedkovat soucasné i jeji pruchod. CPP
jako peptidové nosice jsou schopné pfes membrany transportovat jak malé molekuly, tak
1 ¢astice s mnohonasobné vétsi velikosti, jako tfeba proteiny a nanocastice. Diky své malé
velikosti umoznuji CPP hluboky a efektivni prinik 1 do malo prokrvenych tkani. Diky
této jedinecné vlastnosti jsou CPP zajimavé pro celou fadu aplikaci v¢etné 1é¢by rakoviny

a infek¢nich nemoci.'®

Vlivem prichodu CPP pfes membranu muze dojit k naruseni struktury membrany
a toxickému efektu. To je ¢asto neZzadouci, ale v nékterych piipadech toho mizeme vyuzit

a zvysit tak G¢inek napiiklad protinddorové 1é¢by.!’

Mechanizmy prostupu membranou jsou rizné a komplexni a ¢asto malo objasnéné.
Primarné rozliSujeme mechanizmy podle spotieby energie béhem procesu na energii
nezévislé a na energii zavislé. Nékteré CPP prostupuji membranami pomoci vazby na
receptor na povrchu a diky tomu mizeme Uc¢inek zacilit na urcity typ bunék. Kombinaci

s dal§imi moZnostmi cileni 1ze dosahnout vysoké specifity t¢inku. '3

2.1.6. Moznosti uplatnéni PDC v boji s infekénimi onemocnénimi

Infekce zpiisobené intracelularnimi patogeny

Infekce intraceluldrnimi patogeny jsou v soucasné dob¢é zivaznym rizikem.
K nejvyznamnéjSim  intracelularnim  patogenim  patfi = methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA) a zéastupci rodit Mycobacterium, Salmonella a Brucella.
Diky lokalizaci uvnitt bunék hostitele jsou tyto patogeny nepiistupné pro celou fadu jinak
ucinnych antimikrobnich latek. Ani lécba pomoci 1éCiv prvni volby vSak nebyva
jednoduchd a nékdy vyzaduje dlouhodobé podavani nékolika antibiotik najednou.
U téchto patogenti je po terapii vysoké riziko relapsu a stim souvisejici vznik
rezistentnich kmenti. Diky rozvoji rezistence se spektrum vyuzitelnych latek jesté zuzuje
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a je potieba hledat nové moznosti. Potencidlni feSeni nabizi spojeni antimikrobnich latek,
které samy o sobé nejsou schopné dostatecné prochdzet biologickymi membranami,
s peptidy se schopnosti membranami pronikat. Takto mizeme rozsitit spektrum naptiklad
latek ze skupiny aminoglykosidii, které jinak diky své vysoké hydrofilité obtizné

prostupuji membranami.?

Prace Horviti et al.*!' se zabyvala otidzkou mykobakteridlnich infekci. Tyto infekce jsou
diky intracelularni lokalizaci patogenu obtizné¢ 1éCitelné a Casto dochazi k relapsu. Navic
rapidné nariista rezistence k pouzivanym antituberkulotikim a ostatnim antibiotikim.
Cilem bylo ovéfit efektivnost vyuziti peptidovych nosic¢li v boji proti mykobakteriim.
Ptipravili konjugaty isoniazidu (INH) s dvéma riznymi peptidovymi nosici. Prvnim byla
epitopova ¢ast imunodominantniho proteinu Mtb., druhym pak derivat tuftsinu, kratkého
ptirozeného peptidu stimulujiciho fagocytdzu. Oba tyto peptidy se vaZou na receptory na
povrchu makrofagt a facilituji vstup konjugatu selektivné do cilenych bunék. Aktivita
konjugath byla ovétena in vitro na Mtb. H37Rv a prokdzala tak vyuzitelnost PDC v terapii
tuberkulozy.

1.22 1.23

V navazujicich pracich Baranyi et al.> a Horvath et al.** hodnotili tuftsinové derivaty
konjugované s novymi derivaty salicylové kyseliny. Ptipravili n¢kolik variaci vcetné
modifikace peptidového nosi¢e pomoci mastnych kyselin. Aktivita konjugati byla
hodnocena in vitro na M. abscessus a na citlivém a multilékové rezistentnim kmenu Mtb.
Aktivita konjugati proti extracelularné rostoucim mykobakteriim byla v priméru asi 10x
niz§i nez u konjugovanych malych molekul, ale jejich potencidl se jasné ukézal pii
testovani v modelu infikovanych makrofagl. Zatimco samotné salicylanilidy nebyly proti
infikovanym buiikam a¢inné, vétsina konjugatd vyrazné snizila pocet CFU Mtb. Navic
byla omezena vyraznd cytotoxicita vychozich latek. Konjugaty s jednou repetici
tuftsinového motivu se ukézaly jako nejvyhodnégjsi jak z pohledu uc¢innosti, tak i1 nizké
cytotoxicity. Derivaty obsahujici zbytky mastnych kyselin vykazovaly sice vysokou

schopnost internalizace, ale zaroven 1 vysokou toxicitu.

Bakteriofagy jsou v souvislosti s rozvojem antibiotické rezistence intenzivné zkoumany
pro svoje baktericidni Uc¢inky. Bakteriofagy jsou vysoce specifické a minimalné tak
narusuji pfirozeny mikrobiom a jsou tedy perspektivni alternativou ke konvenc¢ni 1é¢bé.
Slabinou fagové terapie jsou intracelularni patogeny, protoze fagy téméf nepronikaji

cytoplazmatickou membranou savéich bunék. Timto problémem se zabyvali Zhao et al.**
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a upravili bakteriofag halz k expresi modifikovatelnych proteint na svém povrchu. Tyto
proteiny nesly sekvence se schopnosti internalizace skrz eukaryotické membrany. Takto
upravené fagy byly schopné pronikat do bun¢k infikovanych salmonelou v dostatecném
mnozstvi, aby ucinné niCily patogen a zaroven neprojevily zddné znamky toxicity spojené

s poskozenim membran.

ZlepSeni vlastnosti pouZivanych antibiotik

Problémem mnoha pouzivanych i1 potencidlnich protimikrobnich 1é¢iv je jejich
rozpustnost. U ve vod¢ dobie rozpustnych 1éCiv je problémem jejich nizka lipofilita, ktera
zpusobuje, ze 1éCiva Spatné prochazi biologickymi membranami. Proto je jejich vyuziti
omezené, a navic maji pii peroralnim podéani nizkou biodostupnost. Naopak 1é¢iva Spatné
rozpustna ve vod¢é se kumuluji v lipofilnich prostfedich, jako jsou tieba tukova tkan
a bunééné membrany. U vysoce lipofilnich 1é€iv je tedy biodostupnost i prichod
membranami také Spatny. Pfipravou vhodnych proléciv, naptiklad pfipojenim
peptidového nosiCe, lze podstatné zlepSit prostupnost membranami i rozpustnost
a podstatné tak rozsifit spektrum vyuziti.

Piikladem je prace Brezden et al.*°

Ve své praci se zaméfili na kanamycin, antibiotikum
ze tfidy aminoglykosidii primarné u¢inné proti G- bakteriim. Jako peptidovy nosi¢ vyuzili
polyprolinovy helikéalni peptid P14LRR. Ten soucasné kombinuje schopnost pronikat
membranami a vlastni Sirokospektry antibakterialni i€inek. Pro spojeni vyuzili dva rizné
linkery odvozené od kyseliny sebakové. Vysledné konjugéty (struktura viz Obrazek 3)
byly otestovany in vitro na bakteridlnich kulturdch a na bunkach linie J774A.1
infikovanych bakteriemi zrodt Salmonella, Brucella, Shigella a dvéma druhy rodu
Mycobacterium. Nasledné¢ bylo také provedeno hodnoceni in vivo v modelu
Caenorhabditis elegans infikovaném §S. enteritidis. PDC obsahujici redukovatelny
disulfidovy miistek se ukazal jako nejuic¢innéjsi na intracelularni bakterie a oproti druhému
konjugatu a jednoduché smési komponent vyrazné snizoval populaci patogenti. Tento

v v

nutna koncentrace vy$§i nez 30 pmol.1"!.
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0 P14LRR

Obrazek 3: Struktura PDC ptipraveného Brezden et al.2 Pomoci disulfidového linkeru doslo ke spojeni kanamycinu
s peptidem P14LRR.

Dalsim piikladem je prace Diez-Torrubia et al.?

zabyvajici se antivirotikem acyklovirem
a moznostmi zvyseni jeho perordlni biodostupnosti. Jeho prolécivo, valacyklovir, ma
peroralni biodostupnost podstatné zvySenou, avsak i ta se pohybuje kolem 50 %. Za
ucelem zvySeni rozpustnosti a biodostupnosti po peroralnim podanim je proto spojili
s kratkym peptidem VP nebo VPVP. Sekvence valin-prolin neni v GIT S$tépena
proteinazami a odolava i kyselému prostedi, ale po absorpci do krevniho ob¢hu je
Stépena plazmatickou dipeptidyl-peptidazou 4 (DPP4) CD26. Takto ptipravena proléciva
prokézala vys$i perordlni biodostupnost nez samotné malé molekuly pii zachovani

srovnatelné ucinnosti.

Cileni antimikrobni 1écby

Nespecifické plisobeni antimikrobnich 1é€iv je divodem nékterych nezadoucich ucinki
avyznamn¢ se podili na rozvoji rezistentnich kmend. Navic naruseni pfirozené
mikroflory antibiotiky miize umoznit rozvoj dalSiho onemocnénti, jako tieba klostridiové

kolitidy. Proto by schopnost cilit na patogeny piinesla zasadni zlepSeni v 1¢¢bé infekeci.

K vytvoteni 1é¢iv, které cilen€ uvolnuji protimikrobni latku v misté¢ infekce, miZeme
vyuzit naptiklad nékteré peptidazy, které jsou specifické pro infek¢ni agens. Piikladem
jsou nano&astice pripravené Insua et al.?® tvorené antimikrobné& piisobicim polyethylen-
iminem a kratkymi peptidovymi fetézci obsahujicimi sekvenci $t€penou elastazou LasB.
Peptidy vzdy obsahovaly sekvenci GLA mezi nékolika kyselymi AMK. Pti kontaktu
téchto zaporné nabitych peptidii s kladn€ nabitym polyethyleniminem dojde k samovolné

agregaci do nanocastic. Pokud dojde ke kontaktu téchto ¢astic s LasB, budou peptidy
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hydrolyzovany, nanocastice se rozpadnou a uvolni antimikrobni latku. Tyto polyiontové

nanocastice prokdzaly pii ndsledném testovani svoji selektivitu a nizkou toxicitu.

Podobnou strategii zvolili Zuo et al.?’ Zrozvétveného kopolymeru methakrylatu
a pentapeptidu WELQK pfipravili nanocastice obsahujici stiibrné ionty. Sekvence
WELQK je specificky Sté€pena proteazou SplB vylucovanou MRSA. Po nastépeni
polymeru je stfibro uvolnéno do okoli a u¢inn€ ni¢i bakterie. Tyto nanocastice
zakomponoval tym védct do néplasti, ktera byla se slibnymi vysledky otestovana na

povrchové infekci zpisobené MRSA.

Qi et al.®® sestrojili polymer zalozeny na chitosanové kostie. Na tuto kostru pfipojili
peptid s antimikrobnimi vlastnostmi KLAK a enzymaticky Stépitelny peptid
modifikovany PEG. Tento polymer samovolné formoval nanocastice s ochranou vrstvou
tvofenou PEG fetézci na povrchu. Cileny Uc¢inek zajiStovala peptidova sekvence
obsahujici motiv GPLGVRGC, ktery je S$tépen gelatindzou tvofenou nékterymi
bakteriemi, naptiklad S. aureus. Po nastépeni enzymem dojde k uvolnéni ochrannych
vrstev PEG. Néasledkem toho se nanocéstice rozvolni a odhali antimikrobné plsobici

peptidy, které reaguji s membranami pfitomnych patogend.

Jiny piistup zvolili Desgranges et al.”® Ptipraveny konjugét cefalotinu, cefalosporinu
1. generace, vyuzivd molekulu B-laktamu k zacileni G¢inku na bakterie produkujici
B-laktamazu a bakterie ni¢i pomoci kationického oktapeptidu s velkym mnozstvim
lipofilnich aminokyselin. Antimikrobni peptidy tohoto typu jsou charakteristické nizkou
selektivitou a Castymi nezddoucimi UCinky. Tento konjugét (struktura viz Obrazek 4)
vyuziva toho, Ze kladny naboj na N-konci peptidu je nezbytny pro antimikrobni u¢inek a
pfipojenim zéporn€ nabitého cefalosporinu dojde k zméné konformace a vyruSeni
celkového naboje molekuly. Karbamatova vazba byla vyuzita jako linker a triazolovy
cyklus vytvoreny s pomoci click chemie byl do struktury zaveden kviili komplikované
syntéze. Pfi kontaktu konjugatu s B-laktamazou dojde k rozstépeni B-laktamového cyklu
a nasledné 1,4-eliminace poskytne peptid s N-koncem ve form¢ aminu. Tento konjugat
tak cili na bakterie produkujici B-laktamazu, coz je nejcastéjsi forma rezistence u téchto
patogent a je zachovana i u MDR bakterii. Konjugat byl testovan in vivo na dvou
kmenech MRSA a ¢tyfech kmenech E. coli, z nichZ dva byly isogenické kviili hodnoceni
vlivu exprese B-laktamazy. MIC dosahovaly hodnot v fadu jednotek pumol.I! a oproti
samotnému peptidu byly srovnatelné nebo vyssi. MIC konjugatu na isogenni E. coli

exprimujici B-laktamazu byla oproti neexprimujicimu kmenu polovi¢ni.
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Obrazek 4: Struktura PDC s triazolovym linkerem vyuZivajici B-laktamové antibiotikum k zaméreni rezistentnich
bakterii.2?

Infekce spojené s biofilmy

Bakterialni biofilmy jsou biologicky aktivni komunity tvofené buitkami a extracelularni
hmotou. Vznikaji na povr§ich mimo, na, nebo i pfimo v téle a mohou byt tvoreny celou
fadou bakterii a hub bud’ samostatn¢, nebo i soucasné. Biofilmy vyrazné zvysuji odolnost
bakterii vi¢i imunitnimu systému, antibiotické¢ 1écbé a dal§im stresovym faktoram.

V ptipad tuberkuldzy se také podileji na poskozeni plicni tkang.

Schopnost tvofit biofilm je vyznamny faktor virulence. Infekce spojené s biofilmem jsou
Casto chronické a odolné viici 1€Ebe antibiotiky. Bakterie sou¢asti biofilmu maji az 1000x
vys$$i odolnost k ATB, z ¢asti diky obtizné penetraci 1€Civ pies extracelularni matrix.
Bakterialni biofilmy jsou tésn€ spojeny s rozvojem rezistence a diky usnadnénému
pfenosu plazmida 1 s Sifenim rezistence a vznikem multi- a kompletné rezistentnich
kment. V boji s bakteridlnimi biofilmy se v soucasné dobé vyuziva nekolika ptistupd,
mezi nimi jsou nanocastice, fotodynamicka terapie a peptidové nosice. Fotodynamicka

terapie se zvlasté v kombinaci s peptidovymi nosiéi jevi jako perspektivni volba.?!

Han et al®? se ve své praci zabyvali 1é¢bou infekéni keratitidy spojené s biofilmy.
Konkrétné se zaméfili na P. aeruginosa, ktera je ¢astym piivodcem rychle progredujicich
infekeci, a jeji schopnost tvofit biofilmy vyrazné ztézuje 1é¢bu. Cilem bylo piipravit nosic¢
pro fotosenzitizujici molekuly, ktery by umoznil dobrou penetraci do biofilmu a skrz
membrany bakterii. Kationické CPP jiz diive prokéazaly svou schopnost pronikat biofilmy,
problémem vSak byla jejich nizka specifita. Rozhodli se proto pfipravit nanocastice

aktivované metaloproteindzou-9, enzymem hojné ptfitomnym v prostfedi biofilmu. Jako
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cargo slouzil fotosenzitizér chlorin e6 konjugovany s B-cyklodextrinem kviili lepSimu
prostupu membranami. GPLGVRG je sekvence Sté€pitelnd metaloproteinazou-9, ktera
spojuje dalsi ¢asti peptidu. Po jejim rozstépeni dojde k oddéleni koncové Casti tvorené
zbytky kyseliny glutamové, ktera svym nabojem stabilizuje nanocastici a zabranuje
adhezi k membranam. Zbyla pozitivné nabita ¢ast umozni penetraci nakladu do biofilmu
k bakteriim. U¢innost byla ovéfena in vitro na P. aeruginosa inkubaci a naslednym
ozatenim. Takto bylo dosazeno zniCeni 99,9 % bakterii. Tyto nanocastice necekané
vykazovaly 1 vlastni baktericidni ucinek, kdy bez ozatfovani dokdzaly zahubit 89,1 %
bakterii. In vitro testy cytotoxicity na imortalizovanych epitelidlnich bunikach rohovky pii
vysokych koncentracich ukédzaly nizkou miru toxicity. Bez ozafovani bylo 95 % bunék

zivotaschopnych a po ozatovani 80 %.

2.2. Biologicka aktivita salicylamidi a salicylanilida

2.2.1. Salicylamid a salicylanilid

Salicylamid (2-hydroxybenzamid) a salicylanilid (N-fenyl-2-hydroxybenzamid) jsou
dusikaté derivaty kyseliny salicylové. Jméno této kyseliny je odvozeno od stromti rodu
vrba (Salix), v jejichz kife je obsaZzena. Kyselina salicylovd ma& v medicin€ dlouhou
historii. UZ 4000 let pfed nasim letopoctem znali analgetické U¢inky vrbové kiry
Sumerové. Po nich zacali vrbové kiiry vyuzivat Egyptané a nasledovaly dalsi kultury, az
se z vrbové kury stal rozsiteny 1ék proti bolesti a horecce. V roce 1828 byla objevena
aktivni slozka, glykosid salicin (struktura viz Obrazek 5), a 0 10 let pozdé&ji byla izolovana
samotna kyselina salicylova. Na konci 19. stoleti byla v laboratotich firmy Bayer kyselina
salicylova acetylovana a dala tak vzniknout dnes nejuzivanéj$i ucinné 1é€ivé latce na

svéts, kyseling acetylsalicylové (struktura viz Obrazek 5).%

0]
OJ\
HO O~ OH
Salicin Kyselina acetylsalicylova

Obrazek 5: Struktura salicinu a kyseliny acetylsalicylové.
Kyselina acetylsalicylova je sice nejrozsifenéjSim v mediciné pouzivanym salicylovym
derivatem, ale zdaleka ne jedinym. Mnoho U¢innych latek, registrovanych i v rtiznych

stupnich vyvoje obsahuje ve své struktuie skelet kyseliny 2-hydroxybenzoové. Zvlastni
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pozornost si zasluhuji zejména dusikaté derivaty, které se vyznacuji riznorodymi G€inky
a Sirokym potencidlnim vyuzitim. Konkrétné se v této praci budeme vénovat latkdm, které
ve své struktufe obsahuji motiv 2-hydroxybenzamidu, se substituci na amidovém dusiku,
benzenovém jadie nebo hydroxylové skupiné (modifikace salicylamidového skeletu
zobrazuje Obrazek 6). Tyto latky maji celou fadu ucinkti na biologické systémy, které 1ze

vhodnou upravou jejich struktury podpofit.

R
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Obrazek 6: Mozné modifikace salicylamidové struktury, kterymi se tato prace zabyva.

Salicylamid 1 salicylanilid jsou diky fenolové skupiné slabé kyseliny. Jsou to ve vodé
S$patné rozpustné bilé krystalické latky s analgetickymi a antipyretickymi 0¢inky.>*
Salicylamid se pouzival v nékterych volné prodejnych ptipravcich proti bolesti a
vneddvné dobé byl objeven jeho antibakterialni efekt na rezistentni Neisseria

gonorrhoeae.® Salicylanilid plisobi fungicidng a byva pouzivan k desinfekci.*

2.2.2. Biologické vlastnosti derivati

Salicylamidové derivaty vykazuji Sirokou Skalu biologickych aktivit. Kromé jiz
zminénych analgetickych a protizanétlivych ucinka se strukturnimi modifikacemi daji
ziskat latky s jinymi, ¢asto velmi Zddanymi G¢inky. Diky tomu jsou derivaty salicylamidu
a jejich biologicka aktivita objektem vyzkumu na mnoha pracovistich po celém svéte.
Tyto slou¢eniny jsou slibn¢ jako zdroj novych terapeutik pro riizna infekéni onemocnéni,

rakovinu a dalsi choroby.

Anthelmintika

Anthelmintika jsou latky, které pisobi proti parazitickym helmintim. Anthelmintické
ucinky derivati salicylamidu jsou dobfe znamé. Prvni anthelmintikum se strukturou
salicylamidu, niklosamid (Obrazek 7), byl poprvé syntetizovan v roce 1953 a dodnes
figuruje na seznamu esencialnich 1é¢iv WHO.?” Dnes se ve veterindrni a humanni

mediciné pouziva nékolik dalsich latek s touto strukturou. Jejich mechanizmus tc¢inku je
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komplexni a zahrnuje naruSeni nékolika funkci parazita soucasné, zejména blokuje

oxidativni fosforylaci. Dodnes viak neni mechanizmus ti¢inku zcela objasnén.*’
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Obrazek 7: Struktura niklosamidu (vlevo), rafoxanidu (uprostred) a nitazoxanidu (vpravo), anthelmintik s fadou
dalsich biologickych aktivit.

V pribéhu let byla u niklosamidu i dalSich anthelmitickych derivati salicylamidu
objevena fada dalSich potencidlné uzitecnych vlastnosti. Pisobi na nékteré drahy spojené
s metabolickymi onemocnénimi nebo rakovinou a maji Siroké antimikrobidlni ucinky.
Zejména antivirotické pusobeni je velmi potentni a niklosamid i nitazoxanid jsou
navrzeny a zkoumdny k 1écbé virovych infekci. Dal$i uc€inky, hlavné plsobeni na
rakovinné bujeni a ovlivilovani pochodi v CNS, jsou pfedmétem intenzivniho

vyzkumu.?’

Protizanétlivé latky

Kromé zakladniho salicylamidu a salicylanilidu vykazuje riizny stupen protizanétlivého
derivath dikladné prostudovéana, nicméné protizanétliva aktivita je zndma u fady latek,
zvla§té  halogenovanych.®® Nekteré jednoduché derivaty, naptiklad ethenzamid
(2-ethoxybenzamid), jsou stejn¢ jako samotny salicylamid v nékterych zemich soucasti
voln¢ prodejnych ptipravki. Latky se strukturou odvozenou od salicylové kyseliny
plusobi na zanét primdrn€ inhibici syntézy prostaglandinii. Navic plsobi nékteré

salicylamidy protizanétlivé také diky vychytdvanim volnych radikalt.>*

Antivirotika

Rozvoj virové rezistence a hrozba epidemii novych virit a novych mutaci jiz zndmych
virt vyZaduje vyvoj novych Sirokospektrych antivirotik. UZitecnost mnohych soucasné
uzivanych antivirotik je navic zna¢né limitovana jejich neZadoucimi G¢inky. Né&ktera
salicylamidova anthelmintika jsou jiZ pouzivana pro sviy Sirokospektry antiviroticky
ucinek a dalsi struktury se salicylamidovym motivem jsou intenzivné zkoumany s cilem

objevit nové struktury a mechanizmy t¢inku.
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Derivaty salicylamid u¢inkuji na viry nékolika riznymi mechanizmy a muzou tak
ucinn¢é bojovat s Sirokym spektrem virovych infekci. Nékteré derivaty ucinkuji jen
jedinym mechanizmem, zatimco jiné jsou schopné efektivné bojovat s infekcemi riiznymi
typy virl a uplatiiovat tak vice mechanizmii uc€inku. Naptiklad nitazoxanid (Obrazek 7),
anthelmintikum a soucasné Sirokospektré antivirotikum, ptisobi na koronaviry, flaviviry,
HBY, virus chiipky, RNA viry véetné HIV a dalsi (Tabulka 2 obsahuje ptiklady citlivych
kmenii s naméfenou aktivitou). Mezi znamé mechanizmy ucCinku patii blokovani
intracelularniho pohybu virionti, blokace syntézy virovych proteinti, inhibice uvolnéni

virionti z infikovanych buné&k a narugeni funkce hemagglutininu.*’

Tabulka 2: Antiviroticka aktivita nitazoxanidu na vybrané virové kmeny3°.

Virus Celed ECso [umol.I?]
SARS-CoV2 Coronaviridae 2,12
Dengue virus Flaviviridae 0,55
HCV Flaviviridae 0,21
ZIKV Flaviviridae 1,48
HBV Hepadnaviridae 0,12
Influenza HIN1 WSN Orthomyxoviridae 1,60
Rotavirus Sedoreoviridae 6,5
Chikungunya virus Togaviridae 2,96

Niklosamid (Obrazek 7) ma dobrou antivirotickou aktivitu, ale jeho farmakokinetické
parametry nejsou idedlni. Problémem je zejména Spatna rozpustnost a s tim souvisejici
nizka biodostupnost. Proto se design novych antiviroticky aktivnich salicylamidi
soustiedi na zvySeni rozpustnosti a soucasné zachovani aktivity. V tomto ohledu jsou
uspeésné substituce atomu chloru za vodik, methoxy skupinu nebo brom. Soucasné je
cilem nahradit nitro skupinu, kterd miize vést k toxickym metabolitim.* Nahrada
halogenem, trifluormethylem nebo fenylem vedla k zachovani u¢inku, ale dalSimu
sniZzeni rozpustnosti. Acylaci hydroxylové skupiny za vzniku proléCiva lze zlepSit
vstiebavani. Nahrada anilidového kruhu aromatickym heterocyklem substituovanym

elektron odtahujicimi skupinami se také ukazala jako vhodna.*®

Mnoho derivath salicylamidu, zejména nitrothiazolylové derivaty, vykazuji slibnou
antivirotickou aktivitu. Bohuzel byla vétSina testovanych salicylamid také znaéné
cytotoxicka. I ptesto zdjem o vyvoj novych antivirotik této struktury neutuchd a pokracuji
snahy o detailni popsani mechanizmi u¢inku a vytvoteni velké knihovny sloucenin za

ucelem popsani vztahi mezi strukturou a aktivitou.
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Antituberkulotika

Tuberkuléza je infekéni onemocnéni zplisobené mykobakteriemi, nejCastéji Mtb.
Mykobakterie disponuji nékolika vlastnostmi, které z nich ¢ini velmi problematické
a odolné patogeny. Zasadni je jejich silna bunécna sténa s obsahem mykolovych kyselin,
ktera jim poskytuje ochranu pted vnéjSimi faktory. Mykobakterie jsou také schopné
obchazet imunitni systém a mizou dlouhou dobu pfezivat v dormantnim stavu. Navic se
v poslednich letech zvySuje Cetnost rezistenci a vyskyt rezistentnich a multirezistentnich
kmenit Mtb v poslednich letech je alarmujici. Byly dokonce popsany i kmeny odolné viici
vSem dostupnym antituberkulotikiim. V soucasnosti patii tuberkul6za mezi infekcni
onemocnéni s nejvysSim poctem Gmrti a Siteni rezistentnich kment miize pocet obéti jeste
dramaticky zvysit. Derivaty salicylové kyseliny, zvlast¢ amidy a anilidy jsou intenzivné

zkouméany pro svou schopnost mykobakterie hubit.?’

Salicylanilidy G€inkuji odliSnym mechanizmem od jinych antituberkulotik a jsou tak
ucinné i na kmeny s Sirokym spektrem rezistenci. Kromeé nejcastéji se vyskytujiciho Mtb

plisobi i na atypické kmeny jako jsou M. avium a M. kansasii.*®

Kvili stavbé bunécné stény mykobakterii jsou preferovany latky s vysokou lipofilitou,
které dobte pronikaji vrstvou mykolovych kyselin. Z velkého mnozstvi pfipravenych
salicylamidli maji nejvySs$i Uc€inek na mykobakterie salicylanilidy, které jsou na
anilidovém 1 salicylovém jadfe substituovany halogenem nebo obdobnou skupinou. Na
salicylové Casti jsou preferovany pozice 4 a 5. Bohuzel v mnoha ptipadech je vynikajici
antimykobakteridlni aktivita derivatd salicylanilidu zastinéna jejich vysokou

cytotoxicitou.???

Napiiklad Ferriz et al.*! piipravili fadu derivatl s halogenem na kazdém benzenovém
jadre a hydroxylovou skupinu pfeménili na karbamat s alifatickym fetézcem (viz Obrazek
8). Tyto slouceniny mély, s MIC v fadu jednotek pmol.I!, viechny slibnou aktivitu.

Vykazovaly v§ak mirné cytotoxické G€inky a neprokéazaly tak dostate¢nou selektivitu.
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Obrazek 8: Priklady struktur aktivnich proti mykobakteriim pfipravené Paraskevopoulos et al. (vlevo)*? a Férriz et al.

(vpravo).4t

Antibakterialni aktivita

Infekéni onemocnéni bakteridlniho pivodu predstavuji rostouci celosvétovou hrozbu.
Diky nevhodnému a pfiliSnému uzivani antimikrobnich latek doSlo k rozvoji mnoha
rezistentnich kment 1 kmenl se zkfizenou rezistenci. Vysoky pocet diabetikd,
imunosuprimovanych a dalSich pacienti nachylnych k infekcim tento problém dale
prohlubuje. Z tohoto divodu je nutné hledat nové antimikrobni latky s inovativnim

mechanizmem uéinku.

Derivaty salicylové kyseliny, zejména ty obsahujici amidovou nebo karbamétovou
funkéni skupinu, jsou perspektivni skupinou latek v oblasti vyvoje novych antibiotik.*
Toto prokézali napiiklad Kratky et al.** piipravou a zhodnocenim antimikrobni aktivity
nékolika sérii benzamidovych derivat. Halogenované derivaty monosubstituované na
karbamatovém i amidovém dusiku vykazovaly in vitro nejvyssi antibakteridlni aktivitu
(piiklady nejaginngjsich latek na Obrazek 9). Uginné byly zejména na G+ bakterie véetné

MRSA. Na G- bakterie byla aktivita obecn€ nizsi.

HN (@) HN O
o Ao

Obrazek 9: Priklady salicylamidovych derivat(, ptipravenych Kratky et al.,**s dobrym G¢inkem na testované G+
bakterie.

S. aureus je Castym ptivodcem zavaznych infekci s rozvinutou rezistenci. Pfi screeningu

FDA registrovanych [é¢iv na modelovy organismus infikovany MRSA v ramci

29



repurposingu znamych 1éCiv byla objevena vyznamna bakteriostaticka aktivita

niklosamidu (Obréazek 7), znovu potvrzujici efektivitu salicylanilidovych derivata.*’

Antimykotika

Také houbové infekce jsou diky rozvoji rezistence proti bézn¢ uzivanym antimykotikiim
rostoucim problémem svétového zdravotnictvi. U salicylanilidu a nékterych piibuznych
latek byla popséna uc¢innost na houbové patogeny. Zvlasté u polyhalogenovanych
sloucenin je antifungélni ucinek vyrazny. Piikladem takové slouceniny je dibromsalan
(Obrazek 10). Antimykoticky efekt byl také popséan u salicylanilidovych anthelmintik,
jako tfeba niklosamidu a rafoxanidu (Obrazek 7).® U fady nové pfipravenych
salicylamidovych derivatl byla rovnéz popsana ucinnost proti nékterym patogennim
houbam. Napiiklad Kratky et al.*> popsali aktivitu série antimikrobidlnich karbamati
dihalogenovaného salicylanilidu (Obrazek 10). N&kolik té€chto slou¢enin mélo na nékteré

druhy patogennich hub Uc¢inek srovnatelny s bézné€ uzivanymi antimykotiky.

o C ¢
HN O HN (@) HN (@)

Obrazek 10: Struktury vybranych derivatd salicylamidu s antimykotickym plsobenim. Struktura dibromsalanu (vlevo)
a dihalogenovanych latek pripravenych Kratkym et al.*>

Antineoplastika
Rakovina je v modernim svéte jedna z nejastéjSich pficin smrti a podle predpoveédi bude

podet umrti dale stoupat.*

Rakovina je souhrnné oznafeni pro nemoci zapiicinéné
nekontrolovanym délenim vlastnich bunék. Existuje velké mnozstvi druhii rakoviny,
kazda s unikatnimi vlastnostmi a citlivosti k 1€¢bé. Terapie rakoviny je navic velmi ¢asto
spojena s vaznymi nezddoucimi ucinky. Tyto faktory ¢ini 1é€bu ndro¢nou pro pacienty
1 zdravotni systém a podtrhuji nutnost hledani novych alternativ.

Vroce 2006 popsali Imramovsky et al*’*

pfesmyk pii reakci salicylanilidl
s aminokyselinami. Pfi ném dojde pfes sedmiclenny intermedidt k pfesmyku za vélenéni
aminokyseliny mezi salicylovou a anilidovou ¢ast a jejich spojeni peptidovou vazbou.
Takto byl pfipraven soubor derivati salicylamidu, u kterych byla objevena znacna

antiproliferativni aktivita (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Priklad latky pfipravené pomoci popsaného presmyku s antineoplastickymi ucinky.*”
Nasledkem této publikace doslo k zvySenému z4jmu o salicylamidy ve vyvoji 1é¢iv na
rakovinu a vzniku novych strukturnich typt stimto motivem. Ptikladem jsou
sulfonamidy*® a thiazolidinony>® (Obrazek 12). U anthelmintik niklosamidu a rafoxanidu

(Obrazek 7) byla také popsana aktivita na celou fadu nadorovych onemocnéni.>”!
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Obrazek 12: Struktury s protinddorovou aktivitou popsané Galal et al.*° (vpravo) a Othman et al.>° (vlevo). Tyto
struktury kombinuji salicylamidovou strukturu s dalSim dcinnym motivem.

Jako nejucinngjsi se ukazuji derivaty se substituci v poloze 5 salicylamidu, nejcastéji
chlorem nebo 1 substituovanou aminoskupinou. Na amidovém dusiku je navéazané
benzenové jadro, bud’ piimo, nebo pres kratky mustek, které je substituované v poloze 4.

Tam je preferovana elektron odtahujici skupina.*’

U latek s motivem salicylamidu miizeme pozorovat n¢kolik mechanizmt ptisobeni, které
se mohou v terapii rakoviny uplatnit. Napiiklad jde o naruSeni drah Wnt/B-catenin,

mTOR a STAT3, které vedou k apoptoze a inhibice polymerace tubulinu.?”-2

Jiné vyuziti salicylamidovych derivatéi v boji s rakovinou popsali Cogan a Koch.>
K 1é¢bé rakoviny prostaty vytvofili konjugat doxorubicinu s androgennim antagonistou
nilutamidem (Obrazek 13). Ke spojeni vyuzili pravé salicylamid, ktery soucasné slouzi
jako spousté¢ uvolilovani cytostatika. Po navazani konjugéatu na receptory androgent

dojde k hydrolyze vazeb a dojde k uvolnéni derivatu doxorubicinu, ktery poskozuje DNA
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bunék. Takto byla zvySena ucinnost doxorubicinu, ktery samostatné neni pfili§ i¢inny na

rakovinu prostaty, a zaroven byly omezeny nezadouci ucinky.

N
FsC 7/
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O

Obrazek 13: Struktura konjugatu doxorubicinu s antineoplastickym plsobenim pfipraveného Cogan a Koch.53 Modfe
zvyraznén salicylamidovy linker.

ZI

Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni a nejcastéjsi pti¢ina demence.
Dochazi pfi ni k hromadéni B-amyloidu, naruseni homeostdzy kovi a degeneraci
cholinergnich neuronti v CNS spojené se zanétem a nasledné k poruchdm paméti a snizeni
dalSich kognitivnich funkci. SniZena aktivita cholinergniho systému je povaZovana za
zasadni a zaméfuje se na ni tedy vétSina lécebnych postupti. Tam se uplatiiuji inhibitory
acetylcholinesterdzy (AChE) a butyrylcholinesterazy (BuChE), které uspéSné zvySuji

hladinu acetylcholinu v CNS a zlepsSuji kognitivni funkce.

Derivaty salicylové kyseliny jsou zajimavé pro vyvoj 1é¢iv proti AD diky kombinaci
ucinkil na nckolik faktorii podilejicich se na patogenezi soucasn€. Maji protizanétlivé
ucinky, které jsou spojeny s niz§im rizikem AD, snizuji oxidativni stres a vychytdvaji
volné radikaly a jsou to efektivni chelatory kovii. Samotna salicylova kyselina je také
schopna omezené inhibovat AChE a zavedenim vhodnych skupin lze tuto aktivitu

vyrazné posilit.

Kratky et al.>*> ptipravili nékolik typti derivatii salicylové kyseliny s inhibiéni aktivitou
na cholinesterdzy. Strukturné se jednalo predev§im mono- a disubstituované karbamaty
nebo estery (thio)fosforecné kyseliny a salicylanilidi (Obrazek 14). Preferencni byly
latky dihalogenované v poloze 5 salicylového jadra a souCasné€ i v meta nebo para poloze
anilinu. Usp&né piipravili derivaty s riznym stupném selektivity k AChE a BuChE
s aktivitou srovnatelnou nebo prevysujici dudlni inhibitor AChE 1 BuChE pouZzivany

k 1é€bé AD, rivastigmin.
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Obrazek 14: Priklady inhibitord cholinesteraz obsahujicich karbamatovou skupinu nebo ester kyseliny
thiofosforecné.>4->6

1.7 ptipravili sérii salicylamidii substituovanych na amidovém dusiku linkerem

Song et a
s délkou 3-6 uhlikl a nasledné dusikem, ktery byl substituovan dvéma zbytky nebo byl
soucasti cyklu. Nékteré z téchto latek (Obrazek 15) mély potentni inhibi¢ni aktivitu na
AChE a zéroven i chelata¢ni, antioxida¢ni a protizdnétlivé ucinky a potlacovaly agregaci
B-amyloidu. V navazujici praci®® predchozi strukturu efektivng zdvojili a ziskali tak

diamid kyseliny dihydroxyparaftalové.

OH

Obrazek 15: Struktury latek pripravenych Song et al.57>8 s multimodalnim Uc¢inkem na Alzheimerovu chorobu.
U¢inky na CNS
Mnoho pacient trpicich psychickymi poruchami nereaguje dostate¢né na lécbu nebo ji
netoleruje. Zmudzka et al.>® popsali pii pokusech na mysich antidepresivni, anxiolytické
a antipsychotické plsobeni salicylamidovych derivati (Obrazek 16) a jejich ucinky na
pamét. Tyto derivaty ovliviiovaly serotoninové a dopaminové D, receptory.
Dalsi derivat, rakloprid, je selektivnim antagonistou D; receptort a fadi se tak mezi

typicka antipsychotika.
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Obrézek 16: Struktury latek pGsobicich na CNS obsahujici strukturu salicylamidu. Latka pfipravend Zmudzka et al.5°
(vlevo) a rakloprid (vpravo)

Ostatni
Kromeé jiz zminénych biologickych aktivit byla u derivati salicylamidu popsana cela fada
dalsich ucinkt. Ackoliv jim zatim neni vénovana velkd pozornost, mohou v budoucnu

nekteré z nich najit zasadni vyuZiti.

Napiiklad Tao et al.%° popsali pozitivni efekt niklosamidu na kontrolu glykémie u mysi
a demonstrovali tak mozné uplatnéni derivatd salicylamidu v 1écb¢é diabetu. V nedavné
dobé byla také popsana schopnost salicylamidovych derivati inhibovat pankreatickou
lipdzu a omezovat vstiebavani tukll z potravy. V porovnéni s registrovanym orlistatem
jsou salicylamidové derivaty potencidlné bezpecné&jsi s niz§Sim vyskytem nezadoucich
G¢inkt pti dlouhodobém pouzivani.®!

Pii hleddni vhodného antagonisty k neutralizaci LMWH narazili Kuziej et al.%* na
derivaty salicylamidu, které dokézaly vazat heparin a narusit tak jeho Gc¢inek. V in vitro
1in vivo testech prokazaly tyto latky schopnost rusit t¢inky LMWH s n¢kolikanasobné
vyssi t€innosti neZ protamin.

U né&kterych pfirodnich latek ptibuznych salicylové kyselin€ (Obrazek 17) byla objevena
inhibi¢ni aktivita na RANKL, ktery je zasadni pro aktivaci osteoklastli. Ve snaze ziskat
nové latky sniZujici kostni resorpci bylo pfipraveno nékolik sérii latek se strukturou

salicylanilidu, na kterych byly popsany zékladni strukturni motivy nutné pro Gi¢inek.%>%*
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Obrazek 17: Struktury inhibitord aktivity osteoklast(i. Nahofe ptirodni latky: salicylat sodny a paeonol. Dole
syntetické derivaty salicylanilidu s vysokou G¢innosti.63.64

Déle byl vramci drug-repurposingu objeven stimulujici efekt oxyklozanidu,

anthelmintika pfibuzného niklosamidu, a dalSich salicylamidi na obrannou schopnost

rostlin.®

Strukturu salicylamidu obsahuje ve své molekule také nékolik 1éCiv ze skupiny f-
blokatorti s parcialni antagonistickou aktivitou i na a receptorech (Obrazek 18).
an®)

0]
OH @) OH O

ZT
ZT

NH, NH;

OH OH
Labetalol Medroxalol

Obrazek 18: Molekuly a a B antagonist( obsahujicich salicylamidovou ¢ast.
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3. Cile prace

Cilem prace na malych molekuldch byla syntéza novych halogenovanych derivati
salicylamidu obsahujicich karbamatovou funkéni skupinu. Tyto latky strukturné
vychézeji z N,N-disubstituovanych a N-monosubstituovanych karbamati, které byly
piipraveny jako potencialni inhibitory AChE a BuChE (Obrazek 19).%¢ U nich byla kromé
inhibi¢niho ptsobeni na cholinesterazy zjiSténa i1 zatim nepublikovand antimikrobni
aktivita vic¢i G+ bakteriim. Zv1ast¢ u monosubstituovanych derivati byla tato aktivita

vysoka.

FsC CF3

F3C\©/CF3 F3C\©/CF3
HN (0] HN O J HN (0]
H |
(0] N (0] N (0] N
\n/ ~(Et - Hex) /5/ \n/ ~ X /5/ \n/ ~
0] S
Br Br

(0]
Br

Obrazek 19: Struktury publikovanych inhibitord cholinesteraz, u kterych byla zjisténa antimikrobni aktivita.®

Karbamaty budou pfipraveny reakci isokyanatti s hydroxy skupinou derivata salicylové
kyseliny. U pfipravenych latek bude zhodnocena antimikrobni aktivita a cytotoxicita a
budou popsany vztahy mezi aktivitou a strukturou. Zejména bude sledovan vliv

pfitomnosti druhého aromatického jadra.

Cilem prace na peptidovych nosicich byla ptiprava tandemovych peptidovych nosict
obsahujicich sekvence tuftsinu a fragmentu D glykoproteinu (gD) herpes simplex viru 1
(HSV-1). Tyto peptidové nosi¢e jsou navrzeny pro piipojeni k vhodnému

antituberkulotiku, ¢imzZ by zvySily jeho G€innost na intracelularni patogeny.

Tuftsin je pfirozeny tetrapeptid vznikajici Stépenim Fc regionu IgG protilatek. Ma
imunostimulaéni G¢inky a je schopen prochdzet do bun¢k vazbou na neuropilinovy

receptor, ktery se nachazi zejména na povrchu makrofagit.>*
D glykoprotein patii do skupiny glykoproteinii, které umoziiuji HSV-1 vstupovat do
hostitelské bunky. Vaze se na receptor nectin-1, ktery je exprimovan na povrchu fady

bunék, a po navazani zprostiedkuje vstup virionu do bunky. Pfedchozi studie odhalily

fragment 228-243, ktery se zasadné podili na internalizaéni schopnosti.®’
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Spojenim téchto dvou peptidovych sekvenci se schopnosti prochiazet biologickymi
membranami do jediného peptidu planujeme ziskat peptidovy nosic¢ s vysokou schopnosti

internalizace a zaroven 1 selektivitou k cilenym bunkam.

Peptidy budou pfipraveny na pevné fazi s vyuzitim Fmoc/¢-Bu strategie. Pripravené
peptidy budou znaleny fluoroforem a budou u nich provedeny testy internalizace,

intracelularni lokalizace a cytotoxicity.
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4. Experimentalni Cast

4.1. Malé molekuly

4.1.1. Obecna cast

Pti syntézach byly pouzity komeréné dostupné chemikalie a rozpoustédla od firem Merck
(Darmstadt, Némecko) a Penta Chemicals (Praha, Ceska republika), které byly dale

pouzity bez dalsiho ¢isténi, pouze n-hexan byl purifikovan destilaci.

Pribéh vsSech reakci byl pravidelné monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie
(TLC). Jako stacionarni faze byly pouzity desti¢ky s 0,2 mm vrstvou silikagelu 60 F254
od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Jako mobilni faze byla pouzivana soustava
toluen/ethyl-acetat v pomeéru 4:1 (v/v) nebo dichlormethan/methanol 4:0,3 (v/v), detekce
byla provadéna UV lampou (UV Lamp 4, Camag, Muttenz, Svycarsko) pii vinovych
délkach 254 a 366 nm.

Teploty tani byly stanoveny v oteviené kapilafe v pfistroji Melting Point Machine B-540

(Biichi, Flawil, Svycarsko) a nejsou korigovany.

Infracervend spektra byla zmétfena technikou ATR (attenuated total reflectance; Ge
krystal) spektrofotometrem Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Spojené staty americké) v rozmezi 650—4000 cm™'. Méfeni probihala na
Katedfe organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Krélové (pani Iva Vencovskad).

NMR spektra byla zmétena na Katedfe organické a bioorganické chemie Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové doc. PharmDr. Jifim KuneSem, CSc. Méteni
probihala pii laboratorni teploté na piistrojich Varian VNMR S500 (500 MHz pro 'H a
126 MHz pro '*C; Varian Comp., Palo Alto, Spojené stity americké) a INM-ECZ 600R
(600 MHz pro 'H a 151 MHz pro !*C; JEOL, Tokio, Japonsko). Jako rozpoustédlo byl
pouzit deuterovany dimethylsulfoxid (DMSO-ds). Hodnoty chemického posunu o
(v ppm) v protonovych spektrech jsou vztazeny neptimo k tetramethylsilanu, uhlikové
posuny byly stanoveny podle centralni linie signalu rozpoustédla (DMSO-ds pii & =
39,5 ppm). Interakeni konstanta (J) je uvedena v Hz. NMR spektra byla vyhodnocena
pomoci programu MestReNova (Mestrelab Research, Santiago de Compostela,

Spanélsko).
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Os__NH, O<__NH
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Br 6 O 4 6 O
5
Br

Obrazek 20: Cislovani atomil pouZité p¥i popisu NMR spekter.
Elementarni analyza (C, H, N) byla provedena na pfistroji Vario MICRO Cube Element
Analyzer (Elementar Analysensysteme, Hanau, Némecko) na Katedie farmaceutické
chemie a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. Vypoctené

1 zmétené hodnoty jsou udany v procentech.

Chemické vzorce a reakéni schémata byly vytvofeny a chemické nazvy byly
zkontrolovany pomoci programu ChemDraw 22.2 (CambridgeSoft, Cambridge,

Massachusetts, Spojené staty americkeé).

Cistota piipravenych slou¢enin byla ovéfena pomoci TLC, NMR spektroskopie, teploty

tani a elementéarni analyzy.
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4.1.2. Ptiprava a charakterizace slouc¢enin
Ptiprava A6, AS a A4

Hexyl-, pentyl- a butyl-karbamaty 5-bromsalicylamidu byly pifipraveny reakci komercéné

dostupného 5-bromsalicylamidu s pfislusnym isokyanatem.

/\N/\
O NH2  1eq. Os_NH,
H
OH 1.1eq. OCNR O\n/N\R
MeCN (0]
Br 1h Br

R=CnH2n+1, n=4-6

1 mmol (216 mg) 5-bromsalicylamidu byl navazen do vysusené baiiky s kulatym dnem
a zbaven zbytkové vlhkosti vakuem a proudem dusiku. Do baiiky bylo pfidano 16 ml
bezvodého acetonitrilu, poté byl pfidan 1 ekvivalent (1 mmol, 101 mg, 139 pnl)
triethylaminu a smés michana do rozpusténi. Po uplném rozpusténi bylo ptfidano
1,1 ekvivalentu (1,1 mmol) isokyanatu. Roztok byl zahtat na 70 °C a po 1 h byl ochlazen
a vykrystalizovany produkt ziskdn vakuovou filtraci ptes nu¢. Nasledné byl produkt

ptecistén rekrystalizaci z ethyl-acetétu.

Reakce byla priibézné monitorovana pomoci TLC (mobilni faze: dichlormethan/methanol

4:0,3 (VIv)).
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4-Brom-2-karbamoylfenyl-hexylkarbamat [A6]

Os__NH,
O\ﬂ/ N NS
Br (@)
Sumarni vzorec C14H19BrN203
Relativni molekulova hmotnost 343,22
Popis Bila krystalicka latka
Teplota tani 234-235 °C
Retencni faktor 0,69
Vytézek 77 %

"H NMR (500 MHz, DMSO-dy): 8 7.79 (t,J = 5.6 Hz, 1H, OCONH), 7.74 (d, J = 2.6 Hz,
1H, H3), 7.63 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H, H5), 7.57 (s, 2H, CONH>), 7.13 (d, J = 8.6 Hz,
1H, H6), 3.03 (td, J= 7.1, 5.7 Hz, 2H, C'H,), 1.48 — 1.41 (m, 2H, C?H,), 1.33 — 1.21 (m,
6H, C*H,, C*H, C°H,), 0.86 (t, J= 7.2 Hz, 3H, CH3).

3C NMR (126 MHz, DMSO): § 165.74, 153.80, 148.19, 134.09, 132.07, 131.60, 126.36,
117.37,41.00, 31.41, 29.58, 26.32, 22.50, 14.39.

IR: 3343, 3172, 2962, 2929, 2855, 1719, 1655, 1225, 865, 640 cm™".
EA: vypocteno: C, 48.99; H, 5.58; N, 8.16 nalezeno: C, 48.94; H, 5.63; N, 8.19.
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4-Brom-2-karbamoylfenyl-pentylkarbamat [AS]

Os__NH,
H
O\n/ N~
0]
Br

Sumarni vzorec C13H17BrN203
Relativni molekulova hmotnost 329,19
Popis Bila krystalicka latka
Teplota tani 235-237 °C
Retencni faktor 0,64
Vytézek 64 %

"H NMR (600 MHz, DMSO-dy): § 7.75 (t,J = 5.7 Hz, 1H, OCONH), 7.71 (d, J=2.5 Hz,
1H, H3), 7.60 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H, H5), 7.54 (s, 2H, CONH>), 7.09 (d, J = 8.6 Hz,
1H, H6), 2.99 (td, J=7.1, 5.8 Hz, 2H, C'Hy), 1.42 (p, J= 7.2 Hz, 2H, C*H,), 1.29 — 1.21
(m, 4H, C3Hy, C*H>), 0.84 (t, J= 7.0 Hz, 3H, CH3).

3C NMR (151 MHz, DMSO): § 165.82, 153.87, 148.26, 134.15, 132.13, 131.69, 126.43,
117.44, 41.03, 29.36, 28.90, 22.33, 14.44.

IR: 3342, 3176, 2932, 1716, 1653, 1256, 1222, 672, 639 cm™".
EA: vypocteno: C, 47.43; H, 5.21; N, 8.51 nalezeno: C, 47.40; H, 5.28; N, 8.50.
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4-Brom-2-karbamoylfenyl-butylkarbamat [A4]

Ox__NH,
H
O\n/ N ~_~
(0]
Br

Sumarni vzorec C12H15sBrN203
Relativni molekulova hmotnost 315,17
Popis Bila krystalicka latka
Teplota tani 232 °C-233 °C
Retencni faktor 0,61
Vytézek 43 %

"H NMR (600 MHz, DMSO-dy): § 7.75 (t,J = 5.6 Hz, 1H, OCONH), 7.70 (d, J=2.6 Hz,
1H, H3), 7.60 (dd, J = 8.6, 2.7 Hz, 1H, H5), 7.54 (s, 2H, CONH>), 7.09 (d, J = 8.7 Hz,
1H, H6), 3.01 (td, J= 7.0, 5.7 Hz, 2H, C'Hy), 1.40 (p, J=7.0 Hz, 2H, C*H,), 1.32 — 1.24
(m, 2H, C*Hy), 0.85 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CH3).

3C NMR (151 MHz, DMSO): § 165.83, 153.89, 148.26, 134.16, 132.12, 131.71, 126.44,
117.45,40.73, 31.80, 19.88, 14.18.

IR: 3336, 3180, 2960, 2933, 2873, 1715, 1653, 1411, 1253, 1220, 1091, 872, 781, 671,
637 cm’.

EA: vypocteno: C, 45.73; H, 4.80; N, 8.89 nalezeno: C, 45.77; H, 4.82; N, 8.93.
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Ptiprava latek A3 a A2
Propyl- a ethyl-karbamaty 5-bromsalicylamidu byly pfipraveny analogicky k pfedchozim

sloucenindm za upravenych podminek.

/\N/\
O NH,  1eq. O«__NH,
H
OH 1.5eq. OCNR O\n/N\R
MeCN (0]
Br Reflux ~ Br
2h

R=CnH2n+1, n=2-3

Do vysuSené¢ banky s kulatym dnem bylo navdZeno 2 mmol (432 mg) 5-bromsalicylamidu
a zbytkova vlhkost byla odstranéna pomoci vakua a proudem dusiku. Do baiiky bylo
pridano 50 ml bezvodého acetonitrilu, pfidan 1 ekvivalent (2 mmol, 202 mg, 278 ul)
triethylaminu a smés byla michana do rozpusténi. Po uplném rozpusténi bylo ptidano
1,5 ekvivalentu (3 mmol) isokyanatu. Roztok byl zahtivan pod zpétnym chladicem a po
dvou hodinach byl ochlazen a vykrystalizovany produkt ziskan vakuovou filtraci ptes

nué. Nasledné byl produkt precistén rekrystalizaci z ethyl-acetatu.

Reakce byla pribézné monitorovana pomoci TLC (mobilni faze: dichlormethan/methanol

4:0,3 (V/v)).
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4-brom-2-karbamoylfenyl-propylkarbamat [A3]

O<__NH,
H
O\ﬂ/ N~
0]
Br

Sumarni vzorec CuHi13BrN203
Relativni molekulova hmotnost 301,14
Popis Bila krystalicka latka
Teplota tani 237238 °C
Retencni faktor 0,55
Vytézek 46 %

"H NMR (600 MHz, DMSO-dy): § 7.76 (t, J = 5.7 Hz, 1H, OCONH), 7.70 (d, J=2.6 Hz,
1H, H3), 7.60 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H, H5), 7.54 (s, 1H, CONH>), 7.10 (d, J = 8.7 Hz,
1H, H6), 2.97 (q, J = 6.6 Hz, 2H, C'H>), 1.47 — 1.40 (m, 2H, C*Hy), 0.84 (t, J = 7.4 Hz,
3H, CH3).

3C NMR (151 MHz, DMSO): § 165.85, 153.93, 148.26, 134.17, 132.12, 131.72, 126.44,
117.46,42.84,22.98, 11.74.

IR: 3339, 3178, 2962, 1716, 1655, 1630, 1412, 1257, 1222, 833, 672, 657, 639 cm™".
EA: vypocteno: C, 43.87; H, 4.35; N, 9.30 nalezeno: C, 43.89; H, 4.30; N, 9.26.
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4-brom-2-karbamoylfenyl-ethylkarbamat [A2]

O _NH,
H
T
(0]
Br

Sumarni vzorec C10HuBrN203
Relativni molekulova hmotnost 287,11
Popis Bila krystalicka latka
Teplota tani 235-236 °C
Retencni faktor 0,50
Vytézek 42 %

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 8 7.75 (t, J = 5.6 Hz, IH, OCONH), 7.70 (d, J = 2.6 Hz,
1H, H3), 7.60 (dd, J= 8.7, 2.6 Hz, 1H, H5), 7.54 (s, |H, CONHH), 7.53 (s, |H, CONHH),
7.10 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H6), 3.08 — 3.00 (m, 2H, CHa), 1.04 (t, J= 7.2 Hz, 3H, CHs).

3C NMR (151 MHz, DMSO): § 165.90, 153.74, 148.24, 134.15, 132.10, 131.78, 126.40,
117.45, 35.94, 15.35.

IR: 3344, 3181, 2984, 1716, 1651, 1625, 1533, 1480, 1411, 1253, 1222, 1097, 983, 838,
672, 629 cm™'.

EA: vypocteno: C, 41.83; H, 3.86; N, 9.76 nalezeno: C, 41.88; H, 3.89; N, 9.72.
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Ptiprava latky B0
3,5-Bis(trifluormethyl)anilid 4-bromsalicylové kyseliny byl piipraven reakci 4-brom-
salicylové kyseliny s chloridem fosforitym a 3,5-bis(trifluormethyl)anilinem v mikro-

vinném reaktoru.

F4C CF;
F4C CF,
O+, OH 1eq. NH,
OH 1,5eq.PCl; o NH

—_—

PhCI OH
MW
Br 1h

Br

20 mmol (4,34 g) 4-bromsalicylové kyseliny bylo navazeno do baiky s kulatym dnem
a suspendovano ve 100 ml chlorbenzenu. Nésledné byl piidan 1 ekvivalent (20 mmol,
4,58 g, 3,12 ml) 3,5-bis(trifluormethyl)anilinu a nakonec 1,5 ekvivalentu (10 mmol,
1,37 g, 0,87 ml) chloridu fosforitého. Tato smés byla umisténa do mikrovinného reaktoru
(530 W) na 60 minut. Nasledné byla smés za horka zfiltrovana a filtrat chlazen 1 hodinu
pti +8 °C. Vykrystalizovany produkt byl ziskan filtraci a jeho Cistota byla ovéfena pomoci
TLC (mobilni faze: toluen/ethyl-acetat 4:1 (v/v)).
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N-[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]-4-brom-2-hydroxybenzamid [B0]

F3C\©/CF3

@) NH
OH

Br
Sumarni vzorec Ci1sHsBrFsNO:2
Relativni molekulova hmotnost 428,13
Popis Bilé krystalicka latka
Teplota tani 203-204 °C (v literatuie 218-219 °C)%®
Retencni faktor 0,64
Vytézek 88 %

'H NMR (600 MHz, DMSO-dy): & 11.61 (s, 1H, OH), 10.75 (s, 1H, CONH), 8.39 (s, 2H,
H2', H6"), 7.76 (s, 1H, H4"), 7.73 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H6), 7.17 (d, J= 1.9 Hz, 1H, H3),
7.13 (dd, J= 8.4, 1.9 Hz, 1H, H5).

13C NMR (151 MHz, DMSO): § 166.44, 158.66, 140.83, 131.73, 131.23 (q, J = 32.7 Hz),
126.89, 123.74 (q, J = 272.7 Hz), 122.88, 120.79 (q, J = 4.0 Hz), 120.19, 118.73, 117.24
(q, J = 4.0 Hz).

IR: 3316, 3168, 2988, 1643, 1602, 1564, 1381, 1275, 1184, 1130, 1112, 893, 682, 660

cm.

EA: vypocteno: C, 42.08; H, 1.88; N, 3.27 nalezeno: C, 42.18; H, 1.84; N, 3.29.
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Ptiprava latek B6 a BS
Hexyl- a pentyl- karbamaty salicylanilidu B0 byly piipraveny obdobnym postupem jako
karbamaty 5-bromsalicylamidu, tedy reakci salicylanilidu s pfisluSnym isokyanatem za

teploty varu rozpoustédla v pfitomnosti baze.

FsC CF; Fs;C CF;
/\N/\
1 eq. ~

O NH 1.5eq. OCNR (0] NH

H
OH MeCN (0] N.
Reflux \ﬂ/ R
2h (0]
Br Br

R:CnH2n+1 , n=5-6

Do vysusené baiiky s kulatym dnem bylo navazeno 2 mmol (856 mg) latky B0 a zbytkova
vlhkost byla odstranéna pomoci vakua a proudu dusiku. Do banky bylo ptidano 50 ml
bezvodého acetonitrilu, pfidan 1 ekvivalent (2 mmol, 202 mg, 278 pl) triethylaminu
a smes michana do rozpusténi. Po uplném rozpusténi bylo pfidano 1,5 ekvivalentu
(3 mmol) isokyanatu. Roztok byl zahtivan pod zpétnym chladi¢em a po dvou hodinach

byl ochlazen a vykrystalizovany produkt ziskan vakuovou filtraci pfes nuc.

Reakce byla priibézn€ monitorovana pomoci TLC (mobilni faze: toluen/ethyl-acetat 4:1,

(Vv/V)).
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2-{[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl |karbamoyl}-5-bromfenyl-hexylkarbamat [B6]

F3C\©/CF3
0] NH
H
O\H/N\/\/\/
0]
Br

Sumarni vzorec C22H21BrFsN203

Relativni molekulova hmotnost 555,32

Popis Bila krystalicka latka
Teplota tani 213-214 °C
Retenc¢ni faktor 0,84

Vytézek 45 %

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): § 10.86 (s, 1H, CONH), 8.34 (s, 2H, H2’, H6"), 7.82 (t,
J=5.9 Hz, |H, OCONH), 7.75 (s, 1H, H4"), 7.62 — 7.54 (m, 2H, H3, H4), 7.50 (d, J =
1.9 Hz, 1H, H6), 2.90 (q, J = 6.5 Hz, 2H, C'Hy), 1.27 — 1.18 (m, 4H, C2H,, C3Hy), 1.12 -
1.02 (m, 4H, C*Ha, C’H,), 0.72 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHs).

BCNMR (151 MHz, DMSO): § 164.97, 153.84, 149.75, 141.47,131.29 (q, J = 32.7 Hz),
130.92, 129.44, 128.65, 126.77, 124.47, 123.75 (q, J=273.1 Hz), 119.88 (q, J = 3.8 Hz),
116.93 (q, J = 3.8 Hz), 40.89, 31.28, 29.49, 26.07, 22.34, 14.19.

IR: 3388, 3343, 2933, 1720, 1562, 1383, 1279, 1172, 1126, 905, 700, 683 cm™".
EA: vypocteno: C, 47.58; H, 3.81; N, 5.04 nalezeno: C, 47.62; H, 3.80; N, 4.97
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2-{[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-5-bromfenyl-pentylkarbamat [B5]

F3C\©/CF3
(@) NH
H
O\H/N\/\/\
o]
Br

Sumarni vzorec C21H19BrFeN203

Relativni molekulova hmotnost 541,29

Popis Bil4 krystalicka latka
Teplota tani 128-130 °C
Retencni faktor 0,81

Vytézek 51 %

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds): § 10.86 (s, 1H, CONH), 8.34 (s, 2H, H2", H6"), 7.82 (4,
J=15.9Hz, 1H, OCONH), 7.76 (s, 1H, H4"), 7.62 — 7.54 (m, 2H, H3, H4), 7.50 (d, J =
1.9 Hz, 1H, H6), 2.90 (q, J = 6.5 Hz, 2H, C'H,), 1.33 — 1.15 (m, 6H, C?H,, C*Hy, C*H>),
0.82 (t,J=7.2 Hz, 3H, CHa).

13C NMR (151 MHz, DMSO): § 164.97, 153.83, 149.75, 141.45, 131.29 (q, J = 31.8 Hz),
130.91, 129.41, 128.65, 126.77, 124.44, 123.76 (q, J = 272.7 Hz), 119.89 (q, J = 3.8 Hz),
116.97 (q, J = 3.8 Hz), 39.72, 30.27, 29.15, 22.43, 14.47.

IR:3386,3333,2955,2934, 2862, 1719, 1618, 1591, 1562, 1474, 1383, 1278, 1181, 1172,
1127, 885, 734, 701, 624 cm’".

EA: vypocteno: C, 46.60; H, 3.54; N, 5.18 nalezeno: C, 46.55; H, 3.50; N, 5.22.
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Ptiprava latek B4, B3 a B2
Butyl-, propyl- a ethyl- karbamaty salicylanilidu B0 byly pfipraveny reakci salicylanilidu

BO s piislusnym isokyanatem v uzaviené tlakuvzdorné nadobeé.

R=CnH2n+1 , n=2-4

Do tlakuvzdorné nadobky o objemu 3 ml bylo navazeno 0,5 mmol (214 mg) latky BO,
pfidany 3 ml bezvodého acetonitrilu a smés dikladné zamichana. Po rozpusténi bylo
pfiddno 5 ekvivalentt (2,5 mmol) isokyanatu, nddobka tésné uzaviena a zahtivana hodinu
na 200 °C. Po ochlazeni byla reakéni smés prevedena do Erlenmeyerovy baiiky a byla
k ni za pribézného michani postupné ptidavana destilovana voda, dokud vznikal bily
zakal. Nésledné byla smés chlazena hodinu pfi + 8 °C, vznikly precipitat byl odfiltrovan

a produkt byl ziskan odpatfenim zbylého roztoku.

Cistota produktu byla ovéfena pomoci TLC (mobilni faze: toluen/ethyl-acetat 4:1 (v/v)).
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2-{[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl|karbamoyl}-5-bromfenyl-butylkarbamat [B4]

F3C\©/CF3
O NH
H
O\H/N\/\/
O
Br

Sumarni vzorec C20H17BrFeN203

Relativni molekulova hmotnost 527,26

Popis Bil4 krystalicka latka
Teplota tani 166167 °C
Retencni faktor 0,8

Vytézek 33 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 10.91 (s, 1H, CONH), 8.38 (d, J = 1.7 Hz, 2H, H2’,
H6"), 7.86 (t, J= 5.9 Hz, 1H, OCONH), 7.80 (s, 1H, H4"), 7.65 — 7.58 (m, 2H, H3, H4),
7.54 (d, J=1.9 Hz, 1H, H6), 2.94 (q, J = 6.6 Hz, 2H, C'Hy), 1.28 — 1.22 (m, 2H, C*H>),
1.17 - 1.09 (m, 2H, C*H,), 0.68 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CHs).

BC NMR (126 MHz, DMSO): § 164.65, 153.49, 149.42, 141.11, 130.94 (q, J = 32.7 Hz),
130.55, 129.07, 128.31, 126.40, 124.15, 123.41 (q, J=272.8 Hz), 119.50 (q, J = 3.8 Hz),
116.63 (q, J = 3.8 Hz), 40.20, 31.34, 19.23, 13.47.

IR: 3330, 3239, 2967, 2936, 2878, 1719, 1690, 1652, 1596, 1570,1468, 1398, 1278, 1226,
1169, 1129, 1106, 878, 700, 682 cm™.

EA: vypocteno: C, 45.56; H, 3.25; N, 5.31 nalezeno: C, 45.51; H, 3.29; N, 5.33.
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2-{[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-5-bromfenyl-propylkarbamat [B3]

F3C\©/CF3
o) NH
H
O\H/N\/\
0]
Br

Sumarni vzorec C19H15BrFeN203

Relativni molekulova hmotnost 513,23

Popis Bil4 krystalicka latka
Teplota tani 208-210 °C
Retencni faktor 0,72

Vytézek 26 %

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 10.87 (s, 1H, CONH), 8.34 (d, J = 1.7 Hz, 2H, H2’,
H6"), 7.84 (t, J=5.9 Hz, IH, OCONH), 7.78 (s, 1H, H4"), 7.62 — 7.55 (m, 2H, H3, H4),
7.51 (d, J=1.9 Hz, 1H, H6), 2.88 (q, J = 6.7 Hz, 2H, C'H>), 1.29 (q, J = 7.2 Hz, C*H,),
0.69 (t, /J=7.4 Hz, 3H, CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 5 165.01, 153.84, 149.79, 141.43, 131.26 (q, J= 32.8 Hz),
130.84, 129.30, 128.59, 126.72, 124.47, 123.76 (q, J = 273.1 Hz), 119.93 (g, J = 3.8 Hz),
116.98 (q, J = 3.8 Hz), 42.71, 22.77, 11.34.

IR: 3388, 3336, 2917, 1717, 1682, 1557, 1382, 1284, 1222, 1173, 1125, 887, 700, 683,
625 cm’.

EA: vypocteno: C, 44.46; H, 2.95; N, 5.46 nalezeno: C, 44.50; H, 3.01; N, 5.44.
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2-{[3,5-Bis(trifluormethyl)fenylkarbamoyl}-5-bromfenyl-ethylkarbaméat [B2]
F3C\©/C F3
0] NH
H
O\n/ N~
0]
Br

Sumarni vzorec Ci1sH13BrFeN203

Relativni molekulova hmotnost 499,21

Popis Bil4 krystalicka latka
Teplota tani 216217 °C
Retencni faktor 0,71

Vytézek 38 %

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): § 10.87 (s, 1H, CONH), 8.34 (s, 2H, H2’, H6"), 7.83 (t,
J=5.7 Hz, IH, OCONH), 7.77 (s, 1H, H4"), 7.62 — 7.54 (m, 2H, H3, H4), 7.52 (d, J =
1.9 Hz, 1H, H6), 2.98 — 2.83 (m, 2H, CH,), 0.90 (t, /= 7.2 Hz, 3H, CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO): § 165.00, 153.64, 149.77, 141.41, 131.28 (q, J = 32.5 Hz),
130.87, 129.19, 128.57, 126.72, 124.47, 123.75 (q, J = 272.6 Hz), 119.96 (q, J = 3.8 Hz),
117.01 (q, J = 3.8 Hz), 35.86, 15.06.

IR: 3394, 3340, 1718, 1681, 1560, 1473, 1380, 1285, 1198, 1171, 1124, 885, 734, 666,
624 cm!.

EA: vypocteno: C, 43.31; H, 2.62; N, 5.61 nalezeno: C, 43.29; H, 2.69; N, 5.55.
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4.1.3. Biologicka aktivita

Hodnoceni antibakterialni aktivity®

Ptipravené derivaty byly hodnoceny in vitro jako potencialni antibakteridlni latky.
Antibakterialni aktivita byla hodnocena proti Ctyfem G+ a Ctyfem G- klinicky
vyznamnym kmenim. Konkrétné se jednalo o kmeny Staphylococcus aureus ATCC
(American Type Culture Collection) 29213, CCM (Czech Collection of Microorganisms)
4223, methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300, CCM 4750,
Staphylococcus epidermidis ATCC12228, CCM 4418, Enterococcus faecalis ATCC
29212, CCM 4224, Escherichia coli ATCC 25922, CCM 3954, Klebsiella pneumoniae
ATCC 10031, CCM 4415, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, DSM 30007,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, CCM 3955. Tyto kmeny byly ziskany z Ceské
sbirky mikroorganisméi nebo se jednalo o klinické izolaty z Ustavu klinické
mikrobiologie (Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, Ceska republika). Mikrodiluéni
bujonova metoda byla provedena podle EUCAST (The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) instrukci (2006).7°

Kultivace byla provedena v Mueller-Hintonové bujonu s upravenou koncentraci kationtti
(CAMHB, M-H 2 Broth; Merck, Darmstadt, Némecko). Testované latky byly rozpustény
v DMSO (Merck, Darmstadt, Némecko) a tim byly vytvofeny zasobni roztoky. Kone¢na
koncentrace DMSO neptesahla 1 % (v/v) celkového sloZeni roztoku a neovlivnila rist
bakterii. Do kaZzdého testu byly zahrnuty pozitivni (pouze mikroby) a negativni
(kultivacni médium a DMSO) kontroly a wvnitini standardy. Testovani anti-

mykobakteridlni aktivity bylo provedeno pani Idou Dutkovou z KBLV.

Antibakterialni aktivita je vyjadiena jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) po
24 a 48 hodindch statické inkubace v temné a zvlhéené atmosfére pii 35+2 °C.
Experimenty byly provadény v duplikétech. Pro platnost vysledkli nesmi byt rozdil v MIC
stanovenych ve dvou paralelnich métenich vétsi nez jeden dil na stupnici méteni.
Stupnice pro stanoveni MIC zacdala pro nejucinnéjsi slouceniny od 0,001 pmol.l™!,
standardné v§ak od 0,49 pmol.lI"!. Vysledky byly analyzovany vizudlng. Jako referenéni

slouceniny bylo pouzito B-laktamové antibiotikum piperacilin.
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Hodnoceni antimykobakterialni aktivity’!

Ptipravené derivaty byly hodnoceny in vitro jako potencidlni antimykobakteridlni latky.
Testovanymi kmeny byly Mycobacterium tuberculosis ATCC 9431, Hiz;Ra ITM-
MO006710, Mycobacterium kansasii ATCC 12478, CNCTC My 235/80, Mycobacterium
avium ATCC 15769, Ceska néarodni sbirka typovych kultur (CNCTC) My 80/72
a Mycolicibacterium aurum ATCC 23366, DSM 43999.

Pro stanoveni aktivity byla pouzita mikrodiluéni bujonova metoda s vyuzitim
96jamkovych mikrotitracnich desti¢ek. Kultivatnim médiem byl bujén Middlebrook 7H9
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) obohaceny o 0,4 % glycerolu (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko) a 10 % rlstového doplitku Middlebrook OADC (Himedia,
Mumbai, Indie).

Mykobakteridlni suspenze byly pfipraveny v bujonu Middlebrook 7H9. Vyslednd hustota
byla upravena na hodnotu 1,0 podle McFarlandovy stupnice a nafedéna v poméru 1:10
s bujonem. Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko) a nasledn¢ byl ptfidan bujon Middlebrook, aby bylo dosazeno konecné

koncentrace 2000 pg/ml.

Jako standard pro stanoveni aktivity byl pouzit INH (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko). Konecné koncentrace byly dosaZzeny binarnim fedénim a pfidanim suspenze
mykobakterii a byly nastaveny jako 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,81, 6,25, 3,91,
3,125,1,56 a 0,78 pg/ml. INH byl natfedén v rozmezi 500-3,91 pg/ml pro screening proti
rychle rostoucim mykobakteriim a v rozmezi 1-0,0078 pg/ml pro screening proti Mib.
Konec¢na koncentrace DMSO nepiesahla 2,5 % (v/v) a neovlivnila rist. Zahrnuty byly

pozitivni (bujén, DMSO, bakterie) a negativni (bujon, DMSO) kontroly ristu.

Desticky byly uzavieny polyesterovym adhezivnim filmem a inkubovany ve tmé pfi
37 °C bez michani. Po 120 hodinach inkubace (po 72 hodinéach pro M. aurum) byl ptidan
0,01% roztok sodné soli resazurinu a destiCky déle inkubovany. Po 24 hodinach
(4 hodinach pro M. aurum a 18 hodin pro Mtb) od ptidani barviva byla stanovena aktivita.
Testovani antimykobakteridlni aktivity bylo provedeno PharmDr. Ondfejem

Jand’ourkem, Ph.D., z KBLV.
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Antimykobakterialni aktivita byla vyjadfena jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
a hodnota byla odec¢tena na zaklad¢ zmény barvy skvrny (modra barva — inhibice rustu;

rizova barva — rlst). VSechny experimenty byly provedeny duplicitné.

Hodnoceni antifungalni aktivity®

Ptipravené derivaty byly hodnoceny in vitro jako potencidlni antimykotické latky.
Antifungélni aktivita byla hodnocena proti ¢tyfem kvasinkovym kmentm: Candida
albicans ATCC 24433, CCM 8320, Candida krusei ATCC 6258, CCM 8271, Candida
parapsilosis ATCC22019, CCM 8260, Candida tropicalis ATCC 750, CCM 8264 a
¢tyfem kmentim vlaknitych hub: Aspergillus fumigatus ATCC 204305, Aspergillus flavus
CCM 8363, Absidia corymbifera CCM 8077 a Trichophyton interdigitale ATCC 9533,
CCM 8377. Mikrodilu¢ni bujénova metoda byla provedena podle modifikovanych
EUCAST instrukei (EUCAST 7.3.1a29.3.1,2017).7>7

Testované latky byly rozpustény v DMSO a ziedény dvojkovym fedénim RPMI-1640
médiem s L-glutaminem, doplnénym 2 % glukézy (w/v) a pufrovany na pH 7 pomoci
3-(N-morfolin)propan-1-sulfonovou kyselinou (vS§e Merck, Darmstadt, Némecko).
Finalni koncentrace DMSO v testovaném médiu neptesdhla 1 % (v/v) celkového slozeni
roztoku a bylo potvrzeno, Ze tato koncentrace neinhibuje rist hub. Staticka inkubace
probihala v temné vlhéené atmosféie, pti 3542 °C po dobu 24 a 48 hodin (120 a 168 hodin
pii 25-28 °C pro Trichophyton interdigitale). Pozitivni kontroly byly tvofeny pouze
testovanymi houbami, zatimco negativni kontroly byly tvofeny médiem a DMSO.
Zahrnuta byla také vnitini kontrola kvality. Hodnoceni MIC bylo provedeno vizudlné
a stanoveni byla vzdy provadéna v duplikatech. Pro platnost vysledkli nesmi byt rozdil
hodnot MIC stanoveny ze dvou paralelnich métfeni vétsi nez jeden dil na stupnici fedéni.

Stupnice pro stanoveni MIC za¢ala od 0,98 umol.I™".

Jako referen¢ni slouc¢enina slouzil flukonazol (FLU). Hodnoty MIC FLU znamenaji ICso,
tj. koncentraci 1éCiva, ktera zpiisobuje 50% inhibici ristu oproti kontrole bez 1éciva.
Odecet byl proveden po 24 hodinach (kvasinky) nebo 48 hodinach (plisn¢€) statické
kultivace na mikrodiluénich deskach pti 35+2 °C ve zvlhcené atmosféte. Vysledky byly
odecteny pomoci ctecky mikrodilucnich desticek (SynergyTM HTX, BioTek
Instruments, Inc., Winooski, Vermont, Spojené staty americké) pti vinové délce 530 nm.

Testovani antifungélni aktivity bylo provedeno pani Idou Dufkovou z KBLV.
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4.2. Peptidové nosice
4.2.1. Obecna Cast

Chemikalie a rozpoustédla pro syntézu, isolaci a charakterizaci peptid byly zakoupeny
od firem Iris Biotech GmBH (Redvice, Némecko), Sigma-Aldrich (Budapest,
Mad’arsko), VWR (VWR International, Debrecin, Mad’arsko), Fluka (Charlotte, Severni
Karolina, Spojené staty americké), Reanal Laboratory Chemicals (Budapest, Mad’arsko)

a Spectrum-3D Kft. (Debrecin, Mad’arsko).

Analytick¢ RP-HPLC bylo provedeno na Exformma HPLC system (Wufeng Scientific
Instruments, Sanghaj, Cina) pii pouziti Agilent Zorbax SB-C18 sloupce (5 mm, 100 A,
4,6 mm %X 150 mm) (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornie, Spojené staty
americké). K separaci byla pouzita gradientova eluce za pouziti 0,1% roztoku TFA ve
vodé jako eluent A a 0,1% roztoku TFA ve smési acetonitril/voda 4:1 (v/v) jako eluent B
(0-5 min 0 % B, 5-15 min 0-60 % B, 15-25 min 60-100 % B, 25-29 min 100 % B).
Analyza probihala pii laboratorni teploté za pratoku 1 ml/min. Signal byl detekovan pii

220 nm.

Surové peptidy byly purifikovany za pomoci semipreparativni HPLC Phenomenex
Jupiter Proteo C18 sloupec (10 mm, 90 A, 10 x 250 mm) (Torrance, Kalifornie, Spojené
staty americké). Analyza probihala pti laboratorni teploté za pratoku 4 ml/min. Signal byl
detekovan pti 220 nm. Byla pouzita gradientova eluce s linearnim gradientem za vyuZiti

eluentl A a B shodnych s analytickym HPLC.

Identita pfipravenych a purifikovanych peptidii byla potvrzena pomoci hmotnostni
spektrometrie (MS). Jako iontovy zdroj slouzil elektrosprej v kladném modu (ESI+).
K provedeni byl pouzit Bruker Esquire 3000+ ion trap hmotnostni spektrometr (Brémy,
Némecko), operujici v modu kontinudlni injekce vzorku pii pritoku 10 ml/min. Vzorky
byly rozpustény ve smési acetonitril/voda 1:1 (v/v) s obsahem 0,1 % octové kyseliny.

Hmotnostni spektra byla zaznamenéna v rozsahu 50-1500 m/z.

4.2.2. Syntéza

Peptidy byly syntetizovany manudlné na pevné fazi za pouziti standardni strategie
Fmoc/¢t-Bu na pryskyfici typu Rink Amid MBHA. VSechny pfipravené peptidy maji C-
konec ve formé& amidu a jsou acetylovany na N-konci. Kvili studiim in vitro bunééné
absorpce a intracelularni lokalizace byly pfipravené peptidy znafené 5(6)-karboxy-
fluoresceinem (Cf).
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Odstranéni chranici skupiny

K odstranéni Fmoc z N-konce byl pouzit roztok 2 % DBU + 2 % piperidinu v DMF.
Celkem byl tento roztok aplikovan 4x a za obasného promichani ptisobil postupné 2, 2,

5 a 10 minut. Nasledn¢ byla reak¢ni nadoba 5x promyta DMF.
Coupling

Syntéza peptidového fetézce probihala na Rink Amid MBHA pryskyfici. Nové peptidové
vazby byly tvotfeny reakci in situ vznikajiciho aktivniho esteru s volnou aminoskupinou.
Aktivni ester byl pfipraven rozpusténim 3 ekvivalenti aminokyseliny opatfené vhodnymi
chranicimi skupinami v NMP s naslednym ptidanim nadbytku DIC a HOBt. Takto
pripraveny roztok aktivniho esteru byl pfidan k pryskyfici a za obcasného michani
reagoval 60 minut. K ovéfeni pritbéhu byl proveden ninhydrinovy (nebo isatinovy) test
a v ptipad€¢ potieby byla reakéni doba prodlouzena nebo byl cely postup couplingu

opakovan.
Ninhydrinovy test

Kvantitativni probéhnuti couplingu i1 odchranéni N-konce bylo potvrzeno pomoci
ninhydrinového testu. Ten prokazuje ptfitomnost volného priméarniho aminu. Nékolik
¢astic pryskyftice bylo odebrano do zkumavky a po ptidani kapky 0,1% vodného roztoku
KCN, 1% vodného fenolu a roztoku ninhydrinu zahtivano 3 minuty pii 80 °C. Pokud se

¢astice pryskyfice zbarvily tmavé modfe, byla pfitomna volna primarni aminoskupina.

Pokud byla béhem couplingu pfipojovéana dalsi aminokyselina na prolin na N-konci nebo
byla odstraniovana chranici skupina z prolinu, byl proveden misto ninhydrinového testu
test isatinovy. Ten prokazuje pfitomnost volného sekundarniho aminu. Nékolik ¢astic
pryskyfice bylo odebrano do zkumavky a po pfidani nékolika kapek 0,02% roztoku
isatinu zahtivano 3 minuty pii 80 °C. Pokud se ¢éstice pryskyfice zbarvily zZlutooranzove,

byl na N-konci pfitomny prolin bez chranici skupiny.
Acetylace

Po odchranéni N-konce posledni AMK ze sekvence pomoci 20% piperidinu v DMF byla
volna aminoskupina acetylovana smési acetanhydrid/DIEA/DMF v pomeéru 1:1:2 (v/v/v)

po dobu 30 min.
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Znaceni karboxyfluoresceinem (Cf)

Ptipravené peptidy byly znaceny na lysinu 17 (viz Obrazek 21) pomoci 5(6)-karboxy-
fluoresceinu. Pii syntéze zakladniho fetézce byl proto v této poloze pouzit lysin
s methyltritylovou (Mtt) chranici skupinou na e-aminoskupiné. Mtt byla selektivné

odstépena 2% roztokem TFA v DCM s naslednou neutralizaci 10 % DIEA v DMF.

' 000000 000000000 -
0000 @

Obrazek 21: Struktura peptidu (s lidskou verzi tuftsinu) s uvedenou polohou 5-Cf znaceni.

Navazani Cf probihalo obdobné k pfipojovani aminokyselin, tedy pies stadium aktivniho
esteru. Ve 2 ml NMP byly rozpustény 3 ekvivalenty Cf a po rozpusténi bylo ptidano
ekvimolarni mnoZzstvi DIC a HOBt. Tento roztok byl pfidan k pryskyfici a za obasného
promichéni reagoval 45 minut. Polymerizovany karboxyfluorescein byl nasledné

odstranén piisobenim roztoku 2 % DBU + 2 % piperidinu v DMF.
Izolace peptidu a analyza

K odstranéni zbylych chranicich skupin a odstépeni peptidu od pryskyfice byla pouZita
smés TFA/TIS/H2O v poméru 38:1:1 (v/v/v) na 90 minut. Roztok byl zfiltrovan a
nasledné¢ znéj byly peptidy vysrdzeny pifidanim studeného diethyletheru a odd€leny
centrifugaci. Takto ziskany surovy peptid byl analyzovan na analytickém HPLC a poté
precistén pomoci semipreparativni HPLC. Ziskany pteciStény peptid byl opét analyzovan

analytickym HPLC a nésledné& byla potvrzena jeho identita pomoci MS.
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5. Vysledky a diskuze
5.1. Chemicka ¢ast

5.1.1. Malé molekuly

Celkem bylo pfipraveno deset novych nizkomolekuldrnich sloucenin, pét N-alkyl
monosubstituovanych  karbamat  5-bromsalicylamidu a pét N-alkyl mono-
substituovanych karbamati  N-[3,5-bis(trifluormethyl)fenyl]-4-brom-2-hydroxybenz-

amidu, ktery byl rovnéz ptipraven, ale byl jiz dfive publikovan.®®

Struktury novych karbamati byly navrZeny podle latek diive pfipravenych jako inhibitory
cholinesteraz, u kterych byla objevena podstatna antimikrobni aktivita (struktury viz
Obrazek 19).°¢ Struktura latek série A obsahovala bromsalicylamidovou ¢ast bez
substituce na amidovém dusiku, zatimco struktura latek série B nesla na dusiku amidu
3,5-bis(trifluormethyl)fenylovou substituci. Kazda série latek obsahovala pét N-mono-
substituovanych karbamatt s alifatickym fetézcem o délce 2—6 uhliktl. Zaroven se
ptipravené série latek liSily 1 polohou bromu na salicylovém jadie. U série A se brom
nachdzel v poloze para viuci hydroxylové skupiné a u série B v poloze para vici

karboxamidu.

Tyto série struktur byly navrzeny za ucelem zhodnoceni vlivu délky alkylového fetézce
a identifikace idealni velikosti substituentu a kvuli zhodnoceni dulezitosti N-substituce

pro antimikrobni aktivitu.

Karbamaty byly pfipraveny reakci ptislusného isokyandtu s derivatem salicylamidu.
Reakce probihaly v acetonitrilu za nepfitomnosti vody a v ptipadé latek A2—A6 a B5-B6
pod dusikovou atmosférou. Ptiprava karbamati s vys$Simi alkyly probihala snadno,
produkty byly jednoduse izolovatelné a bylo tak dosazeno dostate¢né vysokych vytézki.
U karbamath s krat§imi alkyly neprobihaly reakce v dostatecné mife a byla tak potfeba
uprava podminek. Pro sérii A (A3, A4) postacilo zvySeni teploty, reakéniho mnozstvi
a relativniho mnozZstvi isokyanatu. Pro karbamaty série B s krat§Sim alkylem (B2-B4)
bylo nutné dalsi navySeni relativniho mnoZstvi isokyanatu i teploty. Kvuli teploté¢ varu
pouzitych reaktantli a rozpoustédla byla reakéni smés zahtivana v uzaviené tlakuvzdorné
nadobce. Tyto produkty se na rozdil od pfedchozich nevysrazely sniZzenim teploty, ale
zjistili jsme, ze vychozi latku, ktera byla hlavni necistotou produktu, bylo mozné vysrazet
a nasledné odstranit pfidanim destilované vody a ochlazenim s naslednou filtraci. Reakce

byly pribézné monitorovany pomoci TLC a ptipravené produkty byly v ptipad¢ potieby
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predistény rekrystalizaci z ethyl-acetatu. Cistota a identita finalnich produkti byla
ovétena pomoci NMR a EA. Pripravené latky byly charakterizovany pomoci IR, Rr a

teploty tani.

Vytézky pfipravenych karbamati jsou uvedeny v tabulce nize (Tabulka 3). Vytézky
reakci se pohybovaly v rozmezi 42-77 % pro ptipravu latek série A a 26-51 % pro
ptipravu latek série B. 5-Bromsalicylamid (série A) poskytoval oproti N-[3,5-bis(trifluor-
methyl)fenyl]-4-brom-2-hydroxybenzamidu (série B) vyssi vytézky se vSemi isokyanaty.
To je pravdépodobné zpisobeno sterickymi vlivy objemné  substituce
3,5-bis(trifluormethyl)fenylem na amidovém dusiku. To je déle podpofeno srovnanim
vytézkl jednotlivych karbamatii. Reakce s hexylisokyanatem, tedy nejobjemnéjSim
isokyanatem, poskytovala produkt série A s vytéZkem 77 % zatimco produkt série B
s vytéZzkem 45 %. Rozdil vytézka je tedy 32 %. Oproti tomu reakce s ethylisokyanatem,
tedy nejmén¢ objemnym isokyanatem, poskytovala produkt série A s vytézkem 42 % a
produkt série B s vytézkem 38 %. Zda se tedy, Ze mén¢ objemné isokyanaty reagovaly
podobné dobfe s obéma substraty, zatimco u objemnych isokyanath byla reaktivita viici

salicylanilidovému derivatu omezena sterickymi vlivy.

Vytézky reakci se snizovaly soucasné se zkracujicim se alkylovym zbytkem. Proto byly
2 (3 pro sérii latek B) karbamaty s nejkratSim alkylem pfipraveny za odliSnych podminek
(primarné¢ zvysena teplota) od latek s vyS$im alkylem stejné série.

Tabulka 3: Srovndni vytezka pripravenych karbamatda.

Série A | Série B
Hexylkarbamat | 77 % 45 %
Pentylkarbamat | 64% | 51 %
Butylkarbamat | 43% | 33 %
Propylkarbamat | 46 % 26 %
Ethylkarbamat | 42% | 38 %

Pii syntéze BO bylo postupovano podle metodiky publikované Paraskevopoulos et al.%®

4-Bromsalicylova kyselina byla suspendovana v chlorbenzenu a po pfidani
3,5-bis(trifluormethyl)anilinu a chloridu fosforit¢ho umisténa do mikrovinného reaktoru,
kde byla ozafovana 60 minut. Vysledna suspenze byla za horka zfiltrovana a po ochlazeni

byl produkt ziskan filtraci. Dosazeno bylo vytézku 88 % (v ptedlohové literatuie 47 %).

Za ucelem zhodnoceni vlivu délky alkylového fetézce a identifikace idedlni velikosti
substituentu byly pfipraveny karbamaty s délkou alifatického tfetézce 2—6 uhlikt. Byly

pfipraveny derivaty se substituci na amidovém dusiku a s nesubstituovanou amidovou
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skupinou kvili zhodnoceni diilezitosti N-substituce pro antimikrobni aktivitu. Zaroven

mély tyto derivaty rozdilnou polohu atomu bromu na skeletu kyseliny salicylové.

Pro planované hodnoceni antimikrobialni aktivity byly vSechny slouCeniny ziskany

v pozadovaném mnozstvi i Cistoté.

5.1.2. Peptidové nosice
Préace na peptidovych nosiCich probihala v ramci Research Group of Peptide Chemistry
na Univerzité¢ Loranda E6tvose v Budapesti pod vedenim Assoc. Prof. Szilvie Bosze,

Ph.D.

Tandemové peptidové sekvence byly pfipraveny pomoci strategie Fmoc/#-Bu. Syntéza
peptidového fetézce probihala na pryskyfici typu Rink Amid MBHA a postupovala od C-
konce. Celkem byly pfipraveny a izolovany dva peptidy, kazdy o délce 26 AMK (Tabulka
4 ptehledn¢ zobrazuje stavbu ptipravenych peptidl). Peptidy byly pfipraveny s C-
koncem ve formé& amidu a acetylované na N-konci. Zaroven byly znac¢ené na lysinu 17

pomoci Cf.

Tabulka 4: Aminokyselinova sekvence pfipravenych peptidd. Zluté oznagena ¢ast pochazejici z gD HSV-1 a zelené
oznacena ¢ast obsahuijici sekvenci tuftsinu. Cervené zvyraznény lysin 17 pfedstavuje misto znaceni Cf.

Pracovni nazev Sekvence_ Ziskané mnozstvi
P1 QRTVAVYSLRIAGFHG—.—SGSG—TKPPR 80 mg
P2 QRTVAVYSLRIAGFHG—.—SGSG—TKPKG 185 mg

Piipravené peptidy kombinuji sekvence dfive popsanych peptidi s internalizacni
schopnosti. Pouzita sekvence HSV-1 gD fragmentu byla ziskdna porovnanim
internalizacni schopnosti fragmentti gD, navrzenych na zakladé znamé struktury proteinu.
Vlastnosti identifikovaného fragmentu byly dale optimalizovany zdménou tryptofanu za

fenylalanin a lysinu a za arginin.®’

Druhou ¢ast peptidu tvofi tuftsin. Jde o fragment uvolilovany pii $t€peni IgG protilatek
se schopnosti internalizace do makrofagli. Zaroven ma 1 imunostimulacni Uc€inky.
Ptirozené se jedna o tetrapeptid, (lidsky: TKPR, psi: TKPK) ale pentapeptidové derivaty
(lidsky: TKPPR, psi: TKPKG) maji jako peptidové nosi¢e vyssi uCinnost a nizsi

cytotoxicitu.?

Pro spojeni obou casti peptidu byl zvolen flexibilniho serylglycylserylglycinovy linker

(SGSG) prodlouzeny na N-konci o lysin kviili moznosti derivatizace.
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K odstépeni chranici skupiny (Fmoc) z N-konce byl pouzit roztok 2 % DBU + 2 %
piperidinu v DMF. Standardné byl tento roztok aplikovan 4x a za ob¢asného promichani
pusobil postupné 2, 2, 5 a 10 minut. K potvrzeni Uplného odchranéni byl pouzit
ninhydrinovy (nebo isatinovy) test. V pfipadé¢ nejednoznacného vysledku testu byl
aplikovan roztok DBU a piperidinu jest¢ jednou na 5—10 minut. Pro odstraiovani Fmoc
z aminokyselin ptipojenych po argininu 10 byla dodatecné aplikace deprotekéniho ¢inidla

nutna téméi pro kazdou aminokyselinu.

Pfipojovani novych aminokyselin probihalo reakci volné aminoskupiny peptidu
s aktivnim esterem. Ten byl pfipraven reakci aminokyseliny s DIC a HOBt v NMP.
Roztok s aktivnim esterem byl aplikovan na pryskyfici a za obCasného promichdni
reagoval alespoii 60 minut. Pak byl zbyly roztok odsat a pryskytice 5% promyta DMF.
K ovéteni kompletniho navdzani nové aminokyselin byl proveden ninhydrinovy (nebo
isatinovy) test. V ptfipadé¢ nejednoznacného vysledku testu byl coupling opakovan
s délkou trvani 30—60 minut. Pfi couplingu argininu 10 nedoslo ke kompletni reakci
a zbylé aminoskupiny byly acetylovany pomoci acetanhydridu, aby se neti¢astnily dalSich
reakci a vzniklé necistoty byly jednoduse oddélitelné od produktu. Taktéz pti ptipojovani
argininu 2 nebylo mozné¢ dosédhnout Uplné konverze. Ani po couplingu a dvou
opakovanich s celkovou délkou trvani ptes 5 hodin nebyl ninhydrinovy test jednoznaéné
negativni. Zbylé volné aminokyseliny byly opét acetylovany acetanhydridem. Posledni
aminokyselina, glutamin 1, byla pfipojena couplingem trvajicim 110 minut. PfestoZe

reakce neprobéhla dle ninhydrinového testu kompletné, nebyl zde jiz coupling opakovan.

Podrobné zaznamy ze syntézy peptidi jsou pfiloZzeny v ptiloze (Ptiloha 1 a Ptiloha 2).
Pro ptipravu peptidu P1 bylo navazeno 255 mg pryskyfice (ekvivalentni 0,171 mmol) a
pfipojen pocatecni pentapeptid. Takto bylo ziskdno 371 mg materidlu, z néhoz bylo
odebrano 154 mg (ekvivalentni 0,071 mmol) a zbytek uloZen pro dalsi vyuziti. Nasledné
byl pfipojen zbytek sekvence. V tomto kroku bohuzel doslo k podstatné ztraté produktu
kvili nevhodné manipulaci. Vysledné mnozstvi bylo rozdéleno na dvé ¢asti. 23 mg bylo

uskladnéno a zbylych 105 mg bylo zpracovano na finalni produkt.

Pro ptipravu peptidu P2 bylo navazeno 401 mg pryskyftice (ekvivalentni 0,269 mmol) a
pfipojen pocatecni pentapeptid. Takto bylo ziskano 562 mg materidlu, z n¢hoz bylo
odebrano 153 mg (ekvivalentni 0,071 mmol) a zbytek ulozen pro dalsi ucely. Nasledné
byl pfipojen zbytek sekvence a vysledné mnoZstvi bylo rozdéleno na dvé casti. 47 mg

bylo uskladnéno a zbylych 232 mg bylo zpracovano na finalni produkt.
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Koncova Fmoc skupina byla odstranéna 20% roztokem piperidinu v DMF a N-konec
acetylovan acetanhydridem. Nésledovalo znaceni Cf na lysinu 17. Mtt, chranici skupina
na g-aminoskupiné, byla odstranéna plsobenim 2% roztoku TFA v dichlormethanu.
Nasledovala neutralizace a poté coupling Cf, ktery probéhl stejné jako coupling AMK,
ptes aktivni ester a s tfemi ekvivalenty. Kvili schopnosti Cf vazat se vicenasobné, bylo
tteba prebyteény Cf odstranit. K tomu se bézn¢ pouziva 20% roztok piperidinu, ale kvl

¢asove uspote byl pouzit roztok 2 % DBU + 2 % piperidinu v DMF.

Peptid byl odstépen od pryskyfice a zaroven zbaven zbylych chranicich skupin smési
TFA, scavengeru TIS a vody. Peptid byl zroztoku vysraZzen pfidanim studeného
diethyletheru a oddélen centrifugaci. Zbytkové rozpoustédlo bylo odstranéno lyofilizaci
a takto ziskany peptid byl analyzovan HPLC (zdznamy jsou dostupné v pftiloze, viz
ptilohy 3-6). HPLC analyza odhalila podstatné mnoZzstvi produktu s vicenasobnym
znacenim Cf, coz znamenad, ze pouzité ¢inidlo nebylo dostateéné G¢inné na kompletni
odstranéni vicenasobného Cf znaceni. Frakce obsahujici peptid znaceny jednim
ekvivalentem Cf byla izolovana na preparativni HPLC a zbavena rozpoustédel. Identita
pfipravenych peptidli byla potvrzena pomoci MS (viz Ptiloha 7 a Pfiloha 8). Finalni
mnozstvi ziskaného peptidu je 80 mg pro P1 a 185 mg pro P2. Rozdil ve vytézcich je

zpisoben ztratou ¢asti materialu béhem manipulace a nesouvisi s pouzitymi postupy.
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5.2. Biologicka aktivita malych molekul

5.2.1. Vysledky hodnoceni antimykobakterialni aktivity

¢né.

hodnoty jsou zvyraznény tu

v v

, ejnizsi

W v

Vysledky méteni MIC jsou uvedeny v tabulce

MIC [ug.ml?1]
Oznaceni INH | A6 | A5 | A4 A3 |A2|B0| B6 | BS | B4 | B3 | B2
M. aurum 391 | 31,25 |62,5| 62,5 125 1125|139 3,13 | 6,25 | 3,91 | 3,91 | 3,91
M. avium 1000 | 62,5 | 125 | 125 250 |250(3,9 3,91 | 7,81 |3,91 391|391
M. kansasii 6,25 | 15,63 |62,5| 62,5 125 125 1,6 | 1,56 | 3,13 | 1,56 | 1,56 | 1,56
Mtb. 0,25 125 | 250 | 125 >500 (>50| 1,6 | 1,56 | 1,56 | 3,13 | 3,13 | 3,13
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5.2.2. Vysledky hodnoceni antimykotické aktivity

¢né.

tu

W

yraznény

,

Vysledky méfeni MIC jsou uvedené v tabulce, nejnizsi hodnoty jsou zv

v v

MIC [pumol.I"']

Oznadeni FLU| A6 | A5 | A4 | A3 A2 | BO | B6 B5 B4 | B3 B2
24h | 33 |>125>125 | >125 >125| 500 | - | >500|>500| >500 | >125|>125

C. albicans
48h | ND |>125|>125 | >125 | >125|>500| - | >500|>500 | >500 | >125|>125
24h  |>104,]>125| >125 | >125 | >125| 500 | - | >500|>500| >500 | >125/|>125

C. krusei
48h | ND |>125|>125 | >125 | >125|>500| - | >500|>500 | >500 | >125|>125
C 24h | 6,5 |>125|>125|>125 | >125| 500 | - | >500|>500 | >500 | >125|>125
parapsilosis| 481, | ND |>125|>125| >125 | >125 | >500| - | >500| >500| >500 | >125 | >125
24h | 13,1 |>125]>125 | >125 | >125|>500| - | >500|>500| >500 | >125/|>125

C. tropicalis
48h | ND |>125|>125 | >125 | >125|>500| - | >500|>500 | >500 | >125/|>125
24h  |>104,]>125| >125 | >125 | >125|>500| - | >500|>500| >500 | >125/|>125

A. fumigatus
48h  |>104,]>125| >125 | >125 | >125|>500| - | >500|>500| >500 | >125|>125
24h  |>104,]>125| >125 | >125 | >125|>500| - | >500|>500| >500 | >125|>125

A. flavus
48h  |>104,]>125| >125 | >125 | >125|>500| - | >500|>500| >500 | >125/|>125
A 24h  |>104,]>125| >125 | >125 | >125|>500| - | >500|>500| >500 | >125/|>125
corymbifera| 43y [>104,|>125 | >125 | >125| >125 | >500| - | >500| >500 | >500| >125 | >125
T 24h | 522 |>125/>125 | >125 | >125| 250 | - |31,25| 125 | 62,5 | 62,5 62,5
interdigitale| 43y, | 502 [>125|>125| >125|>125| 500 | - |31,25| 125 | 62,5 | 62,5 | 62,5
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5.2.3. Vysledky hodnoceni antibakterialni aktivity

%

¢né.

eny tu

,

yraznény

A4

v v

Vysledky méfeni MIC jsou uvedeny v tabulce, nejnizsi hodnoty jsou zv

MIC [umol.l"']

Oznaceni PIP A6 AS A4 A3 A2 BO B6 B5 B4 B3 B2
24 h 3,7 >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - 0,98 3,9 0,98 3,9 0,98
S. aureus
48 h 3,7 >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - 3.9 7,81 1,95 3,9 1,95
SA 24 h 29,6 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - 0,98 1,95 | 0,061 | 0,061 | 0,244
MR
48 h 29,6 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - 1,95 7,81 | 0,122 | 0,061 | 0,244
24 h 0,23 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - 0,24 | 0,98 | 0,002 @ 0,002 | 0,061
S. epidermidis
48 h 0,23 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - 0,49 7,81 | 0,004 | 0,002 | 0,122
24 h 3,7 >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - 15,62 | 15,62 3.9 1,95 3,9
E. faecalis
48 h 3,7 >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - 62,5 125 7,81 3,9 15,62
24 h 7,41 >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - >500 | >500 | >500 | >500 | >500
E. coli
48 h 7,41 >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >59,31| >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - >500 | >500 | >500 | >500 | >500
K. pneumoniae
48 h >59,31| >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h 59,31 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - >500 | >500 | >500 | >500 | >500
A. baumannii
48 h 59,31 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h 29,66 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - >500 | >500 | >500 | >500 | >500
P. aeruginosa
48 h 29,66 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 - >500 | >500 | >500 | >500 | >500
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5.3. Diskuse

Aktivita piipravenych sloucenin byla in vitro testovdna na 8 bakterialnich,

4 mykobakterialnich a 8 houbovych kulturach.

Oy NHy Oy NH, Oy NH, Oy -NH2 Oy NHy
H H H H H
OTN\/\/\/ OW/N\/\/\ OTN\/\/ OYN\/\ OYN\/
Br © Br Br °© Br © Br °
A4 A3 A2

(o}
A6 A5

FsC CF4

F3C\©/CF3 F3C\©/CF3 F3C\©/CF3 F3C\©/CF3 F3C\©/CF3

Obrazek 22: Struktury a oznaceni pfipravenych latek.

Struktury latek s pouzitym oznacenim jsou uvedeny vyse (Obrazek 22). U latek ze série
A (karbamaty 5-bromsalicylamidu) nebyla pozorovana zadnad vyznamnd antibakterialni
ani antifungalni aktivita. U mykobakterii byla zaznamenana mirné aktivita (nejniz§i MIC
15,625 pg.ml?) u litek s delsim alifatickym fetézcem (zejména A6 a AS5). Nejvyssi
citlivost vykazovalo M. kansasii, naopak Mtb. bylo nejodoIngjsi (MIC >125 pg.ml ™)

U latek ze série B (salicylanilid BO a jeho karbamaty) byla pozorovana vyznamna aktivita

na mykobakterie, n€které (G+) bakterie a jednoho zéastupce hub.

U mykobakterii byly naméfené hodnoty MIC v rozmezi 1,56-7,81 pg.ml™ pro viechny
testované latky ze série B u vSech kmentl. Aktivita latek se vzajemné liSila pouze
minimalné, a to véetné latky BO bez karbamatové skupiny. Nejlepsi hodnoty MIC byly
naméteny u latky BO (bez karbamatoveé skupiny) a B6 (hexylkarbamat). Naopak nejvyssi
hodnoty MIC jsme zjistili u latky BS5, ackoli 1 ta vykazovala relativné nizké hodnoty

(7,81 pg.ml!). Nejvyssi citlivost na tyto latky byla pozorovana u M. kansasii a Mtb.

V porovnani s INH, ktery byl pouzit jako standard pro antimykobakteridlni aktivitu,
prokézaly nov¢ pfipravené latky série B srovnatelny efekt na M. aurum a M. kansasii. Na

testovany kmen Mtb mély ptipravené latky s nejvyssi aktivitou oproti INH MIC o jeden
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fad vyssi (0,25 proti 1,56 ug.ml ™). Na M. avium nebyl INH u¢inny, ale u latek ze série B
byla objevena aktivita a dosahovaly MIC v rozmezi 3,91-7,81 pg.ml™. Zaroveti i u latky
A6 byla naméfena slab4 aktivita na M. avium (62,5 pg.ml™).

Z hub prokazal citlivost pouze dermatofyt 7. interdigitale. Aktivni byly pouze karbamaty
salicylanilidu (série B, MIC 31,25-125 umol.I"). Znich byla nejvy3si aktivita
u slouceniny B6, ktera je zaroven ze vSech testovanych latek nejlipofilnéjsi. Zda se tedy,
ze ucinnost na 7. interdigitale alespon Castecné zavisi na lipofilit¢ molekuly. Pouze latka
B6 vykazovala MIC nizsi nez pouzity standard, flukonazol (FLU). Ostatni latky série B
mély zmeéfenou aktivitu srovnatelnou. Latka BO nebyla testovdna kvili Spatné

rozpustnosti v testovacim médiu.

U bakterii byla zaznamenana aktivita latek ze série B zejména vuci G+ bakteriim. Vysoka

citlivost byla pozorovana u stafylokokti. Naopak G- bakterie byly zcela rezistentni.

U S. epidermidis byla MIC pro latky B3 a B4 v fadu jednotek nmol.I"! (2 nmol.I"! pti
kultivaci na 24 h). Tyto dvé latky a latka B2 dosahly pti hodnoceni efektu vyssiho, nez
pouzita referen¢ni latka, piperacilin (PIP).

4

B3 a B4 byly zaroven nejucinnéjsi i na MRSA, zde vSak uz byla aktivita nizsi. Latky série
B ptekvapivé dosahovaly niz§ich hodnot MIC u MRSA neZ u citlivého kmene S. aureus.
VSechny testované latky série B byly na MRSA podstatné ucinnéjsi nez PIP. MIC
nejucinngjsich latek byla oproti PIP témét 500x nizsi.

U S. aureus kolisala aktivita s délkou uhlikatého fetézce. U latek s alkylem se sudym
poctem uhlikti byla MIC asi 4% niz§i neZ u latek s alkylem s lichym poctem uhlika. Latky
se sudym poctem uhlikl v alifatické ¢asti dosahovaly v porovnéni s PIP niZ§ich MIC,
zatimco ostatni latky mély efekt podobny PIP.

v

Na E. faecalis byla neju¢inngjsi latka B3 s MIC v fadu jednotek pmol.I"!. Tato latka méla
MIC niz$i nez standard PIP a ostatni latky mély MIC srovnatelné nebo vyssi. Latka BO
nebyla testovana kviili Spatné rozpustnosti. Latky série A nemély Zadnou pozorovatelnou

aktivitu.

Biologické hodnoceni ptipravenych peptidi momentalné probih4 a vysledky zatim nejsou
dostupné. U ptipravenych peptidi bude hodnocena cytotoxicita, schopnost internalizace

a intracelularni lokalizace. Pokud doséhnou slibnych vysledki budou s vhodnym
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nizkomolekuldrnim 1é¢ivem ptipraveny PDC, které budou dale testovany. Primarné se

jedna o hodnoceni tc¢inku na intraceluldrni patogeny a testovani cytotoxicity.
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6. Zavér
Celkem bylo pfipraveno a popsano 10 novych derivati salicylamidu obsahujicich
karbamatovou skupinu. Zaroven byla pfipravena latka B0, slouzici jako prekurzor latek

ze série B, kterd jiz byla popsana a publikovéna.*?

Latky byly rozdéleny do dvou sérii. Série A obsahovala nesubstituovanou amidovou
skupinu a brom na aromatickém jadie v poloze 5 salicylamidu. Série B mé¢la amidovou
skupinu substituovanou 3,5-bis(trifluoromethyl)fenylem a brom na aromatickém jadre
v poloze 4 salicylamidu. Ob¢ série obsahovaly pét N-monosubstituovanych karbamatt

s nerozvétvenym alkylem o délce 2—6 uhlik.

Tyto latky byly navrzeny za ucelem popsani vlivu karbamatové skupiny s nerozvétvenym
alkylem na aktivitu proti vybranym patogentim, rozSiteni knihovny popsanych
antimikrobni  pusobicich salicylamidi a zhodnoceni ucinku 3,5-bis(trifluor-
methyl)fenylové substituce na amidu, ktera v pfedchozich studiich prokéazala slibnou
aktivitu. VSechny slou€eniny byly pfipraveny v dostatecném mnoZstvi a kazd4 latka byla
charakterizovana pomoci spektralnich metod (NMR, IR), teploty tani, elementarni
analyzy a nasledné byla pomoci in vitro testi zhodnocena jejich aktivita proti

mykobakteriim, bakteriim a patogennim houbam.

Ptipravené latky ze série B prokazaly dobrou aktivitu vii¢i mykobakteriim a také velmi
dobrou G¢innost na G+ bakterie. Nejvyssi u€innosti dosahly latky B4 a B3 s MIC 2 nmol/l
pro S. epidermidis. Z testovanych zastupci patogennich hub projevil citlivost
T interdigitale, na ktery pisobily nejlépe lipofiln€jsi zastupci série B, zejména B6.
Prokazali jsme, Ze pfitomnost substituované anilidové skupiny podstatnym zplisobem
zvySuje antimikrobni aktivitu, kdy je nezbytna pro antifungélni a antibakterialni aktivitu

a podstatné zvySuje ucinnost vii¢i mykobakteriim.

Mechanismus ucinku téchto nové popsanych latek bude diale zkoumén a za ucelem
optimalizace Uc¢inku budou pfipraveny dal§i derivaty salicylamidovych karbamati.
U vhodnych derivati budou po zhodnoceni cytotoxicity zaroven pifipraveny konjugaty
s peptidovymi nosici.

Zaroven byly pfipraveny i1 dveé peptidové sekvence, kazda o délce 26 AMK, kombinujici
pfedchozi Gspésné PN, gD a tuftsin. Nové piipravené peptidy budou déle testovany
v ramci vyuziti peptidovych nosicii pro 1écbu tuberkuldzy. Zejména se jednd o hodnoceni

schopnosti internalizace a vliv na membrany eukaryotickych bunék. V zavislosti na
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vysledcich budou ptipraveny PDC s vhodnou malou molekulou a provedena dalsi sada

testovani.
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7. Prilohy
g z G ¢ z
o | E =l s | 8 |gE|.E Z 4 . g |gE| &
g ¢ = | | T |2&|2€ g £ & : |22 ¢4
e 2 = I 5 == g 2 = @ s == &
& =3 & o E 8 & e o E
Fmoc- 11:15-
v - v v
= R Ara(Pbf) 648,8 | 332,8 12:52 N 28.6.2022 +
n:j P | Fmoc-Pro | 3374 | 173,1 11()1:133_ v - N 30.6.2022 v v +
2 12:52
2 | P | Fmoc-Pro | 3374 | 173,1 oy v - N 1.7.2022 v v +
s 14:10
3 Fmoc- 9:36- v v v
% K Lys(Boc) 468,6 | 2404 10:37 - N 4.7.2022 +
@ Fmoc- 9:58-
v - v v
T Thr(tBu) 397,5 | 203,9 10:58 N 11.7.2022 +
Blue
G| Fmoe | 973 | 654 | 10331 | Y3:23-1423) | 1572002 | v4s | v | lquid,
Gly 11:33 grey
particles
Fmoc- 11:17-
v - v v
S Ser(tBu) 3834 | 84,3 12:29 N 20.7.2022 +
Fmoc- 13:53-
v - v v
G Gly 2973 | 654 14:56 N 20.7.2022 +
Fmoc- 10:32-
v - v v
S Ser(tBu) 3834 | 843 1135 N 21.7.2022 +
K(
Fmoc- 11:39- Y (13:12-14:20)
v v v
I\St Lys(Mtt) 624,8 | 137,5 1242 + (DCM wash) 22.7.2022 +
Fmoc- 9:19-
v :19-11: v v
G Gly 2973 | 654 10:42 Grey | Y (11:19-11:39) | 25.7.2022 +
Fmoc- 13:26-
v - v v
H His(Trt) 619,7 | 136,3 1644 N (DCM wash) 25.7.2022 +5 +
Fmoc- 9:46-
v - v v
F Phe 3874 | 85,2 12:24 N 26.7.2022 +
G| Fmoe | o973 | 654 | 132 o~ - | N(DCM wash) | 26.7.2022 | v+5 | v +
Gly i i 14:57 o
Fmoc- 9:49-
v - v v
A Ala 311,3 | 68,5 11:20 N 27.7.2022 +
I | Fmoc-Tle | 3534 | 77,7 1123:.13%' v - N 277202 | v v +
Fmoc- 14:42- Blue
v
R Ara(Pbf) 648,8 | 332,8 17:29 tint N (DCM wash) 27.7.2022
Acetylation 20 minutes (Acetic anhydride:DIEA:DMF 1:1:8), washing 28.7.2022 | v +10 v Brown
Fmoc- 10:39-
v - v v
L Leu 3534 | 77,7 12:44 N 28.7.2022 +5 +
g | JFmoc- | ag3 | g4z | 1400- . N (DCM wash) | 2872022 | v+5 | v +
Ser(tBu) ’ ’ 15:21 o
Fmoc- 10:32-
v - v v
Y Tyr(tBu) 459,5 | 101,1 13:05 N 1.8.2022 +10 +
V | Fmoc-Val | 3394 | 74,7 1145:'2136- v - N (DCM wash) 1.8.2022 v +10 v +
Fmoc- 9:39-
v - v v
A Ala 311,3 | 68,5 12:02 N 2.8.2022 +
V | Fmoc-Val | 3394 | 74,7 1134:']426_ v - N (DCM wash) 2.8.2022 v +10 v +
Fmoc- 9:35-
v - v v
T Thr(tBu) 397,5 | 87,5 1127 N 3.8.2022 +5 +
. Y (14:38-16:25
R | Fmoe | ggg | 14n7 | 1240 + | 8:53-11:10 DCM | 3.+4.8.2022
Arg(Pbf) 14:17
wash)
Acetylation 30 minutes (Acetic anhydride:DIEA:DMF 1:1:8), washing 4.8.2022 v +5 v Brown
Fmoc- 13:31- Y (15:20-17:10
v
Q Gln(Trt) 610,7 | 1344 1512 + DCM wash) 4.8.2022
1313g Fmoc cleavage (20% piperidine) 5.8.2022
Acetylation 20 minutes (Acetic anhydride:DIEA:DMF 1:1:8) 8.8.2022
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Mtt cleavage (2% TFA) 8.8.2022

Neutralization (10% DIEA) 8.8.2022
Carboxyfluorescein coupling (3,7mg Cf, 3mg HOBt, 3,1mg DIC) 9.8.2022
Extra Cf removal (2% DBU, 2% piperidin) 9.8.2022

Cleavage from resin (TFA:TIS:water 38:1:1) 10.8.2022

Filtering, precipitation (diethyl ether), centrifuging 10.8.2022
Analysis and purification (HPLC, MS) 10.8.2022

Ptiloha 1: Denik s detailnim zaznamem pfipravy sekvence P1.
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Fmoc- 10:28- .
v - v
E. G Gly 297,3 | 240 13:12 N 16.6.2022 +10 min +
= Fmoc- 14:37- .
2| K 468,6 | 378 ; v - N 17.6.2022 v +5 min v o+
- Lys(Boc) 15:37
@ Fmoc- 9:06-
=1 v - v v
g P Pro 3374 | 286 10:06 N 17.6.2022 +
o Fmoc- 10:57- v } v v
g' K Lys(Boc) 468,6 | 378 11:57 N 17.6.2022 +
e Fmoc- 13:05-
a v - v v
T Thr(tBu) 397,5 | 320 14:05 N 17.6.2022 +
Fmoc- 10:33-
v :27-14: v v
G Gly 297,3 | 65,4 1133 + Y (13:27-14:27) 15.7.2022 +
Fmoc- 11:17-
v - v v
S Ser(tBu) 3834 | 84,3 12:29 N 20.7.2022 +
Fmoc- 13:53-
v - v v
G Gly 297,3 | 65,4 1456 N 20.7.2022 +
Fmoc- 10:32-
v - v v
S Ser(tBu) 3834 | 84,3 1135 N 21.7.2022 +
K( Fmoc- 137, | 11:39- |,
Mit) | Lys(Mit) 624,8 5 12:42 - N (DCM wash) 22.7.2022
Fmoc- 9:19-
v :19-11: v v
G Gly 297,3 | 65,4 10:42 Grey Y (11:19-11:39) 25.7.2022 +
Fmoc- 136, | 13:26-
’ v - v v
H His(Trt) 619,7 3 16-44 N (DCM wash) 25.7.2022 +5 +
Fmoc- 9:46-
v - v v
F Phe 3874 | 85,2 12:24 N 26.7.2022 +
G | Fmoe 15973 654 | 132 v ; N (DCM wash) | 26.7.2022 Vs vl o+
Gly i | 14:57 o
A Frgl":' 311,3 | 68,5 ?fg& v . N 27.7.2022 v v+
I | Fmoc-lle | 353,4 | 77,7 1123;.13%_ v - N 27.7.2022 v Vi o+
Fmoc- 332, | 14:42- .
> v
R Arg(Pbf) 648.8 3 | 1729 Blue tint N (DCM wash) 27.7.2022
Acetylation 20 minutes (Acetic anhydride:DIEA:DMF 1:1:8), washing 28.7.2022 v +10 v ]i/rr?
Fmoc- 10:39-
v - v v
L Leu 3534 | 71,7 12:44 N 28.7.2022 +
Fmoc- 14:00-
v -
S Ser(tBu) 3834 | 84,3 1521 N (DCM wash) 28.7.2022
Fmoc- 101, | 10:32-
> v - v v
Y Tyr(tBu) 459.5 1 13:05 N 1.8.2022 +5 +
V | Fmoc-Val | 3394 | 74,7 112:32- v - N (DCM wash) 1.8.2022 v 45 v o+
Alf Mo 3113|685 192332 v ; N 2.82022 v 45 vl o+
V | Fmoc-Val | 3394 | 74,7 11341426 v - N (DCM wash) 2.8.2022 v +10 V| o+
Fmoc- 9:35-
v - v v
T Thr(tBu) 397,5 | 87,5 11:27 N 3.8.2022 +5 +
. Y (14:38-16:25
R | Fmoe- g | 142:] 12401 + 8:53-11:10 DCM | 3.+4.8.2022
Arg(Pbf) 7 14:17
wash)
Acetylation 30 minutes (Acetic anhydride:DIEA:DMF 1:1:8), washing 4.8.2022 v +5 v ]\Bzvrr(l)
Fmoc- 134, | 13:31- Y (15:20-17:10
> v
Q| Ginerryy | 17 | 47| 1502 * DCM wash) 482022
:{; Fmoc cleavage (20% piperidine) 5.8.2022
Acetylation 20 minutes (Acetic anhydride:DIEA:DMF 1:1:8) 8.8.2022
Mtt cleavage (2% TFA) 8.8.2022
Neutralization (10% DIEA) 8.8.2022
Carboxyfluorescein coupling (7,5mg CF, 6mg HOBt, 6,2mg DIC) 9.8.2022
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Extra Cf removal (2% DBU, 2% piperidin) 9.8.2022
Cleavage from resin (TFA:TIS:water 38:1:1) 10.8.2022
Filtering, precipitation (diethyl ether), centrifuging 10.8.2022
Analysis and purification (HPLC, MS) 10.8.2022

Priloha 2: Denik s detailnim zaznamem pfipravy sekvence P2.
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Ptiloha 3: Zaznam z analyzy neprecisténého peptidu P1 na analytickém HPLC. Frakce na 12,3 byla identifikovana jako
poZadovany produkt a izolovdna pomoci semipreparativni HPLC.
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Priloha 4: Zadznam z analyzy neprecisténého peptidu P2 na analytickém HPLC. Frakce na 12,2 byla identifikovana jako
pozadovany produkt a izolovdna pomoci semipreparativni HPLC.
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Priloha 5: Zaznam z analytické HPLC z analyzy peptidu P1 precisténého na semipreparativni HPLC.
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Priloha 6: Zadznam z analytické HPLC z analyzy peptidu P2 precisténého na semipreparativni HPLC.
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Pfiloha 7: MS zaznam pofizeny pfi analyze peptidu P1 za Gcelem ovéreni identity. Jako iontovy zdroj slouZzil
elektrosprej v kladném médu.
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Priloha 8: MS zaznam pofizeny pfi analyze peptidu P2 za Gic¢elem ovéreni identity. Jako iontovy zdroj slouzil
elektrosprej v kladném mddu.
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