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ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the etiological agent of tuberculosis (TB),
is the leading bacterial cause of infectious disease mortality. The current WHO-
approved treatment for TB involves a three- or four-drug regimen comprising iso-
niazid, rifampin, pyrazinamide, and/or ethambutol for a minimum of 6 months.
While these first-line agents remain useful in treating susceptible Mycobacterium
tuberculosis strains, the emergence of multidrug resistant tuberculosis demands the
development of new drugs [1].

Iron acquisition is an essential process for M. tuberculosis as well as almost all
other microorganisms. However, this essential micronutrient is highly sequestered
in a mammalian host. In response to iron starvation, Mtb produces small-molecule
iron chelators, a pair of related peptidic siderophores known as mycobactin and car-
boxymycobactins that vary by the appended lipid residue termed siderophores [4, 5,
7, 8]. Because mycobactins are critical for growth and virulence of M. tuberculosis,
they have emerged as attractive targets for the development of anti-TB agents [4].

Biosynthesis of mycobactin is initiated by the aryl acid adenylation enzyme
MbtA which activates salicylic acid forming an acyladenylate intermediate (Sal-
AMP). MDbtA is also responsible for loading the acyladenylate intermediate onto
the thiolation domain of MbtB-SH - the enzyme taking part in the next step of
biosynthesis process [10].

Given the documented importance of many siderophores for virulence and lack
of human aryl acid adenylation enzymes homologues, several analogues possessing
stable linkers as bioisosteres of the labile acyl phosphate function have been syn-
thesized as the potent enzyme inhibitors [13]. The initial lead compound 5’-O-[N-
(salicyl)sulfamoyl]adenosine (Sal-AMS) has emerged as a promising inhibitor of
MbtA and was shown to possess promising whole-cell activity toward M. tubercu-
losis.

Keywords: 5-O-[N-(acyl)sulfamoyl]adenosine derivatives, antituberculosis drugs,
Mycobacterium tuberculosis, acyl adenylates

Stowa kluczowe: adenozyno-5’-O-(N-acylosulfamoilowe) pochodne, leki przeciw-
gruzlicze, pratek gruzlicy, acyloadenylany
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WPROWADZENIE

Gruzlica bedgca choroba zakazng jest wywolana przez pratka gruzlicy (Myco-
bacterium tuberculosis, Mtb), ktory wystepuje zardwno w formie utajonej, jak
i aktywnej. Utajone bakterie moga trwaé w ustroju nawet przez lata, nigdy nie
namnazajgc si¢ i nie powodujgc choroby. Na aktywng posta¢ choroby zapadajg naj-
cze$ciej osoby z ostabionym ukladem odpornosciowym.

Mtb atakuje cztowieka juz od ponad 500 tys. lat i z powodu tej choroby zmarlo
wielu wybitnych ludzi (np. Fryderyk Chopin), gdyz dopiero odkrycie w 1943 roku
streptomycyny stanowilo przelom w walce z ta chorobg. Jakkolwiek streptomycyna
miata wiele dzialan niepozadanych to okazata si¢ pierwszym skutecznym lekiem na
gruzlice. Nastepnie w polowie ubiegltego wieku opracowano kolejne $rodki prze-
ciwpratkowe, ktére kompensowaly wady streptomycyny. Zalicza sie do nich leki
bakteriobdjcze i wyjalawiajace (izoniazyd, rifampicyna, pirazynamid, streptomy-
cyna) oraz leki bakteriostatyczne (kwas p-aminosalicylowy, cykloseryna). Chociaz
stwarza to mozliwo$¢ duzej kombinacji w leczeniu wielolekowym, to nie jest row-
noznaczne z dowolnym zestawem lekow [1]. Stosowanie tych lekdw sprawito, ze
na poczatku lat siedemdziesigtych XX wieku wielu ekspertéw uznalo, ze gruzlica
zostala prawie catkowicie wyparta. Tymczasem obecnie pratek gruzlicy jest wsrod
czynnikéw zakaznych drugim po HIV najgrozniejszym zabojca u$miercajacym
rocznie ponad 2 min 0séb [2]. Zresztg zakazenie wirusem HIV zwigksza podatnosé
na gruzlice a w przypadku oséb z utajong formg gruzlicy ryzyko rozwiniecia si¢
aktywnej postaci choroby wzrasta nawet 50 krotnie.

Wiasciwosci biologiczne pratka gruzlicy powoduja, Ze w odréznieniu od wielu
innych chordb zakaznych gruzlica musi by¢ leczona kilkoma lekami jednoczesnie, na
ktore pratki danego chorego sg wrazliwe, i dostatecznie dlugo. Zbyt krotkie leczenie
kilkoma, nawet najlepszymi lekami, powoduje ryzyko nawrotu choroby. Ponadto,
chociaz dostgpnos¢ dos¢ duzej liczby lekéw stwarza mozliwoé¢ duzej kombinacji
w leczeniu wielolekowym, to nie jest rOwnoznaczne z dowolnym zestawem lekow.

Opracowane w latach szes$¢dziesigtych schematy terapeutyczne sa skuteczne
na zwykle pratki jezeli terapia jest kontynuowana przez okres 6-9 miesiecy [1].
Natomiast przedwczesne zakonczenie leczenia skutkuje pojawieniem sie szcze-
péw opornych na antybiotyki. Oporno$¢ szczepéw pratka na dwa z czterech lekow
pierwszego rzutu - izoniazyd i rymfapicyne- odnotowuje sie w przypadku gruzlicy
wielolekoopornej. Te przypadki gruzlicy sa zwykle uleczalne, ale wymagaja zasto-
sowania preparatow drugiego rzutu, ktére sg kosztowne i maja powazne dzialania
niepozadane.

Niestety ostatnio pojawily sie hiperlekooporne szczepy pratkéw gruzlicy, nie-
wrazliwe na niemal wszystkie znane leki przeciwpratkowe. Do ich ewolucji i roz-
przestrzeniania moze dochodzi¢ wtedy, gdy w leczeniu gruzlicy nalezaloby stosowac
leki drugiego rzutu. Biorac pod uwage, ze wigkszo$¢ tego typu zdarzen dotyczy kra-
jow Trzeciego Swiata drogie terapie s3 najczesciej nie do zaakceptowania. Wedtug
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danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) z 2008 roku gruzlice hiperleko-
oporng odnotowano w 49 panstwach.

Upowszechnienie sie miedzynarodowych podrézy sprawilo, ze gruzlica ponow-
nie stanowi ogromny ogoélnoswiatowy problem zdrowotny zaréwno w krajach afry-
kanskich jak i wysoko rozwinietych i w rzeczywistosci ludzkos¢ stangta u progu
najwigkszej epidemii.

Jakkolwiek modyfikacja istniejacych lekdw w celu polepszenia ich parametréw
terapeutycznych moze stanowi¢ istotne zrodto nowych terapeutykdéw to w odnie-
sieniu do szczepow opornych na niemodyfikowany lek istnieje zapotrzebowanie
na leki, ktére beda inhibitorami nowych miejsc (ang. target) terapeutycznych. Tego
typu podejscie w projektowaniu lekéw spotyka sie z coraz wigkszym zainteresowa-
niem (ang. target-based approach) [3]. Kilka obiecujacych specyfikéw ukierunko-
wanych na hamowanie syntezy $ciany komorkowej bakterii, hamowanie replikacji
DNA i syntezy bialek znajduje si¢ obecnie w réznych fazach badan klinicznych.

W projektowaniu nowych lekéw przeciwgruzliczych szczegolnie interesujace
podejscie dotyczy inhibicji syntezy niskoczasteczkowych chelatorow zelaza, tzw.
sideroforow [4].

1. PROJEKTOWANIE NOWYCH LEKOW PRZECIWGRUZLICZYCH
UKIERUNKOWANE NA MYKOBAKTYNY

Mycobacterium tuberculosis tak jak inne patogeny wymaga obecnosci jondw
zelaza migdzy innymi do syntezy niektérych enzymoéw [5]. Jednakze w organizmie
czlowieka zelazo jest trudno dostepne, gdyz w uktadzie krwionosnym ssakow gliko-
proteina gospodarza o wlasciwoséciach chelatujacych zelazo tzw. transferyna wiaze
zelazo i przekazuje je do komorek.

Stad tez stezenie wolnych jonow zelaza w surowicy krwi oraz w ptynach orga-
nizmu jest zbyt niskie, aby wspomdc wzrost bakterii i ich kolonizacje. Aby zaspo-
koi¢ zapotrzebowanie na ten pierwiastek wiele patogenéw wytworzylo mechanizmy
obejmujace synteze i wydzielanie malych czasteczkowych chelatoréw zelaza zwa-
nych sideroforami, ktérych zadaniem jest wyciaganie zelaza z bialek gospodarza
[6]. Mycobacterium tuberculosis do wzrostu komorkowego wykorzystuje dwie klasy
strukturalnie podobnych peptydowych sideroforéw: mykobaktyny i karboksymy-
kobaktyny, ktdre réznig si¢ wylacznie resztg lipidowa [7]. Absolutne wymagania
patogendw dotyczace zelaza doprowadzily do badania mozliwosci specyficznego
hamowania biosyntezy mykobaktyn, czego konsekwencja byloby zahamowanie
wzrostu i wirulencji Mycobacterium tuberculosis.

Pierwsze wzmianki o tym, iz na mykobktyny moze by¢ ukierunkowane pro-
jektowanie potencjalnych chemoterapeutykéw pochodzg z 1945 roku. Wykazano
wowczas, iz zwigzki chemiczne bedgce analogami mykobaktyn moga pelnic role ich
antagonistow [8].
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Biosynteza mykobaktyny (1) jest inicjowana przez MbtA, enzym katalizujacy
adenylowanie kwasu salicylowego [9]. W pierwszym etapie karboksylowy atom
tlenu kwasu salicylowego (2) atakuje « atom fosforu w czasteczce ATP prowadzac
do utworzenia acyloadenylanu 3 i pirofosforanu (PPi; Schemat 1). Nastepnie MbtA
réwniez katalizuje przylaczenie zwiazku 3 do bialka MbtB-SH (4), w wyniku czego
tworzy si¢ zwigzek posredni 5, ktory stanowi substrat w wieloetapowym procesie
syntezy mykobaktyny (1) [10].
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Schemat 1. Biosynteza mykobaktyn - mechanizm reakcji enzymatycznej katalizowanej przez MbtA
Scheme 1. Biosynthesis of the mycobactins — enzyme reaction mechanism catalyzed by MbtA

Najintensywniej badanym etapem biosyntezy mykobatyn jest mechanizm
reakcji katalizowanej przez MbtA. Enzym ten nie posiada ssaczego homologu i stad
tez stanowi idealny obiekt do projektowania potencjalnych inhibitoréw. Analogi
nukleozydéw projektowane w celu hamowania aktywnosci tego enzymu powinny
by¢ stabilnymi zwigzkami po$rednimi nasladujacymi strukturalnie acyloadenylan.
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2. MIMETYKI ACYLOADENYLANU

Intensywne badania dotyczace poszukiwania efektywnych inhibitoréw MbtA
byly prowadzone niezaleznie w trzech laboratoriach [11-13], przy czym szczegd-
fowe badanie zaleznosci pomiedzy budowa a aktywnoscia (ang. Structure Activity
Relationships, SAR) mialy miejsce w zespole Aldricha [13]. W czgsteczce acylo-
adenylanu 3 wyrdzniono cztery domeny: arylows, lacznikows, glikozylowa oraz
domene nukleozasadowa (Rys. 1). Do kazdej z tych domen byly wprowadzane
zmiany strukturalne.

domena zasadowa

....................... NH

domena aryiowa

domena gl|kozy10wa

Rysunek 1.  Poddawane modyfikacji domeny acyloadenylanu 3
Figure 1. Modified acyl adenylate 3 domains

Region facznikowy stanowil miejsce najwigkszej liczby modyfikacji. Zsyntezo-
wano serie zwigzkow (Rys. 2), w ktorych labilny acylofosforanowy facznik zasta-
piono takimi ugrupowaniami jak: acylosulfamoilowe (6), acylosulfamidowe (7),
sulfaminowe (8), a-ketofosfonianowe (9) oraz acylotriazolowe (10) [13]. Przestanke
do wprowadzenia w obrebie czasteczki potencjalnego inhibitora ugrupowania sul-
fonamidowego stanowil szeroki potencjal terapeutyczny sulfonamidéw obejmujacy
leki przeciwzakazne, przeciwcukrzycowe oraz moczopedne.
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Rysunek 2. Struktura inhibitoréw Mbt modyfikowanych w obrebie domeny tacznikowej
Figure 2. Structure of Mbt inhibitors with linker modifications
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Wirod zsyntezowanych zwigzkéw pochodne kwasu salicylowego posiadajace
acznik acylosulfamoilowy (6) oraz acylosulfamidowy (7) okazaly si¢ najsilniej-
szymi inhibitorami MbtA wykazujac aktywnos¢ przeciwgruzlicza na poziomie sub-
mikromolarnym wobec wszystkich komérek M. tuberculosis, co jest poréwnywalne
z aktywno$cig izoniazydu stosowanego obecnie w terapii gruzlicy.

2.1. SYNTEZA ANALOGOW ADENOZYNY MODYFIKOWANYCH
W POZYCJI 5> GRUPA AMINOACYLOSULFAMOILOWA

Pierwszy etap syntezy zwiazku 6 polegal na reakcji chlorku sulfamoilowego
(14) z N°-Boc-233’-O-izopropylidenoadenozyng (13, Schemat 2). Otrzymana w ten
sposdb 5’-sulfamoilowana pochodna 15 pod dziataniem estru N-hydroksyburszty-
nowego kwasu O-benzylo-salicylowego (16) wobec weglanu cezu zostata przeksztat-
cona w zwigzek 17. Nastepnie usuniecie grupy benzylowej (katalityczne uwodor-
nienie, zwigzek 18) i t-butylokarbaminianowej oraz izopropylidenowej za pomoca
kwasu trifluorooctowego dato sulfamoilowg pochodna adenozyny (6, Sal-AMS).

NHBoc NHBoc NHBoc
o oBn O o
D L
H,N -~ >0
NH,SO,CI (14) H,, Pd/C
NaH Cs,CO,
o o
X m X 0" )Q 17

NHBoc

Schemat 2. Synteza 5’-O-sulfamoilowej pochodnej adenozyny (6, Sal-AMS)
Scheme 2. Synthesis of 5’-O-sulfamoyl adenosine derivative (6, Sal-AMS)

W syntezie acylosulfamidowej pochodnej adenozyny (7) jako substrat wyko-
rzystano réwniez N°-Boc-233’-O-izopropylidenoadenozyne (13), ktéra w warun-
kach reakcji Appela (Ph,P, CBr,, NaN,) zostala przeksztalcona w odpowiednig azydo
pochodng 19 (Schemat 3). Katalityczne uwodornienie 19 prowadzilo do aminy 20
a nastepcze jej sulfamoilowanie dalo sulfamid 21, ktéry z kolei w reakcji z kwa-
sem salicylowym wobec CDI i DBU zostal przeksztalcony w zwigzek 22. Przepro-
wadzone finalnie usunigcie grup ochronnych z 22 za pomoca TFA dalo pozadana
pochodng 7.
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Synteza 5’-O-acylosulfamidowej pochodnej adenozyny (7)
Synthesis of 5’-O-acylsulfamide adenosine derivative (7)
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Jakkolwiek aktywnos$¢ pochodnych 6 i 7 potwierdzala zaproponowang przez
Aldricha koncepcje projektowania potencjalnych inhibitoréw MbtA to hydroliza
tych zwigzkéw mogta prowadzi¢ do uwalniania 5’-O-(sulfamoilo)adenozyny (23)
badz jej aminowej pochodnej 24, zwigzkéow posiadajgcych silne wlasciwosci cyto-
toksyczne (Schemat 4) [14]. Ponadto analogi 6 i 7 w fizjologicznym pH wystepuja w
formie zjonizowanej co wyraznie zmniejsza ich biodostepnos¢ przy podaniu doust-
nym. Aldrich zsyntezowal zwigzki, w ktérych centralny atom azotu lacznika acy-
losulfamidowego zastagpiono atomem wegla (11, 12, Rys. 2) [15]. Jednakze badanie
wlasciwosci inhibitorowych otrzymanych f-ketosulfonamidéw 11 i 12 wobec MbtA
wykazaly, iz s3 one mniej aktywne w poréwnaniu do zwigzkéw 61 7.

MH, NH,
OH O 0 D J {N =
f |.| % // | J
HO  OH
EX-0 = = X0
T X=HhH F
Schemat 4.  Hydroliza 5’-O-sulfamoilowej i 5-O-acylosulfamidowej pochodnej adenozyny (6, 7)
Scheme 4. Hydrolysis of 5-O-sulfamoyl and 5’-O-acylsulfamide adenosine derivatives (6, 7)
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3. BADANIE ZALEZNOSCI POMIEDZY AKTYWNOSCIA
A MODYFIKACJA W OBREBIE DOMENY ARYLOWE], CUKROWE]
ORAZ NUKLEOZASADOWE]

5’-O-[N-(salicylo)sulfamoilo]adenozyna (6, Sal-AMS) postuzyta Aldrichowi
jako struktura wiodaca w badaniu zalezno$ci pomiedzy aktywnoscig a modyfikacja
w obrebie domeny cukrowej, arylowej oraz nukleozasadowej. Badanie aktywnosci
zwigzkow modyfikowanych w pierscieniu cukrowym wykazalo, iz obecnos¢ atomu
tlenu w pozycji 4’ (25, zastapienie atomu tlenu grupa metylenowa) oraz 3’ (26, zasta-
pienie grupy hydroksylowej atomem wodoru) pierécienia rybofuranozy nie jest nie-
zbednym elementem struktury inhibitora, podczas gdy brak tlenu w pozycji 2’ oraz
modyfikacje zmniejszajace (27) lub zwiekszajace (28) elastycznos¢ czasteczki wply-
wajg negatywnie na aktywno$¢ zwigzku (Rys. 3) [16]. Karbocykliczny analog 25,
okazal si¢ wyjatkowo aktywnym zwiazkiem. Autorzy ttumaczg ten fakt wzrostem
trwalosci spowodowanym wyeliminowaniem mniej stabilnego chemicznie i enzy-
matycznie oraz bardziej hydrofilowego wigzania glikozydowego.

Natomiast modyfikacje w obrebie reszty arylowej inhibitora wykazaly, iz obec-
no$¢ grupy benzoilowej jest niezbedna dla aktywnosci tych zwigzkow [17].

NH,
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OH o o N i °J )
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o ° ! | 25 26 |
1 1
| i b :
| ‘ - e
! i
| HO oM l U !
1 1 1 H
\

_____________________

Rysunek 3. Struktura inhibitoréw Mbt modyfikowanych w obrebie domeny glikozylowej
Figure 3. Structure of Mbt inhibitors with glycosyl modifications

Zsyntezowano rowniez serie zwigzkow zawierajgcych rozne podstawniki
w pier$cieniu aromatycznym fragmentu salicylowego oraz analogi, w ktérych grupa
hydroksylowa w pozycji orto zostala zastapiona innymi podstawnikami, a takze
zwigzki, w ktdrych fragment salicylowy zastagpiono innymi grupami heterocyklicz-
nymi, cykloalkilowymi, alkilowymi oraz aminoacylowymi.
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Rysunek 4.  Struktura inhibitoréw Mbt modyfikowanych w obrebie domeny arylowej
Figure 4. Structure of Mbt inhibitors with aryl modifications

Badania wlasciwosci inhibitorowych tych zwigzkéw wykazaly, iz obecnos¢
funkcji hydroksylowej oraz atomu fluoru w pozycji C-2 pierscienia aromatycz-
nego bardzo korzystnie wptywa na aktywnos¢ zas obecnos¢ matych podstawnikow
w pozycji C-4 nie obniza aktywnosci w poréwnaniu z niemodyfikowanymi acy-
loadenylanami. W otrzymanej serii zwigzkéw pochodna zawierajaca reszte 4-flu-
orosalicylowa (29, Rys. 4) okazala si¢ by¢ najaktywniejszym zwigzkiem natomiast
analog p-aminosalicylowy 30 byl wyjatkowo selektywnym inhibitorem, o aktywno-
$ci 16-krotnie wigkszej w warunkach niskiego stezenia jondéw zelaza w stosunku do
aktywnosci obserwowanej przy wysokim stezeniu tych jonéw. Ma to istotne zna-
czenie, gdyz synteza sideroforéw zachodzi wedlug dwoch alternatywnych procesow
biochemicznych zaleznych od st¢zenia jonow zelaza. Obydwa te procesy przebiegaja
z udzialem pochodnych o strukturze acyloadenylanéw, stad tez selektywnos¢ inhi-
bitora jest istotnym elementem oceny aktywnosci zwigzkow [18].

W przypadku modyfikacji nukleozasady brak azotu w pozycji N-1 lub N-3
w obrebie pierscienia purynowego nie mial wptywu na aktywnos¢ zwiazkdéw, pod-
czas gdy usuniecie azotu N-7 prowadzito do wyraznego zmniejszenia wlasciwo-
$ci inhibitorowych [19]. Wbrew oczekiwaniom duze przestrzennie podstawniki
w pozycji C-2 oraz mate alkilowe grupy dolaczone do azotu w pozycji N-6 puryny,
w przeciwienstwie do modyfikacji w miejscu C-8, nie zmniejszaly aktywnosci
otrzymanych pochodnych acyloadenylanowych. Przeprowadzone przez grupe
Aldricha symulacje dynamiki molekularnej enzymu MbtA odpowiedzialnego za
adenylowanie kwasu salicylowego wykazaly znaczng plastycznos¢ kieszeni wigza-
cej nukleozyd pozwalajac tym samym na wigzanie pochodnych Sal-AMS, ktérych
pozycje C-2 puryny modyfikowano duzymi podstawnikami takimi jak 1,2,3-tria-
zole podstawione w pozycji 4 [20]. Pochodna fenylotriazolowa 31 (Rys. 5) okazala
sie najlepszym kandydatem na lek przeciwgruzliczy i charakteryzowata si¢ najko-
rzystniejszymi wlasciwosciami inhibitorowymi, wysokga selektywnoscig, brakiem
cytotoksycznosci oraz zwiekszong lipofilowos$cia ulatwiajacg wnikanie przez btony
komorkowe.
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Rysunek 5. Struktura inhibitora Mbt modyfikowanego w obrebie domeny zasadowej grupa 1,3,2- triazolowa
Figure 5. Structure of Mbt inhibitors with nucleobase modifications by means of 1,3,2- triazole moiety

4. SYNTEZA KONFORMACY]JNIE USZTYWNIONYCH POCHODNYCH
SAL-AMS

Jednakze wstepne badania farmakokinetyczne wykazaly, ze Sal-AMS i jego
analogi charakteryzuja si¢ stabag biodostepnoscia przy podaniu doustnym [21].
Wobec danych literaturowych moéwiacych o tym, ze biodostepnos¢ zwicksza sig
wraz z ograniczeniem rotacji wokot wigzan [22] w zespole Aldricha zsyntezowano
konformacyjnie usztywnione analogi 32-34 (Rys. 6). Zwigzki te mimikujg hipote-
tyczng konformacje Sal-AMS zwigzanego z enzymem MbtA i powinny wykazywac
wigksza biodostepnos¢ bedaca skutkiem usuniecia dwoch wigzan i ujemnie zjonizo-
wanego ugrupowania sulfaminianowego.
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Rysunek 6.  Konforamcyjnie ograniczone analogi 5’-O-[N-(salicylo)sulfamoilo] adenozyny (32-34)
Figure 6. Conformationally constrained analogues of 5’-O-[N-(salicyl)sulfamoyl] adenosine (32-34)

Strategia syntezy tych zwigzkéw polegata na kondensacji bicyklicznych-3-sul-
fonamidéw (35-37) z N°,N°-bis(tert-butoksykarbonylo)-2}3” izopropylidenoadeno-
zyng (38) w warunkach reakcji Mitsunobu (PPh,, DIAD). Wprowadzenie na grupe
egzaminowa N-6 dwdch reszt tert-butoksykarbonylowych eliminowalo konkuren-
cyjna reakcje cyklizacji pomigdzy atomem N-3 puryny i rybozy C-5’, gdyz protekeja
N-6 grupy aminowej obniza nukleofilowo$¢ N-3 atomu.
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I tak w wyniku reakcji bicyklicznego sulfonamidu 35 z 38 (Schemat 5) otrzy-
mano z wydajno$cig 80% zwigzek 39, ktory po potraktowaniu 80% kwasem TFA
(usuniecie grup ochronnych) zostal przeksztatcony w pozadany analog 32.

NBoc ,

2 o

Y e AR

| \\s// ) PPNy DIAD s )
‘ H u THF 22°C Boc u

35

38
80% aq TFA l

@wﬁ

Schemat 5. Synteza kromonowej pochodnej Sal-AMS (32)
Scheme 5. Synthesis of chromone derivative of Sal-AMS (32)

Przeprowadzona w analogiczny sposéb reakcja sulfonamidu 36 z 38 prowa-
dzita do pozadanego analogu 33 (Schemat 6) a reakcja pomiedzy sulfonamidem 37
i blokowang adenozyng 38 dawala analog 34 (Schemat 7).

NBoc
o 0
° 0\/0 ) 1. PPh,, DIAD, THF, 22°C \// )
5 fN Boc 2. H, PUIC, ACOH, MeOH, 4h N
‘ i . 3. so% aq TFA, 0°C, 19h ‘
H
o
gh HO H
33
3%

Schemat 6. Synteza chinolonowej pochodnej Sal-AMS (33)
Schemat 6. Synthesis of quinolone derivative of Sal-AMS (33)

Badanie powinowactwa zwigzkéw 32-34 wzgledem enzymu MbtA pokazalo,
ze obecnos¢ ujemnego fadunku w zwigzku 6 jest koniecznym warunkiem, gdyz ana-
logi 32 i 34 nie posiadajgce w pierscieniu heterocyklicznym atoméw ulegajacych
jonizacji nie wigzaly sie z enzymem.
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Schemat 7. Synteza benzoksazynowej pochodnej Sal-AMS (34)
Scheme 7. Synthesis of benzoxazinone derivative of Sal-AMS (34)

Natomiast dla zwiazku 33 zawierajacego w pozycji N-1 grupe NH to powino-
wactwo bylo 18-krotnie mniejsze niz dla Sal-AMS (6). Prawdopodobnie jest to gene-
ralna zaleznos$¢ wszystkich enzymow katalizujacych reakcje adenylowania [15, 23].
Niestety zwigzek 33 nie wykazywal zadnej aktywnosci inhibitorowej zaréwno przy
niskim st¢zeniu jondw zelaza jak i przy wysokim stezeniu tych jonéw. Autorzy thu-
maczg to zredukowang akumulacjg zwiazku w komorkach.

5. ANALOGI MAJACE NA CELU POLEPSZENIE PARAMETROW
FARMAKOKINETYCZNYCH SAL-AMS (6)

Dalsze badania prowadzone w laboratorium Aldricha mialy na celu poprawe
parametrow farmakokinetycznych takich jak biodostepnosé¢, biologiczny okres
pélttrwania, zmiana stezenia w czasie, wchlanianie i eliminacja inhibitora Sal-AMS
(6). W tym celu zsyntezowano analogi bedace prolekami (40-41; Rys. 7), analogi
zwiekszajace pKa reszty sulfaminianowej (42-43), analogi modulujace lipofilowos¢
polarnego nukleozydu (44-45), analogi zawierajace w reszcie nukleozydowej atomy
fluoru (46-48).

Proleki 40-41 zawierajace grupy acetylowe maskujace polarne grupy hydrok-
sylowe w prototypowym inhibitorze 6 charakteryzowaly si¢ bardzo malg biodostep-
noscig prawdopodobnie wskutek powolnej hydrolizy grup maskujacych.

Wobec tego, ze tadunek ujemny grupy sulfaminianowej jest warunkiem
koniecznym aktywno$ci tych zwigzkow a z drugiej strony ulegajacy jonizacji acylo-
sulfonylowy facznik potencjalnych inhibitoréw moze utrudnia¢ ich przechodzenie
przez blone komoérkowa zespot Aldricha zsyntezowal analogi 42-43 zwigkszajace
pKa acylosulfonylowego atomu azotu. Analog 42 wykazywat tylko 3-krotnie lepsza
biodostepno$¢ w poréwnaniu z 6. Wprowadzenie w pozycje para reszty salicylowej
grupy aminowej (43) prowadzito do znacznej utraty biodostepnosci. Ostatecznie
Aldrich zalozyt, ze wewnatrzczgsteczkowe wigzanie wodorowe tworzgce sie pomie-
dzy sulfonylowym atomem azotu i orto-fenolowq grupa reszty salicylowej [25] czg$-
ciowo obniza polarnos¢ poprzez delokalizacje fadunku.
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Réwniez analogi 44-45 nie charakteryzowaly si¢ zadawalajacymi parametrami
farmakokinetycznymi. Natomiast analogi 46-48 zawierajace atom fluoru przy C-2’
atomie posiadaly najkorzystniejsze parametry farmakokinetyczne, przede wszyst-
kim zwiekszat sie okres péltrwania tych zwigzkow.

40,X=0O,R' R®=H;R* OAc; R® = OH
R® o 41,X=0,R'=R?=R3=H; R*=R®=R6=0Ac
‘ \S// 42, X=NH,R"=R?=R3=H; R*=R5=R®=OH

X )\R 43,X=NH,R"=NH,, R?=R3=H; R*=R>=R%=OH

44, X =NH,R'=H; RZ—cPr R3=H;R*=R5=R®=0H
1 nukleozasada 45 X =NH,R'=H; R2=cPr; R® =Ph; R =R>=R® = OH
R facznik 46, X =NH,R'"=H; R?=H; R®=H; R*=F; R5=R6=OH
ant 5 4 47,X=NH,R'=H; R? = H; R®= Ph; R* = F; R®= R® = OH
R 48, X=NH,R'=H;R2=H;R®=H;R*=F;R% = HR5 OH
glikozyt

Rysunek 7. Struktura analogéw majacych na celu polepszenie parametréw farmakokinetycznych inhibitora
Sal-AMS (6)
Figure 7. Structure of analogs designed to improve pharmacokinetic parameters of Sal-AMS (6) inhibitor

Atom fluoru jest czesto uwazany jako izosteryczny w odniesieniu do atomu
wodoru i w chemii nukleozydéw fluoropochodne s3 od wielu lat syntezowanymi
i badanymi zwigzkami. Zastgpienie 2’ lub 3’ hydroksylowej grupy atomem fluoru
powoduje niewielkie zmiany strukturalne ale znacznie zmienia stereoelektronowe
wlasnosci czasteczki cukru [26]. Te zmienione wlasnosci moga kontrolowaé réow-
nowage konformacyjng i reszta cukru moze przyja¢ konformacje¢ North (C3’-endo
cukier) lub South (C2’-endo cukier) [27], moga stabilizowa¢ wigzanie glikozydowe
[28] jak réwniez zwigksza¢ lipofilowo$¢ zwiazku [29].

Stad tez w zespole Aldricha zsyntezowano seri¢ analogow Sal-AMS (6) syste-
matycznie wprowadzajac w pozycje przy C2’ i C3’ atomy fluoru [30]. Okazalo sie,
ze fluorowana czasteczka cukru moze przyjmowac obydwie konformacje. Badanie
aktywnosci fluorowanych pochodnych pokazato, ze najwiekszg aktywnos¢ przeciw-
gruzlicza wykazuje zwigzek 47, ktéry byl 2-krotnie bardziej aktywny niz Sal-AMS
(6). Jednakze w poréwnaniu do 6 nie nastepowata poprawa biodostepnosci. Stad
tez zsyntezowano seri¢ estrowych prolekéw 47, wprowadzajac na grupe 3’-hydrok-
sylowg tancuch alkilowy zawierajacy od dwoch do dwunastu atoméw wegla [31].
Jest to powszechnie stosowana strategia majacg na celu zwiekszenie biodostepnosci
po podaniu doustnym, polegajaca na tym, ze wszechobecne w organizmie esterazy
hydrolizuja ugrupowanie estrowe i uwalniaja docelowy lek. Niestety zaden z otrzy-
manych prolekéw nie charakteryzowal sie lepszymi parametrami niz zwiazek 47.
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PODSUMOWANIE

Najsilniejsze inhibitory MbtA sposrod zwiagzkéw otrzymanych przez zespot
Aldricha posiadaly wigksza aktywnos¢ niz cze¢§¢ lekdw obecnie stosowanych w
leczeniu gruzlicy. Stad tez nalezy przypuszczaé, ze pochodne Sal-AMS moga by¢
szeroko wykorzystywane wobec patogendéw syntezujacych siderofory na drodze
reakcji katalizowanej przez enzymy adenylanowe. Prawdopodobnie Mtb koduje
przynajmniej 67 enzymow katalizujacych proces adenylowania, ktére moga stano-
wi¢ potencjalne miejsce oddzialywania z syntezowanymi pochodnymi Sal-AMS.
Dalsze badania w tym kierunku sg nadal prowadzone w zespole Aldricha [31].
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