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Abstrakt
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Nazev disertacni prace: Hybridizace jako pfistup pfi objevovani novych

antiinvazivnich léciv

Celosvétove vzrlstajici rozvoj rezistence infekénich onemocnéni spolu se vzrlstajicim poctem
pacientl diagnostikovanych s riznymi druhy rakoviny tvofi zakladni vyzvy v oblasti medicinalni

chemie a vytvafi tak potfebu neustalého vyvoje novych ucinnych molekul.

Predlozena disertacni prace se v teoretické ¢asti zabyva hybridizaci molekul jako ndstrojem pfi
objevovani novych |éciv, kategorizuje hybridni slouceniny podle jejich slozeni do nékolika
skupin a uvadi priklady uspésnych hybrid( jak registrovanych, tak pouze experimentalnich.
Dale se zamértuje na organické slouceniny boru, presnéji boronové kyseliny, definuje jejich
vlastnosti a diskutuje mozZnosti jejich pouziti v oblasti farmaceutické chemie s uvedenim
preklinicky a klinicky vyznamnych molekul. V praktické ¢asti nasleduje komentar shrnujici
chemické postupy, biologické a pocitacové metody pouzité v experimentalni ¢asti prace. Dale
jsou komentovany publikované prace, které ve vétsiné pripad( vychazi z konceptu hybridnich
sloucenin a jsou prezentovany jejich antimykobakteridlni, antibakteridlni a antiproliferativni
ucinky s tim, Ze je kladen zvlastni diikaz na definovani vztah mezi strukturou a G¢inkem. Cast
z komentovanych publikaci pak ukazuje moznosti vyuziti unikatnich fyzikdlné chemickych
vlastnosti boru pfi navrhovani novych sloucenin. Nejaktivnéjsi slouceniny dosahly hodnot
MIC= 2,6-21,59 uM pfi plsobeni na Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Perspektivni
kandidati byli testovdni na klinickych izoldtech rezistentnich kmenl Mpycobacterium
tuberculosis a v ¢asti pripad(l in vivo na mysich modelech tuberkuldzy. Zajimavosti pak jsou
pripravené derivaty boronovych kyselin, které v nékolika pfipadech vykazaly vyssi inhibici
proliferace studované linie bunék rakoviny prostaty (ICso = 19,2-27,8 uM) neZ standard

bikalutamid a predstavuji svou strukturou potencialni inovaci v kategorii experimentalnich



nesteroidnich antiandrogen(. Ziskané vysledky pfinaseji cenny vhled do kategorie

antiinvazivnich |éciv.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Training Workplace: Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical
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Candidate: PharmDr. Petr Slechta
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Title of Doctoral Thesis: Hybridization approach in the discovery of new antiinvasive
drugs

The worldwide increasing development of drug-resistant infectious diseases together with the
increasing number of patients diagnosed with various types of cancer constitute fundamental
challenges in the field of medicinal chemistry and thus create the need for the continuous

development of new effective molecules.

In the theoretical part, the presented dissertation deals with the hybridization of molecules as
a tool in the discovery of new drugs, it categorizes hybrid compounds according to their
composition into several groups and gives examples of successful hybrids, both registered and
experimental ones. Furthermore, it focuses on organic boron compounds, more specifficaly
boronic acids, defines their properties, and discusses the possibilities of their use in the field
of pharmaceutical chemistry with the introduction of preclinically and clinically important
molecules. The following practical part is a commentary on summarizing the chemical
procedures, and biological and computational methods used in the experimental part of the
work. Furthermore, the published works are commented on. They are in most cases based on
the concept of hybrid compounds, and their antimycobacterial, antibacterial, and
antiproliferative effects are presented, with special emphasis is placed on defining their
structure-activity relationships. Part of the annotated publications then shows the possibilities
of using the unique physicochemical properties of boron when designing new compounds. The
most active compounds achieved MIC values = 2.6-21.59 uM against Mycobacterium
tuberculosis H37Rv. Perspective candidates were tested on clinical isolates of resistant strains
of Mycobacterium tuberculosis and in some cases in vivo on mouse models of tuberculosis.

Interestingly, the prepared boronic acid derivatives showed higher inhibition of proliferation



of the studied prostate cancer cell line (ICsp = 19.2—27.8 uM) than the bicalutamide standard
and represent a potential innovation in the category of experimental non-steroidal
antiandrogens due to their structure. The obtained results bring valuable insight into the

category of anti-invasive drugs.
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Cile prace

1. Priprava hybridnich sloucenin a screening jejich antimikrobni aktivity.
2. Ptiprava organickych sloucenin boru a screening jejich antimikrobni aktivity.
3. Definovani vztahll mezi chemickou strukturou a biologickou aktivitou syntetizovanych

latek.
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Pfehled soucasného stavu resené problematiky

Vyzvy ve vyvoji novych IécCiv

Je tomu zhruba pét let, co udefila pandemie onemocnéni COVID-19, kterd tak demonstrovala
nicivy potencial infekénich onemocnéni. | tak se za rok 2023 dovime, Ze tuberkuléza (TB)
zGstava svétové druhym nejvétsim zabijakem v kategorii onemocnéni zplsobenych jednim
infekénim agens hned po onemocnéni COVID-19. Podle vyrocni zpravy WHO o TB se
dozvidame, Ze zplsobuje dvakrat vice umrti neZ onemocnéni AIDS. Zaroven se stale Castéji
objevuiji pfipady onemocnéni zpisobenych rezistentnimi kmeny Mycobacterium tuberculosis.*
Pokud k tomu pfi¢teme fakt, Ze disponujeme pouze omezenym chemickym arsendlem k |écbé
tohoto onemocnéni, ktery ve vsech pripadech vyZzaduje kombinaéni terapii nékolika ucinnych

latek a mnohdy je jejich pouZiti spojeno s vaznymi nezadoucimi riziky, dojdeme rychle k zavéru,

vaevys

Tuberkuldza oviem neni jedinym rizikovym infekénim onemocnénim, podcernovat nelze ani
dalsi bakterialni infekce. | zde vede neuvazlivé pouzivani antibiotik k rozvoji rezistence u gram-
pozitivnich a gram-negativnich patogenl. Vznikajici rezistence proti klinicky vyznamnym
kmenUm bakterii oznacovanym akronymem ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa a kmeny
Enterobacter) se zacina stavat celosvétovou krizi. Pfes existenci celé Skaly antibiotik se mizeme
dockat doby, kdy jejich pouZiti nebude moiné z divodu ztraty jejich ucinnosti.>* Z téchto
dlvodud i vyzkum inovativnich antibakteridlnich chemoterapeutik je a v blizké budoucnosti

jesté dlouho bude vyzvou pro vyzkum v oblasti farmaceutické chemie.

Obdobné pak rostouci pocet diagnostikovanych pacientll s nadorovym onemocnénim je
podnétem a nespornou vyzvou pro oblast objevovani novych lécCiv. Navzdory pokroku
dosaZzeného v terapii nddor(l je rakovina stale jednou z hlavnich pfi¢in umrti ve vyspélych
zemich.” | pfes nes¢etné mnoistvi novych specifickych latek je protinddorova farmakoterapie
mnohdy spojena se znacénymi nezadoucimi ucinky a casto celi také moinosti rozvoje

rezistentnich nadora.

Pojem antiinvazivni léCiva pouzivany v této disertacni praci zahrnuje ucinné latky, které se
pouzivaji v terapii infekénich a nadorovych onemocnéni. Vzhledem k souéasnym vyzvdm

v oblasti farmaceutické chemie a tomu, Ze ma prace probihala ve vyzkumné skupiné prof.
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Martina DolezZala tak se moje prace zamérovala primarné na vyvoj latek, které by mohly slouzit
jako potencidlni antituberkulotika. V pribéhu svych experiment(i jsem dospél i k [atkam, které

vykazovaly zejména antiproliferativni aktivitu.

Hybridizace jako pfistup pfi vyvoji novych léciv

V poslednim desetileti se v medicinalni chemii stale ¢astéji objevuji vyrazy jako hybridni 1éCivo,
,conjugate drug” nebo ,,codrug”. Hybridni Ié¢ivo mlze byt obecné definovano jako kombinace
dvou nebo vice biologicky aktivnich molekul, které jsou vzajemné spojeny a vytvari tak novou
molekuldrni entitu, hybridni molekulu. Hybridni molekula by pak v idealnim svété méla nést
charakteristiky molekul, ze kterych je slozena a méla by jim byt svymi vlastnostmi nadfazena.
Za hybridni molekuly mohou byt povazovany latky vzniklé kombinaci dvou a vice stejnych
molekul spojenych kovalentni vazbou nebo latky vzniklé kovalentnim spojenim alespor dvou
raznych molekul, vétSinou molekul s rozdilnym mechanismem ucinku. Kombinaci bioaktivnich
molekul Ize pfipravit slouceninu, kterd muze fungovat jako ,, multitarget ligand“ a muze plsobit
rdznymi ¢astmi struktury na cile v ramci jedné biochemické drahy (sekvencni inhibice), na cile
v odlidnych biochemickych drahach (paralelni inhibice) nebo oboji (sitova inhibice).® Z toho
dlvodu by se nemélo na hybridizaci hledét pouze jako na nahradu k tzv. co-formulacim (kdy se
dvé a vice ucinnych latek kombinuji v jedné |ékové formé), ale jako na pfistup objevovani
novych ucinnéjSich molekuldrnich entit, které mohou poskytovat vyhody v porovnani
s molekulami, ze kterych jsou vytvofeny, napf. zlepSeni farmakokinetického profilu, snizeni
toxicity, zvy$eni biologické aktivity atd.” 8 Termin ,,codrug” se vét$inou pouZiva ve spojitosti se
slou¢eninami, které jsou tvoreny spojenim dvou identickych nebo rozdilnych molekul pomoci
Stépitelného spojovaciho mUstku neboli linkeru. Na druhou stranu termin ,,conjugate drug”
vétSinou popisuje hybridy, které predstavuji funkéni spojeni mezi molekulou nesouci Ucinek a
dalsi ptirodni nebo syntetickou strukturou (polymer, polypeptid, lipid, sacharid, glykoprotein)
slouzici vétSinou jako nosic pro cileni U¢inku nebo jako inhibitor/aktivator specifického enzymu
se zvysenou biologickou aktivitou.® Bez ohledu na rlizna nazvy, kterymi mdzeme hybridni lé¢iva
oznacovat (codrug, conjugate), ve vSech pripadech se jedna o nové molekularni entity, které
jsou vytvareny za Ucelem dosazeni urcité farmakologické aktivity skrze zndmy mechanismus
ucinku. AvSak je nutné podotknout, Ze pfi jejich vyvoji mlZe dojit ke zméné
farmakokinetickych, a i farmakodynamickych vlastnosti vzhledem k parentnim l|écivim, ze

kterych se skladaji.
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Pri tvorbé hybridnich molekul, zejména pri kombinaci dvou farmakoforl s rozdilnym
mechanismem Ucinku je pak zasadni otdzkou zpUsob napojeni jednotlivych farmakofora.
V této fazi vyvoje hraje stéZejni roli znalost vztahl mezi chemickou strukturou a biologickym
Ucinkem daného farmakoforu (structure-activity relationships - SAR).%° Logicky je neZadouci
hybridy spojovat na funkcnich skupindch, které jsou esencialni pro zachovdni mechanismu
Ucinku, pokud se nejednd o spojeni rozStépitelné v organismu. Z hlediska zpUsobu napojeni
mulzeme hybridni slouceniny rozdélit do téchto kategorii: ,linked hybrids®, ,fused hybrids”
nebo ,merged hybrids” (Obrazek 1).1' 12 ,Linked hybrids” se v literatufe obcas oznacuji také

jako konjugaty s rliznou Urovni inkorporace jednotlivych farmakofor(. Zde zatim neni literatura

jednotna.
linked hybrid fused hybrid merged hybrid

Obrazek 1: Zpisoby spojeni piivodnich molekul v hybridni slouceniné.

Hybridni molekuly typu ,linked hybrids”

Jako ,linked hybrids” oznacujeme molekuldrni entity spojené pomoci spojovaciho mustku
(linkeru). Kazdy parentni farmakofor takového hybridu je zodpovédny za biologickou aktivitu

na svém biologickém cili. Podle stability spojovaci vazby mizeme rozliSovat dva typy hybridi:

1. Nestépitelné konjugaty: Dva samostatné farmakofory jsou spojeny pomoci rlizné
dlouhého linkeru. Kazdy farmakofor vykazuje aktivitu na prislusSném biologickém cili.
Spojovaci mustek, kterym jsou spojeny, je vétSinou metabolicky stabilni a neovliviiuje
vlastni mechanismus u¢inku.!3

2. Stépitelné konjugéty: V téchto pfipadech je linker hybridu navrien tak aby pfi jeho
metabolickém rozpadu doslo k uvolnéni obou uc¢innych farmakofora. Kdy kazdy reaguje

se svym molekuldrnim cilem zcela nezavisle.'% 14

PFi vyuzZiti tohoto zplsobu je stézejni volba délky a flexibility spojovaciho mastku. V zavislosti
na jeho délce mize medicinalni chemik ovlivnit molekulovou hmotnost pfipraveného hybridu.
Obecné plati, Ze linkery by nemély byt stericky objemné a mély by obsahovat dvé az tfi funkéni
skupiny pro napojeni aktivnich farmakoford do hybridni struktury. Linker mdze byt linearni

nebo vétveny s hydrofobnim ¢i hydrofilnim charakterem v zavislosti na poZadovanych
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vlastnostech hybridni struktury. Nejcastéji vyuzivané funkcni skupiny spojovacich mastkd jsou
alkoholy, primdrni aminy nebo thioly. Jako enzymaticky Stépitelné linkery se nejéastéji pouzivaji
fetézce napojené pomoci esterovych vazeb, které jsou v plazmé lehce Stépitelné pomoci
esterdz. Pro tvorbu stabilnich linkerovych spojeni se vétSinou vyuziva alkylovych fetézcu,
pripadné stabilnich etherovych vazeb. Celkové fyzikalné chemické vlastnosti a napojeni linkeru
jsou zasadni pro Uspéch takového hybridu. V pfipadé nestépitelnych konjugatl jsou spojované
farmakofory napojeny v oblastech neinteragujicich s biologickym cilem, tak aby nedoslo ke

ztraté jejich aktivity.

Priklady konjugatl mGzeme vidét na obrazku dole (Obrazek 2). Vyzkumna skupina Portoghese
zkoumala homo- a heterodimerni konjugaty s rozdilnou délkou spojovaciho retézce navrzené
k prozkoumani usporadani opioidnich receptori 6 a k. Na obrdzku Ize vidét heterodimerni
konjugdt obsahujici 6-antagonistu (naltrindol) a «ki-agonistu (ICI-199,441) spojené
oligoglycylovym mustkem.™ 6 Pfikladem konjugatu s kratkym mustkem je fenethylin, ktery
vznikl spojenim molekuly amfetaminu a teofylinu. Samoziejmé, tento hybrid by bylo mozné
zaradit do kategorie fuznich hybridd, pokud bychom wuvaZovali spojeni struktur
metamfetaminu a kofeinu, nicméné diky tomu, Ze fenethylin se v téle rozklada dealkylaci za
uvolnéni amfetaminu a teofylinu, pfiklanime se k jeho zafazeni mezi konjugaty. Poslednim
prikladem tentokrat stépitelného konjugdtu je spojeni nitroaspirinu, ktery obsahuje funkéni
skupinu uvolnujici oxid dusny a kyselinu acetylsalicylovou. Zde je zajimavosti, Ze linker je tvoren

aromatickym jddrem a je pfipojen esterovou vazbou.’
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3-[(nitrooxy)methyl]fenyl 2-acetoxybenzoat

fenetylin

"nitroaspirin”

Obrazek 2: Priklady hybridnich molekul typu konjugdtt s vyraznénymi farmakofory.

Hybridni molekuly typu ,fused hybrids®

Latky oznacované jako ,fused hybrids” jsou molekuly, ve kterych jsou struktury dvou léciv
napojeny tak, Ze dochazi k blizkému kontaktu mezi nimi, bud pfitomnosti zanedbatelného
linkeru nebo bez n&j.*" 12 Dochdzi tak k pfimému kontaktu s tim, Ze jsou oba farmakofory plné

zachovany, aby zaroven byla zachovana i jejich schopnost vazby na biologické cile.

Jako ptiklad takovych hybridl miZou byt uvedeny struktury z prace skupiny Loweho (Obrazek
3), ktery kombinoval molekulu dopaminu jako agonisty D,-receptorli spolu s ligandem 5-HT
receptoru. Touto fuzi molekul doslo ke zvratu D,-agonistické aktivity na antagonistickou. Pfi
vyvoji byl ddle upraven fragment dopaminu inkorporaci dalSiho heterocyklu do struktury tak,
aby doslo k napodobeni interakci, které tvofily fenolické hydroxyskupiny.'® Pfizer uvedl na
zakladé téchto vysledkl spolu s dalSimi optimalizacemi na trh slouceninu ziprasidon pro lécbu

schizofrenie v roce 2001.
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Obrdzek 3: Design D2/5HT 4 ligandu a vyvoj klinicky pouZivaného ziprasidonu.

Hybridni molekuly typu ,merged hybrids”

»Merged hybrids” jsou takové slouceniny, ve kterych jsou jednotlivé farmakofory spojeny za
vyuziti shodnych prvki ve strukture parentnich sloucenin. Timto zpisobem dochazi ke vzniku
mensich a jednodussich molekul.'' 2 Samozfejmé i v téchto pfipadech muze dojit ke spojeni
metabolizovatelnou funkéni skupinou, kterd v organismu uvolni parentni molekuly, jez budou
pUsobit vlastnim mechanismem Ucinku nebo se bude jednat o pevné spojené farmakofory

s dostatecné zachovalymi strukturnimi rysy tak, aby dokdzaly ovlivnit oba molekularni cile.

Prikladem muzou byt latky, které inhibuji chelataci enzymy obsahuijici zinek. Vyzkumny tym
Murugesana popsal dudlni antagonisty angiotensin-1/endothelin-A receptoru pro lécbu
hypertenze (Obrazek 4). Design téchto AT1/ETa antagonist( vychazel z prekryvu biarylovych
jader nalezenych v selektivnich AT1 a ETa antagonistech. DalSim ptikladem ,, merged hybrids”
muze byt dudlni inhibitor acetylcholinesterazy (AChE) a monoaminooxidazy (MAO) ladostigil,
ktery se vyuziva k |é¢bé neurodegenerativnich poruch (Obrazek 5). Ladostigil ve své strukture
kombinuje farmakofory rivastigminu a rasagilinu.'® Na zdkladé uvedenych SAR vidime, Ze pravé

funkéni skupina karbamatd a propargylaminu jsou klicovymi sloZzkami farmakoforu

zodpovédnymi za inhibici enzymU AChE a MAO.
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irbesartan antagonista ET, vznikly hybrid
AT, Ki=0,8nM AT Ki>10 uM AT Ki=10nM
ETaKi> 10 uM ETAKi=0,1nM ETaKi=0,1nM

Obrdzek 4: Design hybridu s dudlni inhibici AT1/ET .

rivastigmin rasagilin ladostigil

AChE IC50 = 31,8 M
MAO-A IC5y = 300 uM

Obrézek 5: Design struktury hybridu ladostigilu.

Antimykobakteridlni hybridy

Komplexni a mnohdy ¢asové narocnd terapie TB, kterd vyZzaduje kombinaci nékolika IéCiv
s rznymi mechanismy ucinku neboli multiple-target therapy, spolu s obecné se rozvijejici
rezistenci na dostupna antituberkulotika a ¢astéjSim vyskytem pripadl multi-drug rezistentni
(MDR-TB) nebo extensive-drug rezistentni tuberkuldézy, vyviji tlak na objeveni novych
antituberkulotik. Jeden z ¢asto vyuZivanych pfistupl je pravé tvorba hybridnich sloucenin,
které by mohly vykazovat dualni mechanismus ucinku. V této kapitole jsou uvedeny nékteré
pfiklady takovych hybridnich sloucenin. Zatim Zadna z nalezenych struktur nedosahla
komeréniho vyznamu. Napfiklad na Katedfe medicinalni chemie The Bombay College of
Pharmacy v Indii experimentovali Shindikar a Viswanathan s tvorbou novych hybridQ
kombinaci fluorochinolont s pyrazinamidem nebo isoniazidem (INH) (Obrazek 6). Tyto hybridy
vykdzaly v in vivo experimentech na mysich modelech srovnatelnou aktivitu se standardem

sparfloxacinu pfi ddvce 200 mg/kg.%°
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Obrazek 6: Hybridni molekula — fragment pyrazinamidu v cervené bubliné, fragment sparfloxacinu v modré bubliné,
propojeny ethylenovym mdistkem.

Jind vyzkumna skupina pod vedenim Betecka se zabyvala do jisté miry podobnym tématem.
Zkouseli spojit razné derivaty chinolond s isoniazidem pomoci hydrazid-hydrazonové vazby a

méf¥ili jejich inhibi¢ni aktivitu proti Mycobacterium tuberculosis (Obrazek 7).2!

Mtb H37Rv MICgo = 0,8—7,8 uM
INH MICgq = 0,2 uM

Obrazek 7: Hybridni molekula — fragment isoniazidu v ¢ervené bubliné, farmakofor chinoloni v modré bubliné.

Dalsi zajimavym pokusem z pohledu poufZiti hybridizace pti vyvoji novych antituberkulotik byla
prace publikovand pod vedenim Xu. Tym tohoto védce se zabyval syntézou molekul kombinujici
molekuly fluorochinolond s derivaty isatinu (Obrazek 8).2? Isatin je farmakofor, jehoZ derivaty
maiji riznou biologickou aktivitu. VyuZiva se jako zakladni stavebni kdmen pro ptipravu rfady

chemoterapeutik a antivirotik.?3 24

Mtb H37Rv MIC = 1,21-3,09 nM
ciprofloxacin MIC = 6,04 nM

Obrdzek 8: Hybridni molekula — fragment isatinu v cervené bubliné, farmakofor chinoloni v modré bubliné.
Antibakterialni hybridy

Obecné neuvazlivé naduzivani antibiotik vedlo k rozvoji antibiotické rezistence u gram-
positivnich a gram-negativnich patogenu. Tato rezistence se za¢ind pomalu stavat celosvétovou

zdravotni krizi. Vét$ina nosokomidlnich infekci je zplsobena kmeny ESKAPE.?> Tvorba
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hybridnich lécCiv je jednim ze zplsob( boje proti rozvoji antibiotické rezistence a moznosti
rozsifeni dostupného antibiotického arsendlu.?® V této kapitole uvedeme nékolik pfiklad

hybridnich molekul vyvijenych za Gicelem |é¢by bakteridlnich infekci.

Jednim z ptikladl antibakteridlnich hybridd maze byt molekula desacetylcefalotinu pfipojena
k dipeptidu B-chloralaninu, ten funguje jako inhibitor alaninracemazy (Obrazek 9).2” Takto

pfipraveny hybrid vykazal zajimavou inhibici kmene E. coli.

E. coli MIC = 7,05-14,1 pg/ml

Obrazek 9: Hybridni molekula — fragment desacetylcefalotinu v Cervené bubliné, dipeptid 8-chloralaninu v modré bubliné.

Dalsim prikladem slibného hybridu, zaloZzeného na struktufe cefalosporinli, je molekula
NB2001 vyvijena spole¢nosti NewBiotics Inc. NB2001 se skladd ze struktury
desacetylcefalotinu fuzovaného se strukturou triklosanu (Obrazek 10). Tato latka vykazala
Siroké spektrum bakteriostatického Ucinku proti gram-pozitivnim/gram-negativnim kmen(im

bakterii.28

E. coli MIC = 0,0002-0,008 pg/ml

Obrazek 10: Hybridni molekula — fragment desacetylcefalotinu v cervené bubliné, triklosan v modré bubliné.

Jinym prikladem antibakteridlniho hybridu, ktery vyuziva spojeni pomoci stépitelného linkeru
je molekula zobrazena na obrazku dole (Obrazek 11), zde vidime strukturu sloZzenou z molekuly
desacetylcefotaximu spojenou s fleroxacinem pomoci esterového linkeru. Tato latka dosahuje

Sirokého baktericidniho spektra proti gram-pozitivnim a gram-negativhim mikroorganismam.?®
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E.coli MIC = 0,12—4 pg/ml

Obrazek 11: Hybridni molekula — fragment desacetylcefotaxim v Cervené bubliné, fleroxacin v modré bubliné.

Mezi dalsi zajimavé hybridy miazeme zafadit molekuly vzniklé propojenim neomycinu B
s ciprofloxacinem. Prvni z hybridu je spojen pomoci linkeru sloZeného ze tfi aromatickych jader,
druhy pomoci linkeru substituovaného hydroxyskupinou (Obrazek 12). Oba neomycin B-
ciprofloxacin hybridy vykazovaly slibnou aktivitu proti gram-negativnim rezistentnim kmentm

E. coli.30

I
B N S Q‘Q

s OH
MRSA MIC = 3 ug/ml o NH,
E.coli MIC = 0,75-3 pg/mi
HN
HO  OH

MRSA MIC = 12 ug/ml
E.coliMIC = 0,75-12 pg/ml

Obrdzek 12: Hybridni molekuly — Cervené zvyraznéna struktura ciprofloxacinu, modre zvyraznéna struktura neomycinu B. A)
Molekula spojena pomoci aromatického linkeru (Cerné). B) Molekula spojena pomoci linkeru substituovaného
hydroxyskupinou (¢erné).

Protinadorové hybridy

Navzdory pokroku dosazeného v terapii nadoru, zlistava rakovina stale jednou z hlavnich pfi¢in
umrti ve vyspélych zemich. V oblasti objevovani alternativnich, bezpecnych a efektivnich
chemoterapeutik ziskava i hybridizace jako koncept pro vyvoj novych chemoterapeutik na

vyznamu.3!
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Erlotinib a vorinostat jsou klinicky pouzivana léciva pro lécbu nemalobunécéného karcinomu
plic a kozniho T-lymfomu. Z divodu rozvijejici se rezistence k témto Iéciviim, byl navrien
,merged” hybrid kombinujici ve své strukture farmakofory obou Iéciv (Obrazek 13). Vysledny
hybrid CUDC-101 inhibuje receptor epidermalniho rlstového faktoru (EGFR),

histondeacetylazu (HDAC) a humanni epidermalni receptor 2 (HER-2). CUDC-101 Uspésné

prosel prvni fazi klinického testovani.>?

NH ///©\NH H
z N7 o\/\/\/YN\OH
,\L ©/ W :Nji/\[ T

%

N O/\/O O/
erlotinib vorinostat CuDC-101
EGFR IC50 = 24,6 nmol/l HDAC ICs = 39,1 nmol/l HDAC ICsq = 4,2 nmol/l
HER-2 I1C50 = 146,1 nmol/l EGFR ICsq = 2,4 nmol/l

HER-2 ICs0 = 16,4 nmol/l

Obrdzek 13: Hybrid CUDC-101 s vyraznénymi farmakofory. Cervené zndzornén farmakofor erlotinibu, modre farmakofor
vorinostatu.

Quisinostat derivat hydroxamové kyseliny, ktery plsobi jako inhibitor HDAC. Apitolisib je
preklinicky inhibitor sav¢iho cile rapamycinu (mTOR) a PI3-kindzy. Kombinaci farmakoforu
téchto dvou latek doslo ke vzniku merged hybridu CUDC-907 (Obrazek 14), tento hybrid
inhibuje jak HDAC, tak PI3-kinazu.3

O

apitolisib quisinostat CuDC-907

Obrdzek 14: Hybrid CUDC-907 s vyraznénymi farmakofory. Cervené znézornén farmakofor apitolisib, modre farmakofor
quisinostat.

Kombretastatin-A4 je znamy inhibitor polymerizace tubulinu, ktery cili na vazebné misto
kolchicinu. Piperlongumin je alkaloid, ktery vykazuje cytotoxicitu proti nékolika lidskym
rakovinnym liniim. Vyzkumna skupina Punganury syntetizovala merged hybrid téchto dvou
molekul (Obrazek 15), ktery prokazal schopnost naruseni polymerizace tubulinu a reaktivace

P53 mutace.?*
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kombretastatin-A4 piperlongumin hybrid C-7 aryl piperlongumin

inhibice polymerizace tubulinu zvy$eni ROS zvy$eni ROS
inhibice polymerizace tubulinu
p53 reaktivace

Obrdzek 15: Hybrid C-7 arylpiperlongumin s vyraznénymi farmakofory. Cervené zndzornén farmakofor kombretastatinu-A4,
modre farmakofor piperlonguminu.

Bor v designu Iéciv

Bor s protonovym cislem 5 patti mezi polokovy a je zafazen do lll. skupiny periodické tabulky
prvkl, zde se nachazi ve stejné periodé jako uhlik a dusik, dva esencidlni prvky, které se daji
povazovat za stéZejni stavebni kameny Zivych organismU. Bor je mikrobiogennim prvkem
rostlin. Konzumaci rostlinné stravy se dostava i do lidského téla.3> 3¢ Pfirodni derivaty
obsahujici bor jsou shrnuty v pfehledovém ¢lanku Dembitsky a kol., ptikladem je boromycin

vykazujici antibiotické uc¢inky (Obrazek 16).3”

Obrazek 16: Molekula boromycinu.

Atom boru se diky svému prazdnému p-orbitalu chova jako Lewisova kyselina a je elektrofilni.
Z tohoto dlvodu dokaze tvorit dativni vazbu (koordinacné kovalentni vazbu) s nukleofily jako
napftiklad hydroxy- a aminoskupiny obsazené v aminokyselinovych zbytcich enzymd, v cukrech

nebo nukleovych kyselinach.3840
Bor mlze byt vazan v rliznych typech sloucenin, pro farmacii jsou nejdulezitéjsi nasledujici:

J pfirodni anorganickd kyselina borita H3BOs, ev. jeji estery boraty

J organoborany, definovany jako slouéeniny obsahujici vazbu C-B: kyseliny boronové

RB(OH),, borinové R;BOH, jejich estery a karborany neboli boronové klastry
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Organoboronové kyseliny mliZeme jednoduse odvodit od kyseliny borité, kdy pomysinou
zdménou jednoho z hydroxyl( alkylovym nebo arylovym zbytkem ziskdme kyselinu boronovou.
Zaménou dvou hydroxyll uhlovodikovym zbytkem ziskdme kyselinu borinovou (Obréazek 17).
Vzhledem k zaméreni této prace a jejich experimentalnich soucdsti se v ndsledujicim textu

zameérujeme pouze na derivaty boronovych kyselin.

(I)H (I)H (I)H H

|

HO™ " ~OH R”" OH R™R H B H

borita kyselina boronova borinova boran
kyselina kyselina

Obrdzek 17: Odvozeni organoboronovych kyselin od kyseliny borité.

Boronové kyseliny

Boronové kyseliny nejsou v organické chemii Zadnou novinkou. Své uplatnéni nasly
v syntetické chemii, kde slouzily ktvorbé C-C vazby pomoci Suzuki-Miyaura couplingové
reakce.*! Jejich poufZiti ve farmaceutické chemii jako funkéni skupiny v potencidlnich lé¢ivech
bylo do urcité doby jistym tabu, zejména z dlivodu predpokladu o jejich potencidlni toxicité.
Boronové kyseliny se in vivo metabolizuji na kyselinu boritou.*® Kyselina boritd je pfirodni
sloucenina, plvodné izolovana z pldy a mravenciho jedu. Jeji toxicita (LDso = 2660 mg/kg u
mysi po per os podani) je srovnatelna s toxicitou soli (NaCl LDsg = 3000 mg/kg u mysi po per os
podani).*® Toto tabu padlo aZ v roce 2005 s prvnim registrovanym lé&ivem obsahujicim ve své
struktufe boronovou funkéni skupinu, kterym byl bortezomib (popsan nize). Od té doby doslo
k registraci nékolika dalSich latek obsahujici tuto funkéni skupinu a zaroven ke zkoumani

mnoha dalSich latek v pokrocilych fazich klinického testovani.3® 42

Boronové kyseliny jsou za fyziologickych podminek neionizované, vykazuji pK, pfiblizné 7—9 v
zavislosti na typu substituce. Pfijetim volného elektronového paru z rdznych funkénich skupin
(hydroxy-, aminoskupiny biogennich makromolekul), mizZe dochazet ktvorbé reverzibilni
koordina¢né kovalentni vazby s danym nukleofilem. Pfi tvorbé této koordinaéni vazby dochazi
k pfechodu z pfirozené trigonalni planérni sp? hybridizace boronové kyseliny na tetrahedralni
sp3 hybridizaci a ziskani zdporného naboje (Obrazek 18).3840

OH HO™ OH /4

©L-0
~BZ
R/B\OH R~ "OH

Obrazek 18: Schéma zndzornéni tvorby reversibilni koordinacné kovalentni vazby.

27



Davody pro zavedeni boronové kyseliny do struktur potencialnich 1éCiv se velice lisi napftic
strukturami, ve kterych byly pouzity. U derivatl boronovych kyselin byla popsana inhibice celé
fady enzymda, napf. serinovych protedz jako je faktor Xla, B-laktamaza nebo NS3 serinové
protedza, déle inhibice histondeacetylazy, leucyl-tRNA syntetazy ad.** Mohou se tedy uplatnit

jako protinddorové latky, antivirotika a antibakteridlni slou¢eniny.3 44

Boronové kyseliny jako bioisostery

Boronové kyseliny jsou iontové stabilni pfi fyziologickém pH, coZ z nich Cini slibné neionizované
alternativy k ionizovatelnym funkénim skupinam.* V tomto kontextu byly boronové kyseliny
studovany jako moziné bioisostery pro karboxylové funkcni skupiny. V prostoru zaujimaji
podobné postaveni a zaroven se v obou ptipadech jednd o kyselé latky, ale s tim rozdilem, Ze
vyssi pKa boronovych kyselin jim umoziuje byt neionizovany pfi fyziologickém pH. Ptikladem
takového pFistupu mazZe byt studie Albers a kol. a také Gosh a kol. (Obrazek 19A).46 47 Fosfaty,
byt ne tak strukturné podobné boronovym kyselinam jako karboxylové kyseliny, byly také
zaménovany boronovymi kyselinami ve strukturdch nukleosid(.#® Vasseurova vyzkumna
skupina syntetizovala analoga DNA nukleotidli nahradou fosfatové funkéni skupiny za

boronovou (Obrazek 198B).%°

F i R B
A >\S  — %S

N S _ N X ~
(0] (6]

(6] (0]
HA51 HA130
o o
PN 07N
B (6] N
o OH | — o AOH
OH oH
O
_ HO*B\
O=R-OH OH

OH

. . uridin-boro-nukleosid
uridinmonofosfat

Obrdzek 19: Priklady vyuZiti boronovych kyselin jako bioisostert. A) Bioisosterni zaména karboxylové funkéni skupiny u
molekuly HA51 za boronovou kyselinu. B) Bioisosterni zdména fosfdtové funkcni skupiny u molekuly uridinmonofosfdtu za
boronovou kyselinu.
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Vyuziti boronovych kyselin pro zlepseni farmakokinetickych vlastnosti

Inkorporace boronové funkéni skupiny nebo nahrada urcitych funkénich skupin za boronovou
kyselinu vede k ovlivnéni logaritmu rozdélovaciho koeficientu (logP) a zakonité také ovlivnéni
logaritmu distribuéniho koeficientu (logD), coZ ovlivni farmakokinetické vlastnosti dané
molekuly.® Jednim z pfikladd takového pouZiti boronovych kyselin byla nahrada fenolického
hydroxylu za Géelem Upravy rozpustnosti studované vyzkumnou skupinou Kong a kol.>! V praci
se autofi vénovali analoglim kombretastatinu A-4.>2 Jejich cilem bylo zvy$eni jeji aktivity a
rozpustnosti slouceniny bez toho, aniz by se uchylovali k tvorbé fosfatového proléciva. Zdména
fenolického hydroxylu za boronovou kyselinu v jejich pfipadé vedla ke zvySeni biologické
aktivity a také témér dvojnasobnému zvyseni rozpustnosti v kyselém médiu (Obrazek 20).>!
Dalsim ptikladem vyuziti boronové funkéni skupiny za icelem zlepseni biodostupnosti je prace
vyzkumné skupiny Liu a kol.>® V rdmci jejich vyzkumu se zabyvali selektivnimi downreguldtory
estrogenniho receptoru (SERD). Cilem jejich prace byla modifikace molekuly fulvestrantu tak,
aby prekonali jeji metabolizaci pomoci glukuronidace fenolické skupiny. Ndhrada fenolické
skupiny boronovou kyselinou v tomto pfipadé vedla k zachovani aktivity boronového analogu,
ale také vedla k vyraznému zlepseni farmakokinetickych vlastnosti (Obrazek 20). Inkorporace
boronové kyseliny vedla ke zpomaleni clearance fulvestrantu, zplUsobené zpomalenym
uvolfiovanim aktivni latky metabolickou oxidaci na pavodni fenol.>® Stejna vyzkumna skupina

pokracovala ve vyzkumu boronovych analogli SERD jako oralné dostupnych bioisosternich

alternativ k pGvodnim |dtkdm obsahujicim fenolickou funkéni skupinu.>

/OH
o~ ) o o~ ) ()
A / ) / \OH
—0 o} o— —0 o] o0—
/ /

kombretastatin A-4 boro-kombretastatin A-4

fulvestrant

Obrazek 20: Priklady pouZiti boronové funkcni skupiny pro optimalizaci farmakokinetickych vlastnosti. A) Modifikace
molekuly kombretastatinu A-4. B) Modifikace molekuly fulvestrantu.
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Boronové kyseliny a jejich estery jako proléciva

Dalsim zplsobem vyuzZiti této funkéni skupiny muze byt tvorba protinadorovych proléciv.
Nékolik vyzkumnych skupin popsalo zvySené hladiny reaktivnich forem kysliku (ROS)
v nékterych druzich nadorovych bunék, to vede k vy$sim hladinam H,0,. Boronové kyseliny se
v takovych podminkach mohou rychleji oxidovat na hydroxylové skupiny. Na tomto principu lze
vytvofit prolécivo obsahujici boronovou kyselinu, které cili na nddorové bunky, tim Ze se
aktivuji aZ v cilové tkani.>> Pfikladem muZe byt prace vyzkumné skupiny Wanga,*® kterd
substituovala hydroxylovou skupinu derivatu kamptotecinu B1 boronovou kyselinou tak, aby
bylo vytvoreno cilené prolécivo latky SN-38 (Obrazek 21). Zvysené hladiny ROS v rakovinnych
bunkach zplsobuji oxidaci boronové kyseliny proléciva B1 na aktivni formu molekuly SN-38
obsahujici hydroxylovou skupinu. Bylo prokazano ze témér 60 % proléciva Bl je
metabolizovano na aktivni latku SN-38 po 48 hodinach inkubace. Navic latka B1 sama o sobé
vykazuje lepsi cytotoxicitu nez plvodni aktivni metabolit SN-38 a zpUsobuje vétsi inhibici

cilového enzymu, DNA topoisomerézy 1.°°

Obrézek 21: Pfiklad vyusiti boronovych kyselin jako proléciv.

Boronoveé kyseliny jako reversibilni kovalentni inhibitory

NejcastéjSim divodem inkorporace boronové funkéni skupiny do struktury potencidlnich Iéciv
je jeji schopnost tvofit reverzibilni kovalentni interakce ve vazebnych mistech cilovych struktur.
Vétsina vyzkum( v oblasti farmaceutické chemie studujicich boronové kyseliny se opira o
schopnost boru interagovat se serinovym nebo cysteinovym aminokyselinovym zbytkem
v aktivnim misté rdaznych protedz.>” Na obrazku 22 muazeme vidét reakce obecnych
kovalentnich inhibitorl obsahujich tfi rGzné funkéni skupiny interagujicich se serinovym
aminokyselinovym zbytkem v porovnani s ptirozenym peptidovym substratem. Na rozdil od
reakce nitrilu jako slabého elektrofilu, vedou reakce aldehydu nebo boronové kyseliny k tvorbé
tetrahedralnich meziprodukt, coZz odpovida reakci prirozeného substratu ve fazi
meziproduktu. To pravdépodobné vysvétluje jejich vyssi potencidl a delSi dobu setrvani

v aktivnim misté serinovych protedz. Nicméné musime podotknout, Ze pouZiti aldehydl je
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problematické z dlivodu jejich vysoké reaktivity, ktera zpUsobuje oxidativni stres u lidi a vede
k cytotoxicité, mutagenité a dal$im nezadoucim efektdm.>® Naproti tomu boronové kyseliny
jsou obecné povaZované za bezpecné a ztoho dlvodu jsou ve farmaceutické chemii
preferované pred aldehydy.
o
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Obrazek 22: Porovndni reakci prirozeného substratu (A) a tri funkcnich skupin schopnych reverzibilni kovalentni reakce (B—D)
se serinovym zbytkem peptiddzy.

Jako priklad vyuZiti kovalentné se vazajici boronové kyseliny mizeme uvést studie latek cilicich
na inhibici B-laktamaz a dnes jiz registrovany inhibitor vaborbaktam (Obrazek 23C). Ve
struktute tohoto Iéciva byla pravé B-laktamova skupina nesouci Uc¢inek Uspésné zaménéna za
boronovou funkéni skupinu.>® Vyzkumna skupina Ban pFedstavila analoga EGFR tyrozinkinaz
(TK) inhibitor(, ktera plivodné obsahovala Michaleovy akceptory. Zaménou téchto kovalentné
reagujicich funkcnich skupin za boronovou kyselinu doslo ke vzniku specifickych inhibitord
EGFR TK neovliviiujicich ostatni lidské kinazy a reagujicich s cysteinovym aminokyselinovym

zbytkem bez potfeby ireversibilni inhibice (Obrazek 23A).%°

Dalsim prikladem vyuZiti boronovych funkcnich skupin mize byt i jejich Uspésna zaména za
nitrilovou funkéni skupinu popsana vyzkumnym tymem Plescia, ktery se zabyval potencidlnimi

inhibitory prolyloligopeptiddzy (Obrazek 23B).5!

V této kapitole je treba zminit také jiz delSi dobu registrované inhibitory proteasomu
bortezomib a ixazomib (Obréazek 23C),%% 3 které se pouzivaji k Ié¢bé mnohocetného myelomu.
Boronova kyselina v téchto latkach vytvari reverzibilni kovalentni interakci pravé se serinovym

reziduem proteazomu.®?
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Obrazek 23: A). Priklad zamény Michaelova akceptoru za boronovou funkcni skupinu. B) Priklad zamény nitrilové funkcni
skupiny za boronovou kyselinu. C) Struktury léciv vaborbaktamu, bortezomibu a ixazomibu.

Benzoxaboroly

V ramci diskuse o boronovych kyselinach je potfeba zvlast zminit urcity strukturni farmakofor,
na ktery lze pohlizet jako na cyklicky ester boronové kyseliny sinkorporovanou funkéni
skupinou v ramci péti¢lenného cyklu. Jedna se o strukturu systematicky oznacovanou jako
benzo[c][1,2]oxaborol-1(3H)-ol, kterd se Casto v literatufe oznacuje pouze jako benzoxaborol.
Tento fragment je velmi staly a je l1épe rozpustny ve vodé neZ samotné boronové kyseliny.**
Diky jeho schopnosti tvofit spiroadukty s dioly (Obrazek 24) se stal zdkladem dvou

registrovanych |é¢iv, a to tavaborolu a krisaborolu (Obrazek 25).64
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Obrdzek 24: Reakce benzoxaborolu s cis-dioly za vzniku spiroaduktu. Priklad aduktu molekuly tavaborolu s AMP.

V pripadé tavaborolu je jeho ucinek spojeny s inhibici leucyl-tRNA syntetazy pomoci tzv.
oxaborol tRNA trapping mechanismu (OBORT). Déle se tento fragment objevuje i ve strukture
dalsSich potencialnich |éciv, které jsou v pokrocilych fazich klinického testovani. Jako pfiklad

muUzeme uvést molekulu akoziborolu, ktera se nachazi ve treti fazi klinického testovani na lécbu
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africké formy trypanozomidazy, nebo molekulu s oznacenim ganfeborol, kterd Uspésné prosla
druhou fazi klinického testovani (Obrazek 25).5> ¢ Syntézy benzoxaborolu jsou popsany v

literatuFe, stejné tak antimykobakteridlni Géinky derivatd benzoxaborolu.672

pH
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HO
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Obrdzek 25: Benzoxaborol, priklady klinicky pouZivanych Iéciv a molekul v pokrocilych fdzich klinického vyzkumu obsahujicich
benzoxaborol.

Metody syntéz cilovych sloucenin

V nasledujici kapitole budou shrnuty a okomentovédny vesSkeré syntetické postupy pouzité
k dosazeni meziproduktl anebo finalnich slou¢enin v komentovanych publikacich (P1—P4).
Kazdd z komentovanych publikaci zahrnovala syntézu karboxamidl substituovanych
dusikatymi heterocykly, zejména pyrazinu a pyridinu, proto zasadni postaveni v

komentovanych syntetickych postupech zaujima zejména acylace aminosloucenin.

Acylacni postupy

Syntéza amidd z acylchloridd

Tento primocary acylacni pfistup byl vyuzit pfi pfipravé alifatickych, alicyklickych amida (4-
amino-2-fluorfenyl)boronovych kyselin nebo (4-amino-2-trifluormethylfenyl)boronovych
kyselin diskutovanych v publikaci P4. V této metodé byly vyuzity komeréné dostupné alifatické
a alicyklické acylchloridy, které byly nejprve rozpustény v potfrebném mnozstvi dichlormethanu
(DCM). Pripraveny roztok byl za chlazeni v ledové lazni pfikapavan k roztoku pfislusného anilinu
v DCM s pridavkem pyridinu (Obrazek 26). Reakce byla nasazovéna v ekvimolarnim mnozstvi s
mirnym nadbytkem pyridinu (nejcastéji 1,5 ekvivalentu) pro vychytavani vznikajiciho
chlorovodiku. Takto ptipravena reakéni smeés se obvykle nechala michat do druhého dne za

laboratorni teploty.
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Obrazek 26: Schéma acylace s vyuZitim alifatickych a alicyklickych acylchlorid.

Syntéza amid{ z aktivovanych karboxylovych kyselin

Pti syntéze nékterych (hetero)aromatickych karboxamidu bylo nutné vychdzet z karboxylovych
kyselin, které byly prevedeny na pfislusny reaktivni acylchlorid jednou ze dvou metod. Prvni
metodou aktivace bylo vyuziti oxalylchloridu (Obrazek 27). Pfi vyuziti této aktivace byla
pfislusnd (hetero)aromaticka karboxylova kyselina nejprve suspendovdna v DCM s malym
nadbytkem oxalylchloridu, poté bylo do smési priddno katalytické mnozstvi N,N-
dimethylformamidu (DMF) pro urychleni aktivace. Smés zacala vétSinou po pfidani DMF
bourlivé bublat, coz indikovalo zahdjeni aktivace a uvolfiovani CO,, zaroven se plvodni
suspenze zacala preménovat na roztok v dusledku rozpusténi vznikajiciho acylchloridu v DCM.
Po ukonceni procesu aktivace se roztok zacal po kapkach pridavat za stalého chlazeni v ledové
lazni do banky obsahujici smés ekvimolarniho mnoizstvi prislusného anilinu rozpusténého ve
smési DCM a moldrniho nadbytku pyridinu. Po pfidani karboxylové kyseliny aktivované in-situ
ke smési anilinu byla reakce michana pfi laboratorni teploté do druhého dne. Tento postup in-
situ aktivace pomoci oxalylchloridu byl vyuzZit zejména pfi acylaci aminoskupiny na dusikatych
heterocyklech, kde jejich nukleofilita byla silné oslabena pravé blizkosti heteroaromatického
dusiku. Z tohoto ddvodu byl tento postup s Uspéchem vyuZivan zejména pro syntézu latek
diskutovanych v publikaci P3. Zaroven vsak Slo o proceduru, kterd napomohla syntéze
nékterych latek diskutovanych v publikaci P4, pfi kterych nebylo mozné pfripravit latky pomoci

rutinné pouzivané aktivace 1,1'-karbonyldiimidazolem (CDI).

in situ aktivace
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Obrdzek 27: Schéma acylace s vyuZitim aktivace karboxylové kyseliny pomoci oxalylchloridu.
Specifického pristupu bylo potfeba vyuZit pfi syntéze pinakol-esteru 4-((5-chloropyrazin-2-

yl)karbamoyl)fenylboronové kyseliny diskutovaného v publikaci P4, pfipadné jejich blizkych
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derivatl s obracenou orientaci amidové vazby (retro-amid), které nebyly doposud publikovany.
PFi syntéze téchto derivatl nedochazelo k dostate¢né konverzi vychozi karboxylové kyseliny na
acylchlorid pomoci oxalylchloridu, a proto bylo nutné tyto derivaty aktivovat pomoci thionyl
chloridu (Obrazek 28). Pfi této metodé byla pfislusna karboxylova kyselina rozpusténa
v toluenu, byl pfidan mirny nadbytek (1,1 ekvivalentu) thionylchloridu a smés byla zahfivana
pod zpétnym chladi¢em po dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby byla smés odparena do
sucha. Vznikly acylchlorid byl rozpustén v DCM a byl po kapkach opét priddvan do smési
pfislusného anilinu v DCM s mirnym nadbytkem pyridinu za stdlého chlazeni na ledové lazni.
Po smiseni byla reakce michdna za laboratorni teploty do druhého dne. Dlvody nutnosti
pouziti thionylchloridu jako aktivacni Cinidlo pfi téchto syntézach nebyly blize zkoumany.
Nicméné mlzZeme usuzovat, Ze substituce pinakol-esteru boronové kyseliny v para-poloze vici
karboxylové kyseliné na benzenovém jadre zpUsobuje deaktivaci diskutované skupiny, a tudiz

jeji snizenou reaktivitu.

i Q Ar—NH, A
. g . r
OH . 9 toluen ¢l | pyridin, DCM @H
O~|I_:, CI/S\CI reflux, 24 h O\IB lab.t, pfes noc O\l|3
o 0 0

Obrdzek 28: Schéma acylace s vyuZitim aktivace karboxylové kyseliny pomoci thionylchloridu.
1,1'-Karbonyldiimidazolem aktivovany coupling

Jak jiz bylo naznaceno vyse, tak pravé karboxylové kyseliny aktivované CDI byly vétSinou
vychozimi latkami pro vznik amidovych vazeb pfi pripravé rdznych karboxamidu
heterocyklickych sloucenin (Obrazek 29). Aktivace kyseliny pomoci CDI byla vyuZita zejména

pfi syntéze latek diskutovanych v publikacich (P1, P2 a P4).

Pro zahdjeni této reakce byla navazena vychozi heterocyklickd karboxylova kyselina, kterd se
v prostiredi dimethylsulfoxidu (DMSO) nechala reagovat s mirnym nadbytkem CDI. Pfi zahajeni
aktivace karboxylové kyseliny pomoci CDI dochazi k vyvoji plynu vlivem uvolfiovani vznikajiciho
CO,, takZe zacatek i konec aktivace je pozorovatelny pouhym okem. Jakmile byla aktivace
ukonéena, byl smichan tento intermediat aktivovany in-situ sroztokem 1 ekvivalentu
prislusného anilinu v DMSO. Takto pfipravena reakéni smés byla michana do druhého dne za
laboratorni teploty. Izolace vzniklého produktu pak probihala vidy metodou precipitace

z DMSO pfridanim zhruba 3nasobku objemového mnozstvi vody ku plvodnimu rozpoustédlu.
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Pokud se pracovalo s derivaty kyseliny para-aminosalicylové, diskutovanymi v publikaci P1, tak
smés musela byt jesté okyselena do kyselé reakce na indikatorovém pH papirku tak, aby byla
potlacena ionizace kyselych funkénich skupin (COOH a Ar-OH) a bylo moziné produkty

precipitovat.

in situ aktivace
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Obrdzek 29: Syntéza amidu z kyseliny aktivované 1,1'-karbonyldiimidazolem.

Deprotekce pinakol-ester(i boronovych kyselin pomoci transesterifikace

Publikace P4 se zabyvala syntézou substituovanych boronovych kyselin. Z dlivodd reaktivity
boronovych kyselin bylo potfeba pfi syntézach vychazet z vychozich latek s ochranénymi
boronovymi kyselinami ve formé jejich pinakol-esterl. Pro kone¢né odchranovani latek se
ukazala uzite¢nou elegantni metoda transesterifikace (Obrazek 30), tedy prevedeni pinakolu
z pfipraveného intermediatu na methylboronovou kyselinu. Tento postup byl velice

jednoduchy a predstavoval stéZzejni krok v pfipravé konecnych boronovych kyselin.

Pti reakci byl smichan pinakol-ester s nadbytkem methylboronové kyseliny (10 ekvivalent() a
vznikld smés byla suspendovana ve smési acetonu a 0,2 M roztoku HCI (V/V 1:1). Takto
pfipravena reakéni smés byla za pokojové teploty michana do druhého dne. Nasledujici den
byla reakce zpracovdna odparenim rozpoustédla, naslednym suspendovanim odparku
v deionizované vodé a opétovnym odparenim rozpoustédla. Poté byl vznikly odparek opét
suspendovan ve vodé a nasledné prefiltrovan pres fritu, aby byl ziskan konecny produkt.
Postup suspendovani nepredstavoval pouze zpracovani reakce, ale zarovernn také metodu
CiSténi konecné latky. DUvtip této metody spociva v tom, Ze methylboronova kyselina jakozto
vychozi latka a také vznikajici pinakol-ester methyl-boronové kyseliny jsou tékavé latky, takze
nékolikandsobné odpareni za snizeného tlaku slouzi k odstranéni nadbytku methylboronové
kyseliny a vedlejsich produktl reakce. DalSim prinosem je skuteCnost, Ze pinakol-ester
methylboronové kyseliny je tékavéjsi nez volna methylboronova kyselina, tudiz v pribéhu
odparovani dochazi k posunu reakéni rovnovahy smérem doprava. Tento synteticky postup byl

prevzat z prace Hinkese a kol., a pravé v této publikaci bylo komentovano, Ze lIze pfi této reakci
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vyuzit rozdilnych podminek, napf. kombinaci 5% trifluoroctové kyseliny (TFA) v prostiedi DCM
s pouzitim pouze 5 ekvivalentd methylboronové kyseliny.”® Tyto podminky byly v nasich
pilotnich syntetickych postupech také vyzkousSeny, avsak vedly pouze k ziskani rozkladnych
produktl, proto jsme se pfriklonili k vyuZiti mirnéjSich podminek slabého roztoku HCI
v prostredi acetonu. DalSim uskalim této metody, na které jsme v pribéhu jejiho pouzivani
narazili, je moznost vzniku anhydrid( boronové kyseliny, nazyvanych heteroboroxiny.”* Jejich
vznik je nastésti reverzibilni proces a da se snadno zvratit rozpusténim ve vodé s mirné kyselym

pH, proto bylo nutné findlni produkty suspendovat ve vodé a nasledné ji odpafit alespon
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Obrazek 30: Transesterifikace pinakol-estert boronovych kyselin.

dvakrat.

Miyaurova borylace

Pti pripravé boronovych bioisoster(i flutamidu diskutovanych v publikaci P4 bylo nezbytné
syntetizovat 4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-3-(trifluoromethyl)anilin. K jeho
pripravé jsme se rozhodli vyjit z 4-brom-3-(trifluormethyl)anilinu, ktery jsme za bezvodych
podminek pod ochranou atmosférou argonu nechali reagovat s bis(pinakoldto)diborem
(B2Piny) v prostredi bezvodého DMF za pridavku baze KOAc a komercné dostupného komplexu
katalyzatoru s ligandem, konkrétné chloridu [1,1'-bis(difenylfosfino)ferrocen] palladnatého
(Pd(dppf)Cl,). Takto pripravena reakéni smés byla zahfivdna pod zpétnym chladi¢em na 85 °C
po dobu 16-ti hodin (Obrazek 31). Poté byla smés extrahovana ethyl-acetatem (EtOAc) a
produkt byl ziskan po Cisténi sloupcovou chromatografii s pouzitim silikagelu jako stacionarni

faze a DCM jako mobilni faze.

PFi vyvoji této syntetické metody nam byla inspiraci prace vyzkumné skupiny Westcotta, ve
které je popsana borylace bromovanych anilin( za pomoci rtiznych komplexi dvojmocného
palladia.”” Z praktickych dGvodu jsme se rozhodli pro pouZiti komeréné dostupného komplexu
dvojmocného palladia Pd(dppf)Cl.. Po sérii neuspésnych pilotnich pokusli o optimalizaci

reakénich podminek (baze a rozpoustédlo), jsme dosli ke zjisténi, Ze reakce neprobiha s (4-
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brom-3-(trifluormethyl)anilinem v kvalité dodané vyrobcem (Fluorochem). Uspésné borylace

bylo dosaZeno aZ po precisténi vychoziho anilinu flash chromatografii.

Cilem této prace nebyla dalsi optimalizace diskutované reakce, ale pfiprava vybranych derivatu
v dostate€ném mnoistvi a Cistoté pro biologicky screening. Dalsi prostor pro zvyseni reakéniho
vytéZzku borylace by mohlo predstavovat ochrdanéni aminoskupiny vychoziho anilinu, napf.

pomoci terc-butyloxykarbonylové (boc) funkéni skupiny.

i o »e

/ KOAc, Pd(dppf)Cl,, DMF B

B’B O
HoN CF3

Obrazek 31: Schéma Miyaurovi borylace.

Hydrolyza ester(

Publikace P3 se zabyvala syntézou N-pyrazinylhydroxybenzamidd a
N-pyridylhydroxybenzamid(i a byla hodnocena biologicka aktivita jak hydroxybenzamid(, tak
jejich acetylovanych prekurzorll. Vychozi latkou pro syntézu amidl byla acetoxybenzoova
kyselina a pfislusny heterocyklicky amin. Pro ziskani kone¢nych hydroxybenzamidi byla nutnd
hydrolyza esterové funkéni skupiny (Obrazek 32). Pfi této reakci byl ptislusny acetoxybenzamid
rozpustén v ethanolu s pridavkem K,COs a cela smés se byla zahfivana k varu pod zpétnym
chladi¢em po dobu 1 hodiny. Poté byla smés ochlazena, pevny Ko.COs byl odfiltrovan a filtrat
byl odparen za snizeného tlaku. Vznikly odparek byl vytfepan mezi EtOAc a vodnou fazy
s pfidavkem triethylaminu (TEA). Vodna faze byla nakonec okyselena 2 M HCl na pH 5 a ulozena

do lednice na dobu 3 hodin. Poslednim krokem byla filtrace vzniklého precipitatu.

Nutno podotknout, Ze pti syntéze téchto hydroxybenzamid(i dochazelo mnohdy k hydrolyze
esteru jiz ve fazi syntézy amidu. To vedlo kizolaci smési acetoxybenzamidu a findlniho
hydroxybenzamidu. Pravdépodobnym divodem stépeni miZze byt vznik HCl béhem probihajici
reakce, ktery zpuUsobuje hydrolyzu acetoxyskupiny. Béhem prace stémito derivaty bylo
zjisténo, Ze namisto obtizného separovani obou produktl bylo snazsi celou smés podrobit
hydrolyze pomoci K2CO3 a pro ziskani acetoxybenzamid( ji pripadné znovu acetylovat (vizte

kapitolu nize).

Tento postup hydrolyzy ester byl UspéSné vyuzit i v ramci publikace P4, kde napomohl ke

konverzi 2-methyl-1-oxo-1-{[4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-3-
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(trifluoromethyl)fenyl]amino}propan-2-yl acetdtu na 2-hydroxy-2-methyl-N-[4-(4,4,5,5-
tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-3-(trifluoromethyl)fenyl]propanamid. Vysledny produkt

byl poté pouzit k syntéze boronového bioisosteru hydroxyflutamidu.

o) OH
H \ﬂ/ K,CO3, EtOH H
X N o) XN
E j/ 1 h, var [ j/
Y/ ©
Y

= (6]
Y

=CH,N
Z=CH,N

Obrazek 32: Hydrolyza estert.

Acetylace fenol(
Jak je vySe naznaceno, tak pro ziskani acetylovanych prekurzort N-pyrazinylhydroxybenzamidd
nebo N-pyridylhydroxybenzamidl, diskutovanych v publikaci P3, je vyhodnéjsi pro ziskani

potencidlnich proléciv (nebo latek se zvySenou lipofilitou) je acetylovat az zpétné.

PFi této reakci byl navazen vhodny hydroxyderivat a rozpustén v acetanhydridu. Do této smési
bylo dale pridano nékolik kapek koncentrované kyseliny sirové a celd smés byla michdna za
laboratorni teploty po 1 hodinu (Obrazek 33). Poté byla reakéni smés nalita na led a michana

do rozpusténi ledu. Poté byl vznikly precipitat prefiltrovan a promyt.

OH O
H H 7‘(
[Xj/N H2$O4, ACZO [X\]/N o
Z (6]
Y 1h, lab.t Y/ o

Y =CH, N
Z=CH,N

Obrdzek 33: Acetylace fenolu.

Cisténi, charakterizace a analytické hodnoceni latek

Cisténi latek probihalo vétsinou metodou flash chromatografie na komeréné dostupnych
kolonach obsahujicich sféricky silikagel s pouzitim soustavy hexan+EtOAc jako mobilni faze
v gradientovém modu. Dale se pro Cisténi pouzivala klasickd sloupcova chromatografie na
sférickém silikagelu s pouzitim DCM. Vyjimkou nebylo ale ani pouziti rekrystalizace z vhodného
rozpoustédla. Publikované latky byly vidy charakterizovany pomoci 'H, 3C NMR spekter, u
findlnich latek obsahujicich ve struktufe bor bylo pro charakterizaci méfeno i 'B NMR
spektrum (P2, P4). Dale byla méfena IC spektra, hmotnostni spektra (MS) a teploty tani. Cistota

latek byla ovérovana pomoci elementarni analyzy s vyjimkou fluorovanych latek, jejichz Cistota

39



byla ovérovana pomoci HPLC s UV detekci. Detailni popis jednotlivych metod lze nalézt

v metodické ¢asti komentovanych publikaci (P1—P4).

Metody pouzitého molekuldarniho dockingu

V této kapitole bych rad shrnul a jasné definoval obecnou metodiku, kterou jsem pouzil pfi
svych in-silico experimentech v publikacich P2 a P4,. V ostatnich publikacich byly in-silico

experimenty provedeny jinymi ¢leny autorského kolektivu.

Metodika templatového dockingu v ramci publikace P2

Dockovaci experiment byl proveden s vyuzitim dockovaci funkce v MOE 2022.02 (Chemical
Computing Group, Montreal, QC, Canada) s pouzitim silového pole AMBER10: EHT. Editujici
doména mykobakterialni leucyl-tRNA syntetazy (mtbLeuRS) (PDB ID: 5AGR), editujici doména
lidské LeuRS (hLeuRS1, PDB ID: 2WFD) a lidska cytosolicka LeuRS (hLeuRS2, PDB ID: 6LPF) byly
stazeny z RCSB Protein Data Bank (PDB) databaze (RCSB.org).”® Struktura 5AGR byla nejprve
upravena odstranénim artefakt(l z krystalografie v sekvenénim editoru, jmenovité se jednalo o
molekuly Met-Leu a EDO (1,2-ethandiol). Poté byly vymazany molekuly rozpoustédla krom
téch, které tvofily klicové vodikové mustky s aminokyselinovymi zbytky. Struktura 2WFD byla
upravena odstranénim nadbytecného retézce B v sekvenénim editoru. Struktura 6LPF byla
upravena v sekvencnim editoru odstranénim retézce A, nékterych ligand( (LSS, GOL) a molekul
rozpoustédla. Ndsledné byl proveden prostorovy prekryv (superpozice) nasledujicich enzyma:
5AGR bylo prekryto s 2WFD a 5AGR s 6LPF. Pozice 5AGR byla nejprve fixovana a poté musela
byt superponovana na zakladé strukturnich motivl, az poté bylo provedeno zarovnani
sekvenci tak, aby odpovidalo superpozici. Pokud bylo prekryti provedeno jinak, tak nedoslo
k Uspésnému prekryti krystalografickych struktur. VSechny krystalografické struktury proteind
nebo jejich komplex(i byly pfipraveny pro nasledny docking s pouzitim funkce QuickPrep
(defaultni nastaveni). Bivalentni adukty syntetizovanych slouéenin v ramci publikace P2 a AMP
byly vytvofeny pomoci ChemDraw 20.0 (PerkinElmer Informatics, Waltham, MA, USA). Po
importu téchto struktur do MOE, byly molekuly upraveny protonizaci pfi pH 7, vypoctem
parcidlnich ndbojii a energetickou minimalizaci do RMS = 0.00001 kcal.mol-A-1. Adukty
syntetizovanych sloucenin byly nasledné dockovany do struktury 5AGR s vyuzitim funkce
templatového dockingu, kdy templat byl definovdn na AMP ¢ast molekuly plvodniho ko-

krystalizovaného ligandu. Superponované struktury hLeuRS1 a hLeuRS2 byly inaktivovany
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v pribéhu dockovani. Z tficeti nejlepsich poz byly vybrany dvé finalni pézy pro kazdy vstup
(energeticka minimalizace uvnitf induced-fit receptoru), za vyuZziti skérovaci funkce GBVI, WSA

dG. Vysledné pdzy byly sefazeny podle vzestupné hodnoty skére a byly hodnoceny vizualné.

Metodika kovalentniho dockingu v ramci publikace P4

Dockovaci experiment byl proveden s vyuzitim dockovaci funkce v MOE 2022.02 (Chemical
Computing Group, Montreal, QC, Canada) s pouZitim silového pole AMBER10: EHT.
Krystalografickd struktura domény vazajici ligand (LBD) ,wild type” androgenniho receptoru
(WT AR), co-krystalizovaného s (R)-3-bromo-2-hydroxy-2-methyl-N-[4-nitro-3-
(trifluoromethyl)fenyl]propanamid (PDB ID: 2AX9), byla staZena z RCSB PDB (RCSB.org).”®
Struktura 2AX9 byla upravena nejprve odstranénim prebytecnych molekul vody vyjma téch,
které tvofily vodikové muUstky mezi ligandem a dalSimi dvéma aminokyselinovymi zbytky
Arg752 a GIn711. Poté byla struktura WT AR LBD pfipravena pro nasledny docking s pouzitim
funkce QuickPrep (v defaultnim nastavenim). Struktury sloucenin 9a-P4 a HFB byly nakresleny
v programu ChemDraw 20.0 (PerkinElmer Informatics, Waltham, MA, USA). Po importu téchto
struktur do programu MOE, byly molekuly upraveny protonizaci pfi pH = 7, vypoctem
parcialnich naboji a energetickou minimalizaci do RMS = 0,00001 kcal.mol*A"1. Po téchto
Upravach byly slouceniny dockovany do struktury 2AX9 s vyuzitim funkce ,general docking”
s definovanym farmakoforovym modelem. Farmakoforovy model byl definovdn na zakladé
struktury co-krystalizovaného ligandu ve strukture 2AX9, pozice kyslikového atomu z amidové
vazby byla nastavena jako akceptor, pozice dusikového atomu z amidové vazby jako donor a
,R-value“ byla nastavena na 1 A. Z tficeti nejlepsich p6z bylo vybrano pét findlnich péz pro
kazdy vstup (energetickd minimalizace uvnitt rigidniho receptoru), za vyuZziti skérovaci funkce
GBVI, WSA dG. Pfipravené slouceniny byly také dockovany do 2AX9 s vyuzitim funkce
kovalentniho dockingu. Reaktivni misto bylo definovdno jako dusikovy atom guanidinové
funkéni skupiny z aminokyselinového zbytku Arg752. Schéma popisujici vznik kovalentni vazby
mezi boronovou funkéni skupinou a guanidinovou funkéni skupinou bylo nakresleno
v ChemDraw 20.0 a bylo uloZeno ve formatu .rdf, poté bylo pouZilo k formatovani kovalentni
reakce v MOE (Obrazek 34). Z tficeti nejlepSich pdz bylo vybrano pét findlnich pdéz pro kazdy
vstup (energeticka minimalizace uvnitf rigidniho receptoru) za vyuziti skérovaci funkce GBVI,

WSA dG. Vysledné pdzy tohoto in-silico experimentu byly hodnoceny vizualné.
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Obrazek 34: Reakcni schéma pouZité pro definovani vzniku kovalentni vazby v MOE.

Biologicky screening

Ve vSech komentovanych publikacich se opirame o vysledky fenotypového biologického
screeningu, jehoz vlastni provedeni probihalo na spolupracujicich pracovistich. Pfesny seznam
testovanych kmenl a pfislusnd metodika je uvedena v komentovanych pracich (P1—P4).
V této sekci jsou pouze shrnuty zakladni varianty screeningu, které béhem vypracovavani prace

byly pouzity.

Antimykobakteridlni screening

Ve vétsSiné komentovanych praci jsme se soustfedili na syntézu a hodnoceni latek, které by
vykazovaly inhibi¢ni aktivitu proti Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Vzhledem k tomu, Ze
Mtb je velice infekéni a nebezpecné agens, je pro praci s nim potreba pracovisté s vysSim
zabezpecenim biohazardu. Z tohoto dlivodu antimykobakterialni screening probihal na dvou
pracovistich. Na Katedre biologickych a l|ékarskych véd pod vedenim PharmDr. Ondreje
Jandourka, Ph.D v ramci Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové probihal screening na
takzvanych surogatech a nepatogennich mykobakteridlnich kmenech. Surogaty jsou
mykobakterie, které nejsou infekéni a vykazuji podobnou citlivost na antimikrobidlni latky.””- 78
Typickymi surogaty jsou kmeny M. smegmatis a M. aurum. JelikoZ citlivost surogatli neni vidy
identicka s citlivosti Mtb, tak byly latky testovany standardné také proti avirulentnimu kmeni
Mtb H37Ra. Jedna se o oslabeny kmen standardniho virulentniho kmene Mtb H37Ryv, se
kterym lze pracovat i v béZnych laboratofich.”® Mimo téchto komentovanych kmen0 se dale

testovalo i proti dal$im mykobakteridlnim kmenim jako M. avium a M. kansasii.&°

Perspektivni latky byly testovany proti patogennimu kmeni Mtb H37Rv ¢&i v nékterych
pfipadech proti dvéma rezistentnim klinickym izolatidm Mtb. Testovani probihalo ve Fakultni

nemocnici v Hradci Krdlové pod vedenim MUDr. Pavly Paterové, Ph.D.
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Antibakterialni a antifungalni screening

Ve vétsiné komentovanych publikaci (P1, P2 a P3) byly diskutované latky rutinné podrobovany
screeningu proti referencnim kmendm klinicky vyznamnych gram-pozitivnich a gram-
negativnich bakterii, hub a kvasinek. Testovani probihalo na Katedre biologickych a lékarskych
véd Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové. Testovani provadéla pani Ida Dufkovd pod

vedenim RNDr. Klary Konec¢né, Ph.D.

Antiproliferativni screening

V publikacich P1, P2 a P4 se odkazujeme na vysledky antiproliferativniho screeningu. Latky
zamyslené jako antituberkulotika byly rutinné testovany na zjisténi aktivity proti HepG2 linii
bunék hepatocelularniho karcinomu s 24hodinovou inkubaci latek. Tato linie bunék se bézné
pouziva jako model hepatotoxicity pti vyzkumu potencidlnich 1é¢iv. Publikace P4 se zaméruje
na screening latek proti bunéénym liniim rakoviny prostaty. V rdmci tohoto screeningu byly
latky testovany na dvou liniich rakoviny prostaty. Na linii bunék rakoviny prostaty senzitivni na
inhibici androgenniho receptoru tzv. androgen-dependentni (AD) linii bunék rakoviny prostaty
LAPC-4 se 72hodinovou inkubaci, ddle na androgen non-dependentni linii bunék rakoviny
prostaty PC-3 s inkubaci 24 hodin. Pro dikladné prozkoumdni selektivity diskutovanych latek,
byly perspektivni latky testovany proti PC-3 linii bunék také se 72hodinovou inkubaci a jejich
selektivita proti nadorovym bunkam byla dale zkoumana v porovnani s inhibici lidskych

zdravych nenadorovych ledvinnych bunék HK-2.

Screening latek proti liniim HepG2, PC-3 a HK-2 probihal na Katedie farmakologie a toxikologie
Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové pod vedenim PharmDr. Pavla Barty PhD. Testovani
latek proti linii LAPC-4 probihalo na Katedre farmakologie a toxikologie Lékarské fakulty v Plzni

pod vedenim Mgr. Romana Vitaka.

Pokrocilé biologické testovani

Prilezitostné se vramci nékterych komentovanych publikaci (zejména P1 a P3) naskytla
moznost pokrocilych biologickych experimentl. Tyto experimenty byly provedeny vzdy v raémci
spoluprace s jinymi pracovisti a jejich metodika je dikladné popsana v metodické casti
pfislusnych publikaci. Z ddvodu narazovosti a rozli¢nosti téchto experiment(i zde nebudou blize

komentovany.
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Komentar k publikovanym pracim

Zdlvodu prehlednosti a jednotného Cislovani pripravenych derivatd v komentafi a
publikacich, jsou zde latky oznacovany cCislem slouceniny v publikaci a Cislem publikace. To
znamena, pokud je komentovdna latka 1-P1, znamena to, Ze se jedna o latku, ktera je

v publikaci P1 oznacena cislem 1.

Publikace P1: hybridni slouceniny pyrazinamidu a p-aminosalicylové kyseliny

Tato prace se soustfedila na design, syntézu a biologického hodnoceni hybridnich slouéenin,
které by se daly vyuZit jako potencidlni antituberkulotika. Terapie TB, presnéji inhibice
mykobakteridlnich kmen( je jednou z oblasti, kterd se mlze zdat idedlni pro uplatnéni principu
hybridizace pti vyvoji potencialnich IéCiv. Divodem je fakt, Ze pfi |écbé TB se v terapii
kombinuje nékolik antituberkulotik, pficemz kazdé plsobi jinym mechanismem ucinku tak, aby
doslo k uplné eliminaci mikroba z organismu a omezilo se riziko rozvoje resistence. Proto se
nabizi jako vhodné feseni snaha pripravit molekulu kombinujici dva a vice farmakoforu, kterd
by dokdzala ovliviiovat vice nez jeden molekuldrni cil. V této praci se vychazi ze dvou komercéné
dostupnych antituberkulotik (Obrazek 35). Na jedné strané je to pyrazinamid (PZA), ktery se
pouziva jako antituberkulotikum prvni linie, které v kombinacni terapii slouzi pro zkraceni lécby
z 9 na 6 mésicl. Na strané druhé se PZA kombinuje s para-aminosalicylovou kyselinou (PASA),
jakoZto antituberkulotikem druhé linie, ktery se v dnesni dobé pouziva zejména v rozvojovych
zemich z dlivodu své nizké ceny a vysoké dostupnosti. Jeho zdsadni nevyhodou jsou zejména
nizka biologicka dostupnost po peroralnim podani, nutnost poddvani vysokych davek z divodu
rychlého metabolismu pomoci N-acetyl transferdzy 1 (NAT-1) a s tim spojend gastrointestinalni
intolerance. Cilem této prace byla pfiprava origindlnich molekul, které by vykazovaly slibnou
antimykobakteridlni aktivitu proti citlivym a rezistentnim mykobakteridlnim kmendm. Ddéle
bylo cilem zlepsit farmakokineticky profil, zejména pak kompenzovat vySe popsané nedostatky

PASA.

44



PASA fragment

PZA fragment o o]
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Obrazek 35: Souhrnny obrdzek vyznamnych struktur vztahujicich se k publikaci P1.

Vychozi strukturou pro diskutovanou sérii hybridnich molekul byla latka 1-P1, ve které je
farmakofor PZA spojen pomoci amidové vazby s aminoskupinou farmakoforu PASA (Obrazek
35). V prvni ¢asti této prace bylo pfipraveno jedenact pilotnich hybridnich sloucenin liSicich se
v substituci na PZA farmakoforu. Tyto latky byly nejprve podrobeny screeningu inhibicni
aktivity mykobakteridlnich kmenU (podrobnéji v publikaci P1), zejména jsme se soustredili na
aktivitu ziskanou proti virulentnimu kmeni Mtb H37Rv. Pokud nebude uvedeno jinak,
diskutovana aktivita se bude vztahovat pravé ktomuto kmeni. Vysledky tohoto pilotniho
screeningu mUZeme shrnout nasledovné: vSechny slouceniny vykazovaly stfedni aZ silnou
inhibici Mtb H37Rv s MIC = 25-3,13 pg/ml, lipofilné substituované derivaty vykazovaly obecné
silnéjsi inhibici nez hydrofilné substituované derivaty. Derivat, ktery mél pyrazinovy fragment
zastoupeny ve formé imidazopyrazinu byl jedinym ze série, ktery nevykazal zadnou aktivitu.
Nejvice se osvédcil hybrid 11-P1substituovany chlorem v poloze Sest pyrazinového jadra. Ve
Z vysledk pilotniho screeningu lze usuzovat, Ze vlastni substituce pyrazinového heterocyklu
neni zcela zasadni pro tuto sérii sloucenin a vyssi aktivitu lipofilnich Iatek Ize jednoduse
vysvétlit obecné snazSim prinikem latek pres velice lipofilni membranu mykobakterii.
Abychom tuto tezi dikladnéji prozkoumali, bylo pfipraveno nékolik analogl nejaktivnéjsi
slouceniny z pilotniho screeningu, které mély za kol ovéfit vyznam pfitomnosti pyrazinového
jadra ve strukture diskutovanych latek. Proto byly pfipraveny strukturni analoga, ve kterych byl
6-chlorpyrazinovy fragment zaménén za 3-chlorfenylovy, 6-chlor-2-pyridylovy a 5-chlor-2-
thienylovy substituent. Z vysledkd screeningu bylo patrné, Ze pyrazinové jddro nema ve
strukture zdsadnéjsi postaveni pro zachovani in vitro antimykobakterialni aktivity proti Mtb

H37Rv. Tato skuteénost nas i pres neznalost mechanismu Ucinku jiz v téchto fazich navedla
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k myslence, Ze dost pravdépodobné je Ucinek vazan zejména na farmakofor PASA. Tato teze
byla zahy podporena dalSimi experimenty, pro které byla pfipravena série latek se zachovanym
fragmentem pyrazinkarboxamidu nebo 6-chlorpyrazinkarboxamidu (nejucinnéjsi kandidat
z plvodni série) s obménénymi fragmenty plvodniho PASA farmakoforu, kdy se ménilo
postaveni a pozice COOH a OH skupiny na benzenovém jadre, zkoumala se také moznost
nahrazeni OH skupiny methylem a také methylace OH skupiny. Na zakladé ziskanych vysledku
bylo zjisténo, Ze jakakoliv modifikace PASA fragmentu vedla ke ztraté antimykobakteridlni
aktivity. Tento fakt podtrhuje jeho vyznam pro plsobeni navrhovanych hybridnich sloucenin a
jednoznacéné poukazuje na mozny mechanismus ucinku spojeny s pisobenim PASA fragmentu.
Pro Uplnost komentare z hlediska SAR je tfeba zminit, Ze dalsi optimalizace struktury se ubiraly
smérem k pripravé proléciv se zvySenou lipofilitou, jez méla za cil zvysit pranik slouceniny 11-
P1 mykobakteridlni membrdanou. Pfipravené propyl-estery hybridnich sloucenin pfinesly pouze
mirné zvyseni inhibi¢ni aktivity. Jako velice efektivni se ukazal druhy pfistup pfipravy proléciv
cyklizaci PASA fragmentu na formu 6-laktonu. Pokud porovname biologickou aktivitu
laktonovych forem s plivodnimi hybridy, miZeme vidét na pfikladu nejaktivné;jsi slouceniny 11-
P1 s MIC = 10,7 uM proti MIC = 2,6 uM parentni latky 11’-P1, Ze doslo pfriblizné k 5-ti
nasobnému zvyseni aktivity, na pfikladu slouceniny 1-P1 s MIC = 96,4 uM proti 1’-P1 s MIC =

11,5 uM doslo k 9-ti ndsobnému zvyseni aktivity.

V rdmci komentovani této prace nelze nezminit snahu o objasnéni mechanismu ucinku téchto
hybridnich sloucenin. Jak jiz vyplynulo ze studia vztah(ll SAR, bylo zjevné, Ze mechanismus
ucinku komentovanych hybridli Uzce souvisi s fragmentem PASA. Na zakladé tohoto zjisténi
jsme spekulovali, zda potencidlnim mechanismem ucinku nem(iZe byt pravé inhibice folatové
cesty. PASA jakoZto antimetabolit para-aminobenzoové kyseliny (PABA) pUsobi jako substrat
pro dihydropteroatsyntazu (DHPS) a vede k produkci hydroxydihydrofolatu, ten pak funguje
jako inhibitor dihydrofolatreduktazy (DHFR). Pro ovéreni této hypotézy byla provedena série
neprimych testd, které poukazuji na fakt, Ze pravé inhibice DHFR je cilem téchto hybridnich
slouéenin v mykobakteriich. Mezi zakladnimi dlikazy patti zejména skutec¢nost, Ze nadprodukce
enzym( DHFR DfrA nebo RibD vedla k vyraznému zvyseni rezistence kmene Mtb H37Ra na
slou¢eninu 11-P1. Toto tvrzeni bylo dale nepfimo potvrzeno studiem profilu mykolovych
kyselin v burikach patogenni Mtb H37Ry, pfi kterém se ukazalo, Ze dochazi k naruseni produkce

methoxymykolovych kyselin a mykolovych kyseliny obsahujici cyklopropylovou substituci.
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JelikoZ je produkce téchto kyselin katalyzovana S-adenosyl-methionin (SAM)-dependentni
methyltransferdzou, pfedpokladame, Ze pozorovany efekt nasich latek na produkci mykolovych

kyselin je zpGsobeny depleci SAM v disledku pavodniho preruseni foldtové cesty.8% 8

Ve snaze priblizit mozny zpusob vazby slouceniny 11-P1 do mykobakteridlni DHFR bylo
provedeno nékolik in-silico experimentU. Prvnim z experimentl byl molekuldrni docking latky
11-P1 do krystalografické struktury Mtb DHFR dostupné z PDB (PDB ID: 5U26). Z vysledku
molekuldrniho dockingu mlGzeme vyvozovat nékolik zavérQ. Prvnim velice zjevnym zavérem je,
Ze diskutované hybridy, se nemohou vazat do vazebného mista DHFR stejnym zplsobem, jako
pfirozeny substrat dihydrofolat nebo potvrzeny inhibitor methotrexat. Dlvodem je
neschopnost hybrid( vytvofit ohnuty tvar do pismene , L ktery pfirozené zaujima pteridinové
jadro k fragmentu PABA (Obrazek 36). Pfi¢inou toho je amidickd vazba, ktera funguje jako linker
pro diskutované ,fused hybrids”, jeji rigidita zpUsobuje nemoZnost vétsiho vychyleni jader
z planarniho usporaddani. Presnéji feceno, pokud by se nami diskutované hybridy
méliypfizplsobit do tohoto ohnutého usporadani doslo by k vyraznému navyseni energie
systému. Dale miGzZeme pozorovat, Ze karboxylat latky 11-P1 vykazuje silnou iontovou interakci
s Arg32 a Arg60, tato interakce je charakteristicka pro vétSinu karboxylat(i inkorporovanych ve
strukturach inhibitord DHFR popsanych v literature. Dalsi zajimavou interakci tvofi pyrazinové
jadro latky 11-P1, zde slaby vodikovy mUstek stabilizuje pozici pyrazinového jadra ke kostre
lle20. Chlor v pozici 6 dle nasich vysledk(i zaujima stejny prostor jako atom chloru
v potvrzenych inhibitorech DHFR cykloquanilu a pyrimethaminu, coz by caste¢né mohlo
podtrhovat vyznam této polohy pro lipofilni substituci. Z vysledk(i provedené molekulové
dynamiky bylo patrné, Zze farmakofor PASA je velice stabilné ukotven ve vazebném misté. Na
rozdil od pyrazinového jadra, které oscilovalo zejména mezi dvéma polohami, pficemz se vidy

vracelo do pavodni pdzy z dockingu.
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Obrdzek 36: Vysledky dockingu do krystalografické struktury Mtb DHFR (PDB ID: 5U26). A) Predikovand pdza latky 11-P1
(zelend barva) v aktivnim misté Mtb DHFR. B) Poza vykrystalizovaného inhibitoru p218 (Zluta barva) v aktivnim miste Mtb
DHFR.

V radmci diskutované prace byly provedeny testy metabolické stability. Stabilita testovana
v lidské plazmé in vitro potvrdila velice rychly rozpad 6-laktonu na plvodni hybrid obsahujici
farmakofor PASA s biologickym polo¢asem ti/; = 21,4 minuty. Metabolické studie v jaternich
mikrozomech in vitro prokazaly opét rozpad laktonového proléciva na ptivodni hybrid. Dale Ize
z vysledkl vyvodit, Ze latka 11-P1 se s nejvétsi pravdépodobnosti metabolizuje hydrolyzou
amidové vazby na plvodni karboxylovou kyselinu a PASA. P¥i porovnani biologickych poloc¢ast
laktonového proléciva (ti2= 13 min) a hybridni molekuly (t1/2= 187 min) je zjevné, Ze mnohem
rychleji dochazi rozpadu laktonu nez k hydrolyze amidové vazby. Z dlavod(, Ze jednim
z hlavnich negativ PASA jako |éciva je rychly first-pass efekt zplsobeny rychlou N-acetylaci,
ktera vede k tvorbé acetyl-PASA (neaktivni metabolit) a glycyl-PASA (¢astecné aktivni), nabizi
se porovnani biologického polo¢asu hybridu 11-P1 pravé s PASA (t1/2=0,7—1h).%3 Zde lze vidét,
Ze tvorbou hybridu doslo k vyraznému prodlouzeni biologického polocasu, zvySeni stability
molekuly a obecné optimalizaci farmakokinetickych parametri PASA pfi zachovani

antimykobakteridlni aktivity.

Z divodu velice slibnych vysledkd pfipravenych hybrid( byly provedeny pokrocilé biologické
testy, které ze své povahy nejsou zcela stéZejni pro objasnéni vztahu mezi strukturou a
ucinkem, proto budou v tomto komentari pouze stru¢né shrnuty. Hybrid 11-P1 a jeho lakton
11’-P1 byly dale otestovany na inhibici dvou klinickych izolatd MDR-Mtb kmend. MDR-Mtb je
definovan jako kmen rezistentni proti INH a zaroven rifampicinu (RIF). Z vysledk( je patrné, ze
diskutovany hybrid 11-P1 si udrzel svou antimykobakterialni aktivitu i proti dvéma MDR-Mtb
kmenlm. In vitro cytotoxicky screening proti linii bunék HepG2 neprokdazal vyraznou

cytotoxicitu napfi¢ diskutovanou sérii, vyjma pripravenych propyl-ester( fragmentu PASA, kdy
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tato modifikace vedla ke zvyseni jejich cytotoxicity. Hybrid 11-P1 neprokazal Zadnou toxicitu
béhem in vivo hodnoceni na Galleria mellonella a zebrafish modelu. Testovani na mysich
modelech infikovanych TB in vivo prokazalo, Ze hybrid 11-P1 piesnéji jeho sodnad sul je schopny
sniZzovat pocet CFU v mysSich slinivkach. Antibakteridlni a antifungdlni screening diskutované
série hybridl neprokazal Zadnou vyznamnou aktivitu na testovanych kmenech. Tento fakt
podporuje potrebnou selektivitu latek a Ize jej vysvétlit objasnénym MOA, nebot bakterie

nejsou schopné vyuzit PASA jako stavebni kdamen ve folatové biosyntetické cesté.

Publikace P2: hybridy cilici na inhibici leucyl-tRNA syntetazy

Tato publikace se zamétuje na design, syntézu a in-vitro biologické hodnoceni série sloucenin,
které cili sv(ij u€inek na inhibici enzymu leucyl-tRNA syntétazy (LeuRS). Tento enzym prendsi
leucyl na molekulu tRNA, ktera je pak vyuZita pro syntézu proteinu. Inhibici tohoto enzymu
dochdzi k inhibici proteosyntézy, a tudiz bunééné smrti.8* Jako slibné inhibitory LeuRS mimo
jinych molekul se ukdzaly latky nesouci farmakofor (3H)-benzo[c][1,2]oxaborol-1-olu pro
prehlednost oznacovaného jako benzoxaborol (BZX). Latky nesouci tento farmakofor mnohdy
vykazuji tzv. oxaborol tRNA-trapping (OBORT) mechanismus ucéinku. OBORT mechanismus
ucinku vyuzivd schopnosti atomu boru se kovalentné vazat na cis-dioly 3’-terminalniho
adenosinového nukleotidu Ade76 tRNA'® za vzniku kovalentniho aduktu (Obrazek 37).84 Takto
vznikly adukt pak zpUsobuje zaseknuti 3’konce tRNA' v editujici doméné enzymu LeuRS a
vytvari neproduktivni komplex. To v kone¢ném dlsledku vede k inhibici leucylace a tim padem

inhibici proteosyntézy.

PZA fragment
BZX fragment
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Obrdzek 37: Souhrnny obrdzek vyznamnych struktur vztahujicich se k publikaci P2.
PFi vyvoji latek diskutovanych v této praci jsme vysli na rozdil od predchozi publikace pfimo od
cilové struktury, kterou jsme méli v planu inhibovat, tedy Mtb LeuRS. Na zdkladé literarni

reSerSe bylo zjiSténo, Ze bakterialni a lidska LeuRS maji mezi sebou znacné strukturni rozdily,
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zejména v oblasti editujici domény. Tyto rozdily jsou zpUsobeny ¢tyfmi inserty specifickymi pro
eukaryota, které se pravé nachazi vlidské cytosolické LeuRS.%> Jeden ztéchto insertd
zpUsobuje c¢astecny prekryv vstupu do vazebného mista a zplsobuje nemoznost vazby vice
objemnych slouéenin.”® Tento rozdil mezi mykobakteridlni a lidskou LeuRS vedl k tezi pro vyvoj
selektivnich molekul. Pro ovéreni této hypotézy byly z PDB databaze stazeny dvé dostupné
krystalografické struktury editujici domény LeuRS, na jedné strané to byla editujici doména
Mtb H37Rv LeuRS (mtbLeuRS) vykrystalizovana s aduktem benzoxaborolového derivatu s AMP
(PDB ID: 5AGR). AMP v ramci tohoto aduktu slouZilo jako modelova latka misto Ade76 tRNA',
Na strané druhé to byla editujici doména lidské cytosolické LeuRS (hLeuRS) (PDB ID: 2WFD).
Pti prekryti obou krystalografickych struktur v MOE jsme dosli ke dvéma zavérim, prvnim bylo
zjisténi Zze sekvencni podobnost mtbLeuRS a hLeuRsS je velice nizka, coZ do znacné miry nahrava
vyvoji selektivnich latek. Druhym zavérem bylo zjisténi, Ze v blizkosti aktivniho mista enzymu
se opravdu u hLeuRS nachazi navic specificky alfa-helix
(Arg*’GluLysLeuAlaGluAlaLysGlulyslleTyrLeulysGlyPheTyrGlu*’4), ktery zakryva pfistup
k vazebnému mistu. Z dlivodu slabého rozliseni struktury 2WFD jsme se rozhodli tyto vysledky
jeSté ovérit prekrytim 5AGR s dalsi krystalografickou strukturou hLeuRS (PDB ID: 6LPF).
Nicméné zavéry z tohoto prekryti byly totozné jako pfi prekryti s 2WFD. Na zadkladé tohoto
zjisténi bylo navrZzeno nékolik sloucenin vychdazejicich ze struktury benzoxaborolu
substituovaného v poloze 6 objemnym aromatickym nebo heteroaromatickym substituentem
napojenym pomoci amidové vazby. Pfi designu pilotni |atky se jednalo opét o kombinaci PZA
s benzoxaborolem spojenych amidovou vazbou. Stejné jako v pfipadé predchozi komentované
publikace, tak i zde miZeme na nékteré slouceniny pohlizet jako na fuzované hybridni
molekuly, ve kterych se kombinuje pravé pyrazinamid, ¢i jeho blizké derivaty s farmakoforem
benzoxaborolu, ktery by se dal povaZovat za zjednodusSenou variantu antimykotického |éciva
tavaborolu. Objemna substituce do polohy 6 BZX farmakoforu byla vybrana za predpokladu, ze
v pfipadé mtbLeuRS bude objemna substituce exponovana zejména do vnéjsiho prostoru, ale
v pfipadé hLeuRS bude objemny substituent pfilis velky na to, aby se vméstnal do aktivniho
mista a bude tvofit vyraznou prostorovou prekazku s a-helixem hLeuRS. Tyto sterické zabrany
byly predpokladem selektivity ucinku téchto latek. Pro ovéreni této hypotézy byl v ramci
diskutované prace proveden molekuldrni docking pldnované série pilotnich latek do struktury
mtbLeuRS. Vzhledem k tomu, Ze jsme u série predpokladali OBORT mechanismu ucinku bylo

zjevné, Ze latky musi fungovat ve formé aduktu s Ade76 tRNAY. Pro zjednoduseni vypocetnich
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praci jsme zaménili Ade76 molekulou AMP a pro praktické dockovani byla pfipravena série
hotovych aduktl pilotnich latek s AMP v obou mozZnych optickych izomerech, byt je nutné
podotknout, Ze z logiky véci je pouze jeden z izomer(i schopny se vazat do aktivniho mista.
Docking predpokladanych aduktl byl proveden pomoci templatového dockingu, ktery je velice
vyhodny v pfipadech, kdy je zndm zplsob vazby latek do receptoru a zkoumad se pouze vliv
substituci. JelikoZ v tomto pfipadé je zndmo, Ze vazba aduktu v oblasti AMP bude poskytovat
vidy stejné interakce a zajima nds pouze vyskyt novych interakci v oblasti aromatické
substituce, pfip. sterickych prekazek, tak je tento zplisob dockingu zcela idedlni. Zvoleny
templat byl nastaven na oblast AMP ze struktury 5AGR. Z vysledkl in-silico experimentu bylo
zjevné, Ze latky by mély mit potencial pro vazbu do mtbLeuRS (Obrazek 38). Ziskané pdzy
odpovidali nasim predpokladdm a nedochdzelo u nich k vyraznému vychyleni AMP fragmentu
aduktl oproti plvodnimu templatu, které by v pripadé neoptimalni substituce bylo patrné.
Nebyly pozorovany ani ptipadné sterické zabrany, které by indikovaly problém s vazbou nasich
latek do mtbLeuRS. Nékteré pyrazinové a pyridinové derivaty nesouci dusikovy atom
v sousedstvi karboxamidové skupiny tvofily specificky vodikovy mustek s Asp447 pres
molekulu vody. Interakce tohoto aminokyselinového zbytku s aminomethylskupinou byla
popsana jako zdsadni u derivatld studovanych Palenciou a kol.”* V nékterych pfipadech
aromatickd substituce také vykazala dalsi arene-H interakce s vodikovym atomem Thr476. Pro
dokonceni naseho predpokladu byly vysledky dockingu do mtbLeuRS srovnany s hLeuRS
v superpozici. Z vysledkl bylo zjevné, Ze pridatny a-helix v lidském enzymu by mél pusobit
vyrazné prostorovou prekazku pro navazani latek s objemnym substituentem, zejména
zdlvodu pritomnosti Tyrd68. Na zdkladé téchto vysledkl predpokladdme selektivitu a

neschopnost latek ovliviiovat lidsky enzym.

Obrdzek 38: Vysledky in-silico experimentu v ramci publikace P2. A) Krystalografickd struktura mtbLeuRS (PDB ID: 5AGR) ko-
krystalizovand s aduktem potvrzeného inhibitoru (zelend barva) se zndzornénou predikovanou pozou aduktu Idtky 11-P2
(sedd barva). B) Superponovand krystalografickd struktura hLeuRS (PDB ID: 2WFD) se zndzornénou predikovanou pozou
aduktu 11-P2 (Sedd barva).
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Celkem bylo v rdmci této prace pripraveno devatenact novych latek. Tyto latky byly podrobeny
screeningu na inhibici panelu mykobakteridlnich kmenG. Zarovent byly z divodu ovéreni
selektivity podrobeny screeningu na bunécéné linii HepG2, ktera se béiné vyuziva pro ovéreni
jaterni toxicity. Z divodu stru¢nosti zde bude ddle komentovana aktivita jen proti patogennimu
kmeni Mtb H37Rv. Na zakladé ziskanych vysledkl mizeme usuzovat, Ze substituce BZX v poloze
6 arylem pfipadné heteroarylem propojenych pomoci amidové vazby vede klatkdm
s antimykobakteridlnim ucinkem. VétSina latek vykdzala inhibi¢ni aktivitu. Z pyrazinovych
derivatl byl nejaktivnéjsi derivat substituovany v poloze 5 chlorem. Jednd se mirnou zménu
pfi srovnani s predchozi publikaci P1, kde se jako nejvhodnéjsi jevila substituce chlorem
v poloze 6, nicméné substituce v této poloze se v publikaci P2 ukazala jako méné vyhodna.
Celkoveé vykazovaly vyssi aktivitu opét latky s lipofilni substituci nez latky s hydrofilni substituci
(amino, hydroxy). Nicméné je nutné zminit, Ze nebyla nalezena pfima korelace mezi
vypocitanymi hodnotami lipofility a inhibi¢ni aktivitou. Substituce pyrazinového jadra v poloze
3 aminoskupinou vedla k Uplné ztraté aktivity proti Mtb H37Rv. Jako preferovand se zda byt
halogenova substituce v poloze 5 na dusikatém heterocyklu. | v této publikaci jsme sledovali
vliv pfitomnosti pyrazinového jadra na aktivitu sloucenin. V této praci vSsak benzenovy analog
vykazal nepatrnou ztratu aktivity proti sledovanému kmeni a vyraznou ztratu aktivity proti
vétsiné zbylych testovanych kmen(. Naproti tomu zdména pyrazinu za 2-pyridyl se zda byt
tolerovatelnda. Pfi srovndni pyridinovych derivatl vidime, Ze vyrazné vyssi aktivity bylo
dosazeno u derivatl obsahujicich dusik v poloze 2 v(ici karboxamidové skupiné. To by ¢astec¢né
mohlo byt podporeno vysledky pocitacového modelovani, protoZze pouze tyto derivaty a jejich
pyrazinova analoga jsou schopny tvofit interakci s Asp447 pres molekulu vody. Tento jev Ize
dale podpofit srovnanim vysledkd slouceniny 9-P2 a 13-P2, kdy pouze pyrazinovy analog muze
tvofit tento vodikovy mUstek, a proto je u néj alespon ¢aste¢né zachovana pfislusna aktivita.
Jako nejaktivnéjsi slou€enina z celé série se ukazal derivat substituovany 5-trifluor-2-pyridylem
11-P2, ktery dosahl MIC = 9,72 uM. Pfiblizné polovina latek z diskutované série vykazala
aktivitu vyssi neZ nesubstituovany BZX, slouc¢enina 11-P2 pak vykazala srovnatelnou inhibi¢ni
aktivitu s aktivitou 3-aminomethylbenzoxaborolu, syntetizovaného védeckym tymem Palencii,
na kterém je pravé poukdzan vyznam interakce s Asp447.7! Zadnda z testovanych latek se
nepfiblizila svoji aktivitou standardu INH. Slibni kandidati z diskutované série byli ddle
podrobeni testovani proti klinickym izolatlim MDR-TB z fakultni nemocnice v Hradci Kralové

(IZAK, MATI), testovani na téchto kmenech neprokazalo vyznamny pokles inhibice proti
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rezistentnim kmenUm. Zhlediska toxicity vétSina ze zkoumanych latek nevykazala
v testovaném rozmezi Zadnou inhibici na HepG2 bunécné linii, vyjma nékolika derivatd, které
prokdzaly slabou inhibici. Je nutné zde podotknout, Ze béhem screeningu na bunécné linii
HepG2 jsme narazili na problémy s rozpustnosti a z toho dlivodu zejména u lipofilnich derivata
nebylo mozné testovani provést v plném rozsahu testovanych koncentraci. Nicméné pfi
pohledu na celkovy trend rozpustnych analogli mlZeme soudit, Ze aZ na vyjimky latky
nevykazovaly Zadnou toxicitu proti linii HepG2. Screening diskutovanych latek proti panelu
klinicky vyznamnych kmenG bakterii a hub neukazal vyznamné aktivity a podtrhuje tak

selektivitu diskutovanych sloucenin.

Publikace P3: odklon od hybridd a snaha objasnéni neznamého mechanismu ucinku

Vyse diskutované struktury by jednoduse mohly byt klasifikovany jako ,fused hybrids”. Do
tohoto oznaceni jiz jen tézko zahrneme struktury popisované v této experimentalni praci.
Pfesto vSak u téchto sloucenin nalezneme znacnou podobnost zejména s molekulami
diskutovanymi v publikaci P1. V této praci se zamérujeme na syntézu a optimalizaci derivat(
N-pyrazinyl- a N-pyridylhydroxybenzamid( (Obrazek 39). V tom prvnim pfipadé je podobnost
s latkami diskutovanymi v P1 zjevna. Jedna se o slouceniny obsahujici pyrazinovy kruh spojeny
amidovou vazbou sdruhym aromatickym jadrem. Plvodni fragment PASA u struktur
diskutovanych v P1 je zbaven karboxylové funkéni skupiny a poloha hydroxylové funkéni
skupiny je obménéna. Dal$i zménou, kterou zde muiZeme pozorovat je zména orientace
amidové vazby, kterd je otocena na rozdil od hybridnich molekul v P1. Nicméné i pres tyto
rozdily, zde stale mGZeme najit jistou spojovaci nit s hybridnimi molekulami, a to derivat 1-P3,
ktery pfti blizSim srovnani mizeme povaZovat za hybrid mezi kyselinou salicylovou a PZA s tim
rozdilem, Ze je zde otocen amidovy linker. Vlastnim cilem této prace byla zejména snaha
podrobné zmapovat a optimalizovat SAR a odhalit MOA u dvou slibnych kandidatnich struktur
popsanych jiz dfive nasi skupinou.®® Vzhledem ktomu, Ze nebyl zndm molekuldrni cil
kandidatnich latek, tak jedinou mozZnosti pro dosazeni vytyéeného cile v rdmci komentované
prace byla snaha co nejvice systematicky obmériovat jednotlivé ¢asti molekul a porovnat vliv

obmén s vysledky aktivit ziskanych z celobunééného screeningu.
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Obrdzek 39: Souhrnny obrdzek vyznamnych struktur vztahujicich se k publikaci P3.

Vramci této prace bylo pripraveno celkem padesat devét derivatl N-pyrazinyl- a N-
pyridylhydroxybenzamid( liSicich se v poloze substituce heterocyklu atomem chloru, polohou
hydroxylové skupiny na benzenovém jadre, protekci hydroxyskupiny acetylem a v pfipadé
pyridinovych derivatl polohou dusiku v heterocyklu. Pfipravené latky byly zamysleny plvodné
jako latky vykazujici slibnou antibakterialni aktivitu proti stafylokokiim. Z vysledk( je patrné,
Ze nejvyssi antibakterialni aktivita byla pozorovana u derivata N-pyrazinylbenzamidu s vysokou
selektivitou vici kmenu Staphylococcus. Isosterni zaména puvodniho pyrazinového jadra vedla
ke slouceninam se srovnatelnou aktivitou v pfipadé 3-aminopyridint nebo sniZzenou aktivitou
v pfipadé 2-aminopyridini. To opét podtrhuje vyznam polohy dusiku v heterocyklu pro
zachovani aktivity, kdy se zda byt nejvhodnéjsi, pokud je zachovan zejména dusik v poloze 4
z plvodniho pyrazinového jadra. To je pfi srovnani s P2 naprosto opacny trend. | zde ale
mUlZeme pozorovat, Ze substituce atomem chloru jak u pyrazinovych, tak u pyridinovych jader
byla preferovand zejména v polohach 3 nebo 4 v(ci poloze linkeru. Naproti tomu substituce
jadra atomem chloru v sousedni poloze vici spojovacimu amidu se ukazala jako nevhodna.
Biologicka inaktivita derivat( substituovanych chlorem v této poloze byla objasnéna in-silico
experimentem, ktery predikoval energeticky nejvyhodnéjsi konformace. Z vysledk( in-silico
experimentu bylo patrné, Ze derivaty substituované chlorem v sousedni poloze vici amidu
uprednostiiuji nekoplanarni usporadani aromatickych jader, které se z pohledu biologické
aktivity zda byt nevyhodné. Derivaty obsahujici na benzenovém jadre hydroxyskupinu v poloze
2 vykazaly obecné vyssi antimikrobidlni aktivitu se SirSim spektrem uéinku ve srovnani
s derivaty obsahujici hydroxyskupinu v poloze 4, ptipadné sderivaty obsahujici 2,4-

dihydroxysubstituci. VétSina zde diskutovanych slouéenin vykazovala mimo jiné také
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vyznamnou antimykobakteridlni aktivitu. Nejnizsi dosazena hodnota MIC byla 6,25 pg/ml pfi

inhibici Mtb H37Rv.

| pfes nebyvaly rozsah provedenych chemickych obmén a detailni popsani vztah(i SAR nevedly
nase obmény k ziskani latek s vyssi antibakteridlni aktivitou v porovnani se slouc¢eninami 1-P3
a 5Ac-P3, ze kterych jsme pfi optimalizacich plvodné vychazely. Z toho divodu se dalsi ¢ast
nasi prace zabyvala snahou osvétlit mechanismus jejich antistafylokokové aktivity. V ramci
provedené makromolekularni eseje na kmeni MRSA CCM 4750 (ATCC 43300) byla zjisténa
statisticky vyznamna inhibice proteosyntézy u latky 1-P3. Latka 5Ac-P3 nevykdzala zadné
statisticky vyznamné inhibice na zkousenych biosyntetickych drahdch. Obé zkoumané latky
prokdzaly statisticky vyznamnou schopnost membrdnové depolarizace na kmeni MRSA.
Zajimavosti ovsem z(stdva, Ze i pres vyznamnou schopnost membranové depolarizace
zkoumané latky pUsobily bakteriostaticky. Z dostupnych vysledkd by se dalo usoudit, Ze i pres
znacnou strukturni podobnost latek 1-P3 a 5Ac-P3, obé latky pravdépodobné nedosahuji
svého ucinku stejné. Zatimco obé latky pasobi pomoci nespecifické membranové depolarizace,
ktera je pravdépodobné zplsobena pritomnosti fenolického hydroxylu ve strukture, tak se zda,
Ze pravé latka 1-P3 navic k tomuto efektu plsobi pravdépodobné strukturné specificky na
urovni inhibice proteosyntézy. Pri¢ina této specifické aktivity by dle mého osobniho nazoru
mohla byt pfipisovana pravé podobnosti a obsahu salicylového farmakoforu ve strukture a

moznosti rozkladu puvodni latky za uvolnéni kyseliny salicylové (vizte metabolické studie P1).

Zajimavy nahled do SAR tykajicich se této série pfinesly také experimenty stanoveni
rozpustnosti ve vodé u diskutovanych sloucenin. Bylo zjisténo, Ze derivaty 3-aminopyridinu
byly vic rozpustné ve vodé neZ derivaty aminopyrazinu a nejhlife rozpustné z této série byly
derivaty 2-aminopyridinu. Tento fakt mize mit rozhodujici vliv na sledovanou aktivitu téchto

derivatl a mlze stat za neaktivitou derivatd 2-aminopyridinu.

Publikace P4: cileni na androgenni receptor

Ctvrtd komentovand prace obdobné jako P2 obratila pozornost ke konkrétnimu molekularnimu
cili. V tomto pripadé to byl androgenni receptor, ktery hraje kli¢ovou roli v rozvoji androgen-
dependentni rakoviny prostaty. Pfima inhibice androgenniho receptoru pomoci nesteroidnich
anti-androgent (NSAA) je jednim z moznych pfistupl v lécbé rakoviny prostaty (PC). Pfi
dikladném studiu plGvodnich a pouZivanych zastupcl z této skupiny léciv bylo zjisténo, zZe

vétsina léciv sdili velice podobné strukturni prvky. Ve vétsiné pripadl se totiZ jedna o rlizné
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substituované 4-nitro-3-trifluormethylanilidy. Nitroskupina se vyskytuje zejména u starsich
zastupcul, jakymi jsou napfiklad flutamid a nilutamid, v pfipadé novéjSich derivatl se v této
poloze castéji vyskytuje nitrilova funkéni skupina. Trifluormethylova substituce v ortho poloze
vUci nitroskupiné nebo nitrilové skupiné je charakteristickd nicméné muze byt zaménéna jinou
lipofilni substituci naptiklad atomem chloru v pripadé molekuly darolutamidu. Amidova
funkéni skupina mlZe byt ve strukture zac¢lenéna do dusikatého heterocyklu, ve vyjimecnych
ptipadech miZeme amidovou funkéni skupinu nalézt ve struktutfe aZz vyrazné vzdalenou od
aromatického jadra nesouciho nitroskupinu nebo nitril. Pro hlubsi pochopeni vyznamu
jednotlivych strukturnich prvk( byl v rdmci diskutované prace P4 prozkoumdan androgenni
receptor z dostupnych krystalografickych struktur obsaZenych v PDB databdzi. Pro spravné
pochopeni musi byt zminéno, Zze v PDB databazi neni dostupna krystalograficka struktura wild-
type (WT) androgenniho receptoru (AR) s vykrystalizovanym inhibitorem AR. K dispozici jsou
pouze dostupné struktury WT AR co-krystalizované s blizkymi derivaty flutamidu, které
vykazuji jiz ¢asteCnou agonistickou aktivitu nebo struktury AR s bodovymi mutacemi ko-
krystalizované s hydroxyflutamidem anebo bikalutamidem, kdy tyto bodové mutace
pravdépodobné stoji za rozvojem agonistické aktivity zminénych zastupci NSAA a tudiz
rozvojem rezistence.?” Dlvodem pro absenci této krystalografické struktury je pravdépodobné
nemoznost vykrystalizovat receptor v neaktivni/antagonizované formé, z dlivodu expozice
polarnich ¢asti svych fetézcl na svém povrchu. V ¢asteéné aktivované/agonizované formé,
kterd spousti bunéc¢nou odpovéd, pak pravdépodobné dochazi ke sloZeni a stazeni téchto
poldrnich povrchd, a tudiZ je moZzné WT AR krystalizovat.?” Tento fakt zpUsobuje, Ze nemame
k dispozici presnou podobu tohoto molekularniho cile. Pfesto se domnivame, Ze dostupné
krystalografické struktury by nam mély dat alespon pfibliznou predstavu o vazbé NSAA do WT
AR. Na zakladé dostupnych informaci mizZeme s relativni jistotou tvrdit, Ze nitroskupina, pfip.
nitril tvofi s AR relativné vyznamné vodikové mUstky s aminokyselinovymi zbytky Arg752 a
GIn711 (ptfimo nebo pres molekulu vody), trifluormethylova substituce v ortho poloze sméfuje
do lipofilni kavity AR. Dusik amidové skupiny hraje vyznamnou roli ve formovani vodikového
mustku s kyslikem Leu704.8” Tyto poznatky ndas vedly k tezi, zda by bylo mozné pfislusnou
nitroskupinu/nitril zaménit za boronovou kyselinu. Ta by diky svému podobnému planarnimu
usporadani v prostoru a unikatnim elektrochemickym vlastnostem mohla vést k tvorbé
obdobné interakce s aminokyselinovymi zbytky Arg752 a GIn711. Vzhledem ktomu, Ze

boronova funkéni skupina nese na atomu boru vakantni orbital a byla potvrzena jeji schopnost
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tvofit reverzibilni koordinaéné kovalentni vazby s nukleofily®, pfedpokladali jsme mimo
klasickych elektro-statickych interakci i moZnost tvorby koordinacné kovalentni interakce

s volnym elektronovym pdrem dusiku guanidinové skupiny Arg752 (Obrazek 40).

OH
F=N

NH
Ar * HZN%NH% AT'G/D\Bi

o N e
®

Obrdzek 40: Teoreticky vznik koordinacné kovalentni vazby B-N mezi boronovou kyselinou a aminokyselinovym zbytkem
argininu.

V ramci této prace bylo pfipraveno celkem tficet tfi novych sloucenin obsahujicich boronovou
kyselinu. Tyto latky lIze strukturné rozdélit do ti sérii. Série v publikaci oznacena jako C (latky
HFB-P4, 1c-P4—5c-P4) je tvorena derivaty strukturné nejblizsSimi molekule flutamidu. Jednd se
tak o boronové kyseliny substituované v poloze ortho trifluormethylovou skupinou,
obsahujicimi v para poloze amidovou vazbu. Jednotlivé derivaty v ramci série C se pak
vzajemné lisi alifatickou a alicyklickou substituci na amidové vazbé. Strukturné vzdalenéjsi od
predlohové struktury flutamidu jsou derivaty série B (1b-P4—7b-P4), ty se od série C lisi
nahradou trifluormethylu atomem fluoru. Posledni a zaroven strukturné nevzdalené;si latky
od predlohové struktury jsou derivaty série A (1a-P4—20a-P4), kde trifluormethylova
substituce chybi a jednotlivé derivaty se navzdjem liSi aromatickou a heterocyklickou substituci
na amidové vazbé. Jistou pfechodovou strukturou mezi sérii A a B je latka 9a-P4, ve které je
zachovana substituce fluorem vortho poloze a zaroven je substituovand na amidu
heteroaromatickym jadrem. Pro Uplnost SAR nalezneme mezi témito derivaty i latky
s amidickou vazbou v opacném usporadani (retro-amid 12a-P4) a prodlouZzenym spojovacim
linkerem (10a-P4). VySe popsané latky byly v ramci diskutované prace podrobeny in-vitro
screeningu pro stanoveni antiproliferativni aktivity na nékolika rakovinnych bunécnych liniich.
Z nejdllezitéjsich linii je tfeba zminit androgen-non-dependentni linii bunék rakoviny prostaty
PC-3 a androgen-dependentni linii bunék rakoviny prostaty LAPC-4. Pro ovéfeni selektivity
latek, byla u slibnych derivati otestovana také antiproliferativni aktivita na nenadorové linii
zdravych lidskych bunék proximalniho tubulu HK-2. Kompletni vysledky s dobami inkubace Ize

nalézt v diskutované praci.
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Obrazek 41: Knihovna pripravenych latek v ramci P4 spolu se strukturami pouZitych standardd.

Z divodu pfripravy latek inhibujicich androgenni receptor, hrala zdsadni roli antiproliferativni
aktivita vc¢i androgen-dependentni linii rakovinnych bunék LAPC-4. Navzdory ocekavani je
nutné konstatovat, Ze nejblizsi strukturni analoga flutamidu tzn. latky ze série C vcetné
kompletniho boronového bioisosteru hydroxyflutamidu a flutamidu tzn. latky HFB-P4 a 1c-P4
a ani derivaty ze série B nevykdazaly Zadnou vyznamnou inhibici ristu bunék LAPC-4. Na druhou
stranu ¢ast derivatu ze série A vykdzala zajimavou inhibici linie LAPC-4. Z pfipravenych derivatu
byly aktivni pouze latky obsahujici ve své strukture pyrazinové jadro substituované chlorem.
Pyrazinové derivaty bez chlorsubstituce, pfip. derivaty substituované jinym heterocyklem ¢i
chlorbenzenem byly neaktivni. Jako jedina tolerovana poloha chloru se ukazala poloha 5 na
pyrazinovém jadre (5a-P4), presun chloru do polohy 6 vedl k Uplné ztraté aktivity. Jedinou
vyjimkou byl derivat 8a-P4, kde byla 6-chlorsubstituce pyrazinu doplnéna 3-aminosubstituci,
coz vedlo pouze ke snizeni aktivity. Zdména chloru v poloze 5 za hydroxyskupinu vedla k Gplné
ztraté aktivity. Stejné tak zména orientace amidové vazby na retro-amid vedla ke ztraté

inhibicni aktivity, coZ by se dalo vysvétlit nemozZnosti atomu dusiku tvofit vodikovy mustek
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s atomem kysliku Leu704. Podobné prodlouzeni amidového linkeru o methylenovy uhlik u
molekuly 10a-P4 vedlo ke snizeni aktivity. Pfidanim atomu fluoru do ortho polohy vici
boronové funkéni skupiné doslo k dalSimu navyseni antiproliferativni aktivity. Tyto vysledky by
se daly aZ prekvapivé dobre korelovat se zavéry ziskanymi ze studia krystalografickych struktur
AR. Zaroven je tfeba zminit, Ze latky 5a-P4, 9a-P4 a 10a-P4 dosahly srovnatelnych aktivit proti
linii LAPC 4 jako standardy flutamid a bikalutamid. Nejaktivnéjsi latkou z celé série tak byl
derivat 9a-P4 s |Csp = 19,2 uM proti LAPC-4. Zaroven je nutné zminit, Ze latka 9a-P4 vykazovala
vys$si inhibici proti androgen-dependentni linii bunék LAPC4 neZ proti androgen-non-
dependentni linii PC-3 coZ podporuje tezi o jejim pro antiandrogennim pusobeni. Nicméné
bohuzel nebylo mozné tuto tezi rfadné oveérit pfimym testovanim inhibice androgeniho
receptoru. Dale je tfeba podotknout, Ze latka 9a-P4 vykdazala slabou inhibici nenddorové linie
bunék HK-2 s vypoctenym indexem selektivity Sl = 7,2 coz svédci o potencialni selektivité latek
a nizsi toxicité ve srovnani s molekulou flutamidu, ktery dosahl Sl = 1,3. V posledni fadé je
nutné z vysledkd vypichnout aktivity standardu flutamidu, ktery zhruba ve stejné mire pasobil
inhibici na vSech studovanych liniich, coz nas vedlo k zavéru, Ze flutamid je neselektivni
molekula, pravdépodobné dosahuijici svého hlavniho Gcinku toxicitou nitroskupiny, respektive

jejich metabolickych produkt(.8%-°1

Pro alespon ¢astecné ovéreni moznosti vazby diskutovanych latek do androgenniho receptoru
byl proveden in-silico experiment, béhem kterého byla dockovana pilotni latka 1c-P4 a
nejaktivnéjsi [atka z celé série 9a-P4 do vazebného mista WT AR dostupného z PDB databaze
(PDB ID: 2AX9) (Obrazek 42). Jelikoz jsme predpokladali stejnou formu metabolizace na aktivni
metabolit u latky 1c-P4 jako u predlohového flutamidu (hydroxyflutamid), tak byla latka 1c-P4
upravena na jeji hydroxylovany derivat, v publikaci P4 oznaceny jako hydroxy-flutamid
bioisoster (HFB-P4). V ramci této prace jsme také predpokladali dva potencialni typy interakce
mezi boronovou funkéni skupinou a klicovym Arg752. Z toho dlvodu byly provedeny dva
dockovaci experimenty, v pfipadé uvaZovani pouze nekovalentnich forem interakci byl
proveden konvencni docking do rigidniho receptoru. V pfipadé uvazovani moznosti vzniku
koordina¢né kovalentni vazby mezi guanidinovym dusikem Arg752 a boronovou funkéni
skupinou byl proveden kovalentni docking s definovanou reakci. Zvysledkl in sillico
experiment(, bylo usouzeno, Ze latky maji potencial se vazat do WT AR. V pfipadé konvencniho

dockingu HFB-P4 derivat kopiroval pdzu vykrystalizovaného ligandu se zachovanim interakci
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s klicovymi aminokyselinovymi zbytky, boronovd funkéni skupina se pak nachazela
v dostatecné vzdalenosti od Arg752 a GIn711 pro tvorbu vodikovych mustk(. U derivatu 9a-P4
pak doslo k zachovani vodikovych interakci boronové funkéni skupiny s Arg752 a GIn711 a
zaroven k dalsi stabilizaci aditivni interakci s Met745. Zachovana byla také vodikova vazba mezi
dusikem amidové skupiny a Leu704, naopak atom fluoru sméfroval do opacného sméru, nez
kde lezi lipofilni kavita AR. U kovalentniho dockovani doslo v pfipadé obou molekul (HFB-P4,
9a-P4) k posunu struktury oproti plvodnimu ligandu smérem k aminokyselinovym zbytk{m
Arg752 a GIn711, v obou pfipadech také doslo k dalsi stabilizaci boronové kyseliny nékolika
vodikovymi mUstky. U derivatu 9a-P4 se pak vyskytla zajimava elektrostaticka interakce mezi
Asn705 a pyrazinovym jadrem. Tento aminokyselinovy zbytek byl popsdan, Ze tvoti vodikovy

mustek s hydroxyskupinou hydroxyflutamidu a bikalutamidu.®”

. ’ =
} R Asn705 #rg752

i
GlnAll Leu704

GInz11

Obrazek 42: Vlysledky in-silico experimentu s pouZitim struktury WT AR co-krystalizované s ligandem (R)-3-bromo-2-hydroxy-
2-methyl-N-[4-nitro-3-(trifluormethyl)fenyl]propanamid (fialovd barva) (PDB ID: 2AX9). A) Vysledky konvenéniho dockingu
HFB (zelend barva) do 2AX9. B) Vysledky kovalentniho dockingu HFB (zelend barva) do 2AX9. C) Vysledky konvencniho
dockingu ldtky 9a-P4 (zelend barva) do2AX9. Vysledky kovalentniho dockingu Idtky 9a-P4 (zelend barva) do2AX9.

Za Ucelem ovéreni moznosti vzniku koordinacné kovalentni vazby mezi guanidinovou skupinou
argininu a boronovou kyselinou byl proveden jednoduchy NMR experiment ve kterém byla
méfena °F a !B NMR spektra latek 1c-P4, 9a-P4 a ekvimolarni smési téchto latek s methyl-

esterem argininu v prostfedi deuterovaného DMS0.%>%4 Z vysledki tohoto experimentu jsme
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dosli k zavéru, ze nedochazi ke vzniku kovalentni vazby mezi argininem a boronovou kyselinou

a pokud zde diskutované latky interaguji s AR, tak pouze na zakladé nekovalentnich interakci.

Zaver

V rdmci této disertacni prace bylo pripraveno pres sto raznych chemickych slouc¢enin. Zna¢nou
Cast zde prezentovanych latek lze oznacit za hybridy PZA s rlizné zaclenénymi farmakofory
jinych struktur. V publikacich P2 a P4 je design latek aktivné cilen na ovlivnéni specifickych
bunéénych cild pomoci metod pocitatové modelovani a inkorporuje do pfipravovanych
struktur boronovou funkéni skupinu pfip. farmakofor benzoxaborol ve snaze vyuzit unikatnich
chemickych vlastnosti boru. VSechny ptipravené latky byly testovany na inhibici panelu
mykobakteridlnich kmena, klinicky vyznamnych kmen( bakterii a hub, véetné latek
komentovanych v publikaci P4, kde tato aktivita nebyla uvedena z dlivodu zaméreni publikace.
Cytotoxicita pfipravenych latek byla béZiné stanovovdna na bunécné linii HepG2.
Z ptipravenych latek dosahly nejvyssi antimykobakteridlni aktivity proti kmeni MtbH37Rv
napfi¢ publikacemi derivaty: 4-(6-chlorpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoova kyselina
(11-P1) sMIC = 10,7 upM resp. jeji laktonové prolécivo 6-chloro-N-(4-oxo-4H-
benzo[d][1,3]dioxin-7-yl)pyrazin-2-karboxamid (11’-P1) s MIC = 2,6 uM; N-(1-hydroxy-1,3-
dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-yl)-5-(trifluormethyl)pikolinamid (11-P2) s MIC=9,72 uM a N-
(5-chlor-3-pyridyl)-2,4-dihydroxybenzamid (26-P3) s MIC = 23,6 uM. Navzdory obsahlému
mnozstvi testovanych derivatl byla vyznamnéjsi antibakterialni aktivita pozorovana pouze u
latky 4-[(5-chloropyrazin-2-yl)karbamoyl]fenyl-acetat (5Ac-P3) s MIC = 62,5 uM proti kmeni
Staphylococcus aureus subsp. aureus. V ramci pfipravenych sérii nebyla nalezena latka, ktera
by vykazovala vyznamnou inhibici rlstu testovanych kmen( hub ani vramci hybridd
diskutovanych publikaci P2, které obsahuji farmakofor tavaborolu. Jistou odchylkou v ramci
diskutovanych latek jsou derivaty popisované v P4 cilené na inhibici androgenniho receptoru
a jejich potencidlni pouZziti v ramci terapii rakoviny prostaty. Mezi nimi byla nejucinnéjsi latkou
vici stézejni androgen-dependentni linii nadorovych bunék LAPC 4 [4-(5-chlorpyrazin-2-
karboxamido)-2-fluorfenyl]boronova kyselina (9a-P4) s hodnotou ICso = 19,2 uM srovnatelnou

s aktivitou standardu bikalutamidu.

Pri SirsSim pohledu na struktury aktivnich sloucenin si miZeme povSimnout, Ze napfic

publikacemi se nehledé na molekularni cil nebo potencidlni mechanismus ucinku jevi jako
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nejucinnéjsi derivaty substituované 5-chlor- nebo 6-chlorpyrazinem. Nutno ovsem
podotknout, Ze pfi blizSim zkoumani SAR napfi¢ publikacemi, se vyznam tohoto fragmentu a
jeho zaménitelnost ve strukture lisi. V rdmci publikace P1 zjistujeme, Ze stéZejni pro zachovani
aktivity hybridi je farmakofor PASA a Ze 6-chlorpyrazinovy farmakofor mlze byt obdobné
nahrazen chlorbenzenovym, chlorthiofenovym a dalSimi analogy. 6-Chlorpyrazin v této
struktufe se zdd mit vliv pouze na ovlivnéni farmakokinetiky a metabolizace PASA, proto
mulzeme ocekavat obdobnou aktivitu i v pfipadé 5-chlorpyrazinu a obdobné aktivity mizeme
ocekavat i u pyridinovych analog. Velice podobny, ale zaroven jiny pfipad nastava v pfipadé
derivatQ diskutovanych v P2, kde mizeme pozorovat urcity rozdil mezi aktivitami hybrid(
s chlorem v poloze 6 a 5. Dale zde vidime také znacny rozdil mezi aktivitami pyrazinovych,
pyridinovych a benzenovych analogl, ktery zdUrazriuje do urcité miry vyznam pyridinového
dusiku v poloze 1 pro tvorbu strukturné specifické interakce s Asp447. Nicméné pro jisté
tvrzeni by bylo nutné pfimé ovéreni na enzymu mtbLeuRS. V pfipadé P3 opét nevidime rozdil
v aktivitach analogl substituovanych chlorem v poloze 5 nebo 6 na pyrazinovém jadre, tzn. ze
se mUZeme opét domnivat, Ze vyznam v téchto strukturdch je pouze v pozitivnim ovlivnéni
fyzikdlné chemickych vlastnosti. Rozdily v aktivitach pyridinovych analog byly dle ziskanych
vysledk( prisuzovany prokazatelné rozdilné rozpustnosti jednotlivych derivat(i ve vodé. V sérii
latek cilicich na androgenni receptor se ukazaly jako Ucinné pouze derivaty 5-chlorpyrazinu.
Substituce atomem chloru v poloze 6 vedla prekvapivé k naprosté ztraté aktivity stejné jako
otoceni spojovaciho amidového mustku. Benzenovy a thiofenovy analog 5-chlorpyrazinového
derivatu nevykazaly zadnou aktivitu v testovanych koncentracich, pricinou mlze byt vyse
diskutované nezadouci ovlivnéni rozpustnosti. UvaZovat ale muUZeme i vyznam 5-
chlorpyrazinového fragmentu pro interakci sandrogennim receptorem, kdy vime, Ze
pyrazinové jadro mize fungovat jako donor vodikové vazby.®> Tudiz mizZeme predpokladat, Ze
pyrazin ve strukturach studovanych latek maze suplovat hydroxyskupinu interagujici s Asn705.
Tato interakce ovSsem nebyla v nasich in-silico experimentech prokazana. Moznost vzniku této

interakce by bylo nutné do budoucna experimentalné provérit.

| pfes naznacenou fadu nedostatkd diskutovanych praci (P1—P4), latky v nich prezentované
prinaseji celou fadu novych informaci, zejména pak objasnéni jejich biologickych vlastnosti.
Slibna aktivita nékterych zde diskutovanych kandidatl napfi¢ publikacemi pak spolu

s mnozZstvim nezodpovézenych otdzek ddva podnét k jejich dalSimu zkoumani.
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