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1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AC
AIDS
Arg
Asp
CS
DMSO
DNA
EMB
ETA
FAS |
G+, G-
GIT
HCl
His
HIV

HPLC

IC, IR

IFN

amikacin

(Acquired Immunodeficiency Syndrome) Syndrom ziskaného selhani imunity

arginin

aspartat

cykloserin

dimethylsulfoxid

(Deoxyribonucleic Acid) deoxyribonukleova kyselina

ethambutol

ethionamid

(Fatty Acid Synthase |) syntasa mastnych kyselin |

(Gram-positive, Gram-negative) gram pozitivni, gram negativni

gastrointestinalni trakt

kyselina chlorovodikova

histidin

(Human Immunodeficiency Virus) virus lidské imunitni nedostatecnosti

(High-performance Liquid Chromatography) vysokoucinna kapalinova

chromatografie

infracervené spektrum

interferon



IGRA Interferon Gamma Release Assay

INH isoniazid
KatG enzym katalasa/peroxidasa
KM kanamycin

KSRZIS  Koordinacni stfedisko pro resortni zdravotnické informacni systémy

LAM lipoarabinomannan

log P rozdélovaci koeficient v soustavé n-oktanol/voda

LTBI (Latent Tuberculosis Infection) latentni forma tuberkuldzy
Lys lysin

M. Mycobacterium

MA Mycobacterium avium

MDR (Multidrug-resistant) mnohocetna Iékova rezistence

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MK Mycobacterium kansasii

mRNA  (Messenger Ribonucleic Acid) mediatorova ribonukleova kyselina
MS Mycobacterium smegmatis

MT Mycobacterium tuberculosis

NADPH  nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NU nezadouci uginky

NYS nystatin



PAS

PCR

Phe

POA

POE

PZA

PZasa

REF

RMP

RNA

RpsA

RTBC

STM

TBC

TLC

™

tRNA

WHO

XDR

para-aminosalicylova kyselina

(Polymerase Chain Reaction) polymerazova fetézova reakce

fenylalanin

pyrazin-2-karboxylova kyselina (pyrazinova kyselina)

ester kyseliny pyrazinové

pyrazinamid

pyrazinamidasa

reference

rifampicin

(Ribonucleic Acid) ribonukleova kyselina

(Ribosomal Protein SA) ribozomalni protein S

Registr tuberkuldzy

streptomycin

tuberkuldza

(Thin-layer chromatography) tenkovrstva chromatografie

Trichophyton mentagrophytes

(Transfer Ribonucleic Acid) transferova ribonukleova kyselina

(World Health Organization) Svétova zdravotnicka organizace

(Extensive Drug Resistance) extenzivni lékova rezistence



2. CiL PRACE

Na katedfe Farmaceutické chemie a kontroly IéCiv, Farmaceutické fakulty se uz
léta zabyvaji vyvojem novych potencidlnich antituberkulotik. Cilem mé prace bylo
navazat na jejich vyzkum a pripravit sérii derivatl pyrazinamidu, u kterych by se dala

oCekavat biologickd ucinnost proti mykobakteriim.

Vychazela jsem zjiz pfipravenych anilidd kyseliny pyrazin-2-karboxylové,

u kterych byla prokazana antimykobakterialni aktivita. [1][56][61][62][63]

3
T
N X
R1—:( j)}\ﬂ
N .

I'=H, Cl

Série nové pripravenych derivatl pyrazinu, kterymi jsem se zabyvala, byla

zaloZzena na obméné spojeni mezi pyrazinovym a benzenovym jadrem.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Charakteristika tuberkulozy

Tuberkuléza je granulomatdzni zanét, jehoz puvodcem jsou bakterie tzv.
komplexu Mycobacterium tuberculosis, ktery zahrnuje rzné druhy mykobakterii jako
jsou Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum a Mycobacterium bovis
aj.. Tato tycinkovita bakterie byla objevena v roce 1882 Robertem Kochem. Sténa
mykobakterii obsahuje mykolové kyseliny, coZ jsou dlouhoretézcové mastné kyseliny,
které jsou bud kovalentné, nebo nekovalentné vazany k bunécné sténé tvorené
arabinolaktanem, jez kryje peptidoglykanovou vrstvu bunééné stény [2]. V této
strukture jsou dale zakotveny dalsi struktury, naptiklad lipoarabinomanan (LAM). Ten
je zastoupen ve sténadch mykobakterii tfemi typy, které se odliSuji rozdilnymi
imunomodulaénimi vlastnostmi k imunitnimu stavu hostitele. Napfriklad LAM
zakonéeny manodzou pfimo inhibuje odpovéd makrofagli na mykobakterialni infekci,
tlumi bunécnou T-proliferaci a aktivaci v systémech in vivo. Dalsi slozky bunécné stény
jsou odpovédné za inhibici fuze fagozom( s lysozomy a jsou toxické pro mitochondrie,
jiné zase inhibuji signdlni cestu IFN-gama receptoru, ¢imZz negativné ovliviuji
zpracovani antigenu. Mykolové kyseliny alfa-, keto- a methoxy- se tedy lisi ve
schopnosti pfitahovat neutrofily, indukovat pénové makrofagy nebo pfijmout
antigenni strukturu pro rozpozndvani protilatkou. Tato komplikovana struktura je
pri¢inou nizké permeability, proto vétsina lé¢iv do mykobakterii nepronika. Navic jsou

mykobakterie vétSinou schovany v makrofazich [3][4].

Zdrojem ndkazy je vétSinou clovék s aktivni formou tuberkuldzy. Pfenos do
organismu se déje nej¢astéji dychanim, v mensi mife pozitim infikované potravy nebo
sekretl a také poranénim pracovnik( ve zdravotnickém zafizeni. ZvySené riziko ndkazy

je u podvyzivenych osob, alkoholikl, pacientl s diabetem mellitus a osob se sniZzenou
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imunitou zplsobenou napf. onemocnénim AIDS. Mezi rizikové skupiny patfi také

imigranti ze zemi s vysokym vyskytem tuberkuldzy [2][5].

Tuberkuldéza ma dva zakladni typy — primdrni a postprimarni. Primarni, nebo-li
TBC détského véku, se vyskytuje u pacientd, jez nikdy nepfisli do kontaktu
s mykobakteriemi a tudiz u nich neni vyvinuta precitlivélost bunééného typu. Pfenos se
déje vylucné formou kapénkové infekce od pacienta s infekéni TBC, vzacné primym
pfenosem napf. u personalu na pitevnach. Tuberkuldzni bacil se vdechnutim dostane
do plic, kde se usadi a pomnozi a vytvofi se sérofibrindzni exsudat, ktery obsahuje
makrofagy, jez se oznacuji téz jako Orthovy burky. V jejich cytoplazmé jiz Ize
mykobakterie prokazat. Exsudat se mize v pripadé dobré imunity sam resorbovat
nebo mulze proliferovat a vznikd granulacni tkan, ktera se muze zjizvit. V pripadé
progresu zanétu vznikd po nékolika dnech v tomto misté kazeifikacni nekrdza
obklopena granulomatdzni tkani. Toto loZisko spolecné s regiondlni lymfadenitis
(zanétu mistnich uzlin) tvofi tzv. primarni tuberkuldézni komplex, ktery poprvé popsal
prazsky némecky patolog A. Ghon a podle kterého se nékdy nazyva Ghondv komplex.
U vétsiny jedincl se zanét vyhoji kalcifikovanim loZiska. Jen u 10 % predevsim
oslabenych jedinct tuberkuldoza progreduje a Siti se krevni a lymfatickou cestou do
rdznych organl, casto do ledvin, kosti, nadvarlat a mozkovych plen. V pfipadé
drobnych lozisek mluvime o tzv. generalizované miliarni tuberkuldze. V pripadé vétsich
uzlh pouzivdme oznaceni generalizovand velkouzlova tuberkuléza organ(, ktera primo

ohroZuje pacienta na Zivoté [2][5].

Latentni forma tuberkulézy (LTBI) se objevi tehdy, kdyZ je pacient nakaZen
mykobakteriemi, které jsou v téle potlaceny ucinnou imunitni odpovédi. Mykobakterie
zGstavaji Zivé, ale jsou neaktivni. Infekce je asymptomatickd a neprendsi se. Pokud
nejsou pacienti lé¢eni, mlze se u nich vyvinout aktivni tuberkuléza. Vyssi riziko je
u pacientl s oslabenou imunitou. Nemoc se muzZe projevit az za nékolik mésicu

poptipadé let [6].

Postprimarni, nebo-li sekundarni TBC se vyskytuje v dospélém véku u pacientd,
ktefi se jiz s infekci setkali. VétSinou se jedna o lidi s oslabenou imunitou. ZpUsob
nakazy muze byt tzv. reaktivaci primarniho loZiska nebo reinfekci. VétSinou se zanét

vyskytuje v plicnim hrotu (Aschoff(iv infiltrat), kde vznikd kazeifikaéni nekrdza, ktera se
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mUze opét zhojit jizvou. V jiném pfipadé zdnét progreduje, nahlodd bronchus a po
vykaslani zkapalnéného obsahu vznika v misté nekrézy nepravidelnd dutina — kaverna.
V tomto pripadé mluvime o kaverndzni tuberkuldze. U této formy muze zanét nahlodat
sténu tepny a pacient umira na vykrvaceni nebo zaduseni vlastni krvi. Sekundarni TBC
mlze napadat i jiné organy v dusledku reaktivace metastdzy nebo metastazy
z reaktivovaného primarniho komplexu. Polykdnim infikovaného sputa se zanét muze

rozsifit na oblast tenkého a tlustého streva (tzv. ileocekalni oblast) [2][5].

3.2 Symptomy

Jelikoz tuberkuldéza postihuje z 80 % plice, hlavnimi pfiznaky tohoto
onemocnéni je trvaly kasel, bolest na hrudi, zvySena teplota, Ubytek na vaze a dusnost
vedouci az k umrti pacienta. Nékdy muze byt prvotnim priznakem az vykaslavani krve.

Orgénové postizeni (mimoplicni TBC) je provazeno systémovou symptologii [7].
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3.3 Diagnostika

Jednou z nejpouzivanéjSi metodou diagnostiky je mikroskopické vySetfeni
ziskaného materidlu a ndslednd kultivace mykobakterii. U plicni formy tuberkuldzy se

sputum nebo bronchialni sekret vySetfuje pomoci barveni dle Ziehla — Neelsena.

Metoda dle Ziehla - Neelsena je zaloZzena na principu schopnosti
acidorezistentnich bakterii pfijimat zahrata barviva (napf. karbofuschin), kterd i po
odbarveni kyselym alkoholem zlstanou ve sténé bakterie. Plamenem fixovany
preparat se prelije karbofuschinem a opldchne vodou. Poté se odbarvi kyselym
alkoholem (1% HCl v 70% ethanolu) a opét oplachne vodou a dobarvi se bud
methylenovou modfi nebo malachitovou zeleni. Na modrém pozadi se jevi
acidorezistentni bakterie Cervené a na zeleném pozadi jsou rizové [8][9]. Jedna se
o velice levné vysetreni, které rychle odhali vdziné formy tuberkuldzy. Aby byl test
pozitivni, musi 1 ml sputa obsahovat 50 000 - 100 000 mykobakterii. Negativni nalez
TBC nevyluduje. Je tfeba provést kultivaéni test, ktery je casové narocny nebot
mykobakterie dorostou do viditelnych kolonii az za 6 — 9 tydn(. Nicméné je metoda

kultivace priblizné 1000x citlivéjsi a provadi se po 3, 6 a 9 tydnech [10][11].

V dnedni dobé se k urychlenému prikazu mykobakterii vyuZivaji nové
laboratorni techniky. BACTEC je radiometricka kultivacni technika, zaloZzena na detekci
spottfeby kysliku v pribéhu rlstu mykobakterii [12]. Metoda PCR (Polymerase Chain
Reaction, Cesky Polymerdzova retézcova reakce) je zaloZzena na detekci specifickych
usekld nukleovych kyselin, typickych pro konkrétniho mykobakteria. MGIT
(Mycobacterial Growth Indicator Tube) prokazuje rast mykobakterii pomoci

fluorescence [13].

Diagndzu TBC také muZeme stanovit pomoci tzv. tuberkulinového testu podle
Mantouxe. Pfi této metodé se vysSetfovanému podd intradermalné malé mnoiZstvi
tuberkulinu do predlokti. Tuberkulin je ocisténa bilkovina z Mycobacterium
tuberculosis hominis, schopna vyvolat reakci protilatek v organismu. Za 48 aZ 72 hodin
se hodnoti ztvrdnuti tkané (tzv. indurace) v misté vpichu, coZ odrazi imunitni odpovéd’

organismu. V nasSich podminkach je tento test pouze orientaéni z divodu ockovani
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populace proti TBC, kdy Ize u kazdého vakcinizovaného pacienta ocekdvat pozitivni
reakci. Indurace do 5 mm pfedstavuje negativni nalez, 6-10 mm se hodnoti jako
pozitivni, tj. postvakcinacni, vice nez 10 mm predstavuje postinfekéni ndlez a indurace

nad 15 mm signalizuje podezieni na probihajici tuberkulézni onemocnéni [11][14][15].

Dalsim testem zjistujici stav bunécné imunity je IGRA (Interferon Gamma
Release Assay). Je zaloZeny na prikazu interferonu gama z krve pacienta, jez produkuji
specifické lymfocyty, které prisli do kontaktu s Mycobacterium tuberculosis. Krev musi
byt zpracovana do 12 hodin kvili Zivotaschopnosti leukocytU. Vysledky jsou k dispozici
do 24 hodin. Tyto antigeny nejsou pfitomny u Mycobacterium bovis. IGRA vyznamné

pfispiva k diagndze latentni i aktivni TBC [13][16].

Na rentgenovém snimku hrudniku se v pripadé kaverndzni TBC vyskytuji
neostre ohrani¢ena zastinéna loziska s kaverndznimi zménami, eventudlné jizvici plicni
zmény. U milidarni TBC pozorujeme mensi infiltraty rozprostfené po obou plicnich

kridlech [7].

Pacienti nakazeni latentni formou TBC maji pozitivni tuberkulinovy kozni test
nebo krevni test. Rentgen hrudniku nemusi vykazovat Zadné histologické zmény nebo

zde mUZou byt znamky LTBI, jako jsou kalcifikace nebo zesileni pleury [6].
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3.4 Etiopatogeneze

Onemocnéni TBC je staré jiz fadu let. Védci nasli stopy nemoci v plicni tkani tfi
tisice let starych egyptskych mumii. VSude tam, kde lidé Zili ve vétsi koncentraci, se TBC
rozsifila do celé komunity lidi. Témér pred 2500 lety prohlasil Hippokrates, Ze byla
tuberkuldza jednou z nejc¢astéjSich onemocnéni jeho doby. Véfil, Ze se nemoc prenasi

z jedné osoby na druhou, ale prokazani tohoto tvrzeni bude trvat tisice let [17].

Tuberkuldza je jednou z nejsmrtelnéjsSich bakterialnich infekci. V roce 2014 na
ni zemrelo 1,5 milionu lidi a dalSich 6 milion( se nakazilo zejména v rozvojovych
zemich. Cil roku 2015, zastaveni epidemie TBC, byl uspésné splnén. Vyskyt tohoto
onemocnéni klesal v priméru o 1,5 % roc¢né od roku 2000 a nyni je 0 18 % nizsi nez

v roce 2000. Umrtnost klesla 0 47 % mezi lety 1900 — 2015 [18].

Vedle HIV/AIDS a maldarie je tuberkuldza nejcastéjsi infekéni smrtelnou nemoci
predevsSim v Africe. | v dnesni dobé existuji nedostatky v diagnostice a moznostech
|écby. Navic v poslednich letech stale ¢astéji narlista pocet pripad(l nakazy rezistentni
a multirezistentni tuberkuldézy (MDR-TB, XDR-TB), které jsou odolné vudi 1éCiviim prvni
linie [19]. DGvodem rozsifeni TBC ve svété je migrace populace, globalni cestovani,
Sifeni onemocnéni HIV/AIDS, stale vyssi pocet multirezistentnich kmenl a omezeni

dohledu a kontroly nad timto onemocnénim [20].

90 % nemocnych je v rozvojovych zemich, zejména v subsaharské Africe
a jihovychodni Asii. Nejvice pacientt je v Indii (1 800 000 osob) a Ciné (1 400 000 osob).
Kontrola TBC v rozvojovych zemi zavisi predevSim na financich. BohuZzel v dobé
snadného cestovani je boj s tuberkulézou celosvétovym problémem jak je zndzornéno

v obrazku ¢.1 (Odhadovany vyskyt TBC ve svété za rok 2014) [21].
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Estimated TB incidence rates, 2014
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Obrdzek ¢. 1: Odhadovany vyskyt TBC ve svété za rok 2014
[Prevzato z: WHO, Global Tuberculosis report 2015,[52]]

V Ceské republice je povinnost hlasit veskerd onemocnéni zplsobena
mykobakteriemi, véetné pouhého podezieni, do Registru tuberkulézy (RTBC).
Zpracovatelem Udajl je Koordinacni stfedisko pro resortni zdravotnické informacni

systémy (KSRZIS), které spada pod Ministerstvo zdravotnictvi.

V roce 2014 bylo hlaseno na RTBC celkem 514 pfipadd nakaZzeni tuberkulézou
ve vSech formach. U 95 % pacientl byly postizeny plice, ve zbylych procentech pak
lymfatické uzliny, kosti, klouby a mocové a pohlavni Ustroji. Primérny vék nemocnych
byl 54 let. V CR postihuje toto onemocnéni Zeny ve vy$$im véku, predevsim 75+,
u muzl pozorujeme vyskyt jiz okolo 45. roku Zivota. Déti toto onemocnéni postihuje
minimalné. V roce 2014 byly hldaseny pouze 4 pfipady TBC u déti ve véku O - 4 let.
Nejvice pacientd bylo zaznamendno v Praze (7,8/100 000 obyvatel), dale v kraji
StfredoCeském (5,8/100 000 obyvatel), Pardubickém (5,4/100 000 obyvatel) atd.
Republikovy primér onemocnéni je 4,8/100 000 obyvatel (Obrazek ¢. 2: Pocet

hlagenych onemocnéni TBC na 100 000 obyvatel v roce 2014). Cast pacientd v CR
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nakazenych TBC predstavovali imigranti ze zemi s vysokym vyskytem TBC - celkem 96
pripadl za rok 2014, predevsim Ukrajinci (22), Vietnamci (20) a Slovaci (14), Rumuni
atd. Mezi bezdomovci bylo zjisténo 32 pripadl ndkazy [22][23].

[ bez vyskytu (3)

[Jog-19 (14)
[J20-29 (9
[30-492 (22
Bls0-7.9 )

)

Obrazek ¢. 2: Pocet hlasenych onemocnéni TBC na 100 000 obyvatel v roce 2014

[PFevzato z: Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR, Zdravotnickd statistika,

Tuberkuldza a respiracni nemoci 2014, [22]]
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3.5 Terapie

V dusledku hygienickych opatfeni se vyskyt tuberkulézy ve stredni Evropé
podstatné snizil. Nicméné v celosvétovém méfitku je tuberkuléza stdle jednou
z nejsmrtelnéjSich infekénich onemocnéni. Zejména v rozvojovych zemich je
dlouhodoba terapie témér nemozna kvuli nedostatecné zdravotnické infrastrukture,
chybéjicim finanénim prostfedkim a tim souvisejici Spatné compliance pacientd.
Nedostate¢nd terapie je navic pfi¢inou rozvoje rezistence mykobakterii na

kombinovanou |écbu antibiotik [24].

Kl1écébé tuberkuldzy zpUsobené nejcastéji Mycobacterium tuberculosis
(popfipadé Mycobacterium bovis) slouzi léCiva zvana antituberkulotika. VyuZivaji se
k Ié€bé pulmonalni i extrapulmondlni formy [25]. Lécba TBC musi byt nepferusovana

a dlouhodoba - trva okolo 6 — 12 mésicu.

Viniciadlni fazi, tedy v prvni fazi lécby, se dle doporuceni WHO se pouziva
¢tyrkombinace |éCiv 1. linie — pyrazinamid, isoniazid, rifampicin a ethambutol. Lécba
trvd zhruba 2 mésice a je nutné zahdjit v izolovaném lizkovém zafizeni na oddéleni
pneumologie, aby se snizilo riziko Sifeni infekce do okoli. Béhem této doby klesa

nakazlivost nemocného na minimum.

Dalsi fazi Ié¢by — pokra€ovaci, je jiz mozno provadét ambulantné. Dochazi pfi ni
k likvidaci metabolicky madlo aktivnich mykobakterii (tzv. perzistor(), ¢imz se sniZuje
riziko recidivy tohoto onemocnéni [11]. V této fazi se nejcastéji po dobu dvou mésicl
pouzivda dvojkombinace isoniazid+rifampicin, kterd muiZe byt popfipadé doplnéna
o dalsi antibiotikum podle mikrobidlni citlivosti. U rizikovych pacientli se pouziva
trojterapie isoniazid+rifampicin+ethambutol [26]. Doporucené davkovani léCiv 1. linie

je uvedeno v Tabulce €. 1: Doporucené davky antituberkulotik 1. linie pro dospélé.
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3.5.1 Léciva 1. linie

Tabulka ¢. 1: Doporucené davky antituberkulotik 1. linie pro dospélé

Doporucena davka
Denné 3x tydné
Davka a Davka a Denni
Maximum
Lécivo rozsah (mg/kg (me) rozsah (mg/kg maximum
mg
vahy téla) vahy téla) (mg)
Isoniazid 5(4-6) 300 10(8—-12) 900
Rifampicin 10 (8 —-12) 600 10(8—-12) 600
Pyrazinamid 25 (20 - 30) 35 (30 - 40)
Ethambutol 15 (15 - 20) 30(25-35)
Streptomycin® | 15 (12— 15) 15 (12 - 18) 1000

! Pacienti, ktefi maji pres 60 let, nemusi tolerovat denni davky vy$éi nez 500 —
750 mg, proto se u pacientl této vékové kategorie doporucuje redukovat davky na 10
mg/kg za den. Pacienti s vahou nizsi nez 50 kg taktéZz nemusi tolerovat denni davky

streptomycinu 500 — 750 mg.

[Prevzato z: Treatment of tuberculosis guidelines, WHO [27]]
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3.5.1.1 Isoniazid (INH)

Nebo-li hydrazid kyseliny isonikotinové, ma baktericidni Gcinky na extra-
H i intraceluldarné plsobici Mycobacterium tuberculosis. Déle je
\NHz ucinny proti atypickym kmenim jako jsou Mycobacterium

kansasii a Mycobacterium xenopi.
Mechanismus ucinku
N Jednd se o prolécivo, které se Cinnosti mykobakterialniho

enzymu kataldzy/peroxidazy (KatG) transformuje na aktivni metabolit. Ten se
kovalentné vaze na NAD+ za vzniku produktu, ktery je silnym inhibitorem NADH-
dependentni enoyl-ACP reduktazy (InhA). To méa za ndsledek zabranéni tvorby

mykolovych kyselin, které jsou nezbytnou soucasti bunééné stény mykobakterii [28].
Nezadouci ucinky

VétSinou se jedna o dobre tolerované |écivo, zalezi vsak na velikosti davky
a délce lécby. Vyssi riziko vyskytu nezadoucich ucink(li se objevuje u pomalych
acetylatorld. Nejcastéjsi zavainou reakci na I|écbu isoniazidem je hepatitida.
Pozorujeme zvyseni transamindz u 10 — 15 % pripadd a symptomatickou hepatitidu
u 0,1-0,15 % pfipadl. Riziko hepatitidy se zvySuje v téhotenstvi, u alkoholikd
a s pribyvajicim vékem. Proto je nutné pacienta béhem Iécby monitorovat [29]. DalSim
nezadoucim ucinkem |é€by isoniazidem je neuropatie. Projevuje se ztrdtou paméti,
kfe¢emi nebo bolestivymi spasmy aZ atrofii svali v oblasti hlavy, krku a ramene (tzv.
syndrom hlava krk rameno). Tato reakce je zplisobena deficitem vitaminu B6
(pyridoxinu), nebot isoniazid zvySuje exkreci tohoto vitaminu. Z dlvodu potlaceni

téchto nezadoucich pfiznakl je vhodnd suplementace pyridoxinem [25].
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3.5.1.2 Rifampicin (RMP)

Spolu srifabutinem je radime mezi
Sirokospektra antibiotika, respektive
ansamyciny. Pavodni molekula rifampicinu
pochazi ze Streptomyces mediterranei. PUsobi

baktericidné predevSsim na G+, ale i na G-

bakterie. Mimo |écbu TBC se také wvyuZiva
v kombinovanych reZzimech pti lécbé stafylokokovych infekci (osteomyelitida,

endokarditidy) i na lécbu lepry [30].

Mechanismem ucinku je blokdda DNA-dependentni RNA-polymerdzy bakterii.
Snadno pronikd do tkani, abscest i fagocytujicich bunék. Z divodu vysokého rizika

vzniku rezistence jej nelze uzivat v monoterapii [25].
Nezadouci ucinky

Jedna se o pomérné dobte tolerované lécivo. Mohou se vyskytovat alergické
kozni reakce i ptiznaky podobné chfipce. Rifampicin je taktéZ hepatotoxicky, i kdyz
v mensi mire nez isoniazid. Télesné sekrety véetné stolice zabarvuje oranZovo-Cervené.
Pfi jeho uZivani vznikd urcité riziko pseudomembrandzni kolitidy. Rifampicin je
vyznamnym induktorem cytochromu P450 i P-glykoproteinu a tim snizuje ucinky celé

fady léciv, napf. peroralni kontracepce, digoxinu, blokator( kalciovych kanal(, statin(

apod. [25][31].
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3.5.1.3 Ethambutol (EMB)

OH Je povaZovan za bakteriostaticky, ale
H v kombinaci s jinymi lé¢ivy se zvySuje baktericidni
N

e potencidl. Je G&inny na MT i ostatni

N
H
yhetuberkuloidni“ mykobakterie. Vyuziva se

HO

s Uspéchem pfi rezistenci vici jinym lécivam.
Mechanismus ucinku

EMB inhibuje polymeraci arabinosy na arabinan a tim ovliviiuje syntézu
arabinogalaktanu, ktery je soucasti bunécné stény mykobakteriii. Dochazi tedy

k poruse jeji syntézy a tim i zvySuje penetrabilitu ostatnich antituberkulotik [32].

Nezadouci ucinky

vevs

nezadoucim ucinkem je vznik retrobulbarni neuritidy s poruchami vidéni a barvocitu.
Popisuje se snizeni zrakové ostrosti, omezeni zorného pole a ztrata vidéni zelené
a Cervené barvy. Je to pomérné vzacny jev a vétSinou reverzibilni. Pfesto je vhodné
pred zahdjenim terapie provést vySetfeni perimetru a barvocitu a dale provadét
béhem terapie pravidelné kontroly u ocniho Iékafe ve ctyftydennich intervalech.
DalSim neZadoucim projevem terapie muzZe byt leukopenie, alergické projevy,
poskozeni ledvin, snizené vyluCovani kyseliny mocové s naslednymi zachvaty dny
a prechodné projevy jaterniho posSkozeni. Neni vSak pokladdn za hepatotoxické lécivo

[33].
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3.5.1.4 Streptomycin (STM)

Je aminoglykosid ziskany ze

If CH,
MO "_‘:r; l Ho ot ; H 4
\ . { Streptomyces griseus. Obsahuje ve své
T — S
H, s I'-, / b T N v . . ,
g ) / f %y_—n  strukture aminocukry spojené
P N\, N . . . L.
7 — glykosidickymi vazbami. PUsobi
HOY = M
Hi AY baktericidné na extraceluldrné ulozend
N J:‘}—MH;

mykobakteria a je také ucinny na infekce
zpusobené aerobnimi G- bakteriemi. Pouziva se parenteralné pfi tézkych formach TBC,
i pfi meningitidé. Nevyhodou je, Ze na STM vznikd rychle rezistence. Z tohoto divodu

se pouZivd v kombinaci [25][30].
Mechanismus ucinku

Pomoci aktivniho transportu se prenasi do cytoplazmy bakterii, kde se

ireverzibilné vaze na 30S podjednotku ribozomu a tim inhibuje syntézu bilkovin [34].
Nezadouci ucinky

Nejzavaznéjsim ucinkem je poskozeni 8. mozkového nervu. To se zpocatku
projevuje postizenim vestibularniho aparatu a pozdéji poSkozenim nervus acusticus.
Toto poskozeni se projevuje rusivymi Selesty, hluchotou i poruchami rovnovahy. Pfi
denni davce 1g STM, se tato komplikace vyskytuje u 10-20 % pacientl. Pfi dvojndsobné
davce, tedy 2g STM denné, se tato porucha projevuje jiz u 80 % pacientl. Z tohoto
dlvodu se STM v inicidlni fazi pouziva jen po dobu maximdalné 3 mésict [33]. Dalsim
nezadoucim ucinkem muizZe byt nefrotoxicita a je tfeba vy$si opatrnosti u lécby
pacientll se selhdvanim ledvin, protoZze se STM vylucuje ledvinami v prakticky

nezménéné podobé.
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3.5.1.5 Pyrazinamid (PZA)

O Tento derivat nikotinamidu je nezbytnou soucdsti
N kratkodobé antituberkuldézni chemoterapie. Jeho aktivita
N NH; . | N
| byla objevena vroce 1952. Zkracuje dobu lécby na
~

6 mésic a také sniZzuje Ccetnost recidiv. PuUsobi
baktericidné na Mycobacterium tuberculosis
a Mycobacterium africanum, zatimco ostatni plvodci jako naptiklad Mycobakterium

bovis jsou vétsSinou rezistentni.
Mechanismus ucinku

Mechanismus pusobeni pyrazinamidu neni presné zndm. PZA je prolécivo, které
pasivni difuzi pronikne do mykobakteria, kde se puUsobenim pyrazinamidasy
hydrolyzuje na aktivni kyselinu pyrazinovou (POA). Tato kyselina se vaze intracelularné
na syntasu mastnych kyselin (FAS - I) kompetitivné s NADPH, coZz ma za nasledek
inhibici syntézy mastnych kyselin. Tim dojde k naruseni bunécné membrany
mykobakteria [35][36]. V neutralnim prostiedi je PZA témér neaktivni. Je prokazano, ze
je PZA vysoce ucinny jen pti nizkém extracelularnim pH (pod 5,5) a pfi nizkych
hustotach bunék. Proto je vhodny proti organismim vyskytujicich se v kyselém
prostiedi plic, které vznikne béhem casné faze zanétlivé reakce. Jak jiz bylo feceno,
vétSina mykobakterii je proti plusobeni PZA rezistentni, jelikoz maji tyto bakterie
schopnost vylucovat POA ven z bunky pomoci aktivniho efluxu, coz zplsobuje jeji

nedostatecnou aktivitu [37].

Substituce pyrazinu v poloze 5 zejména chlorace, vedla k dramatickému
zlepSeni Gcinnosti PZA analogl v inhibici FAS-I proti M. tuberculosis. Zjisténi, ze
5-chlorpyrazinamid je silny inhibitor FAS-I i bunécného ristu poukazalo na nezbytnost
dalsiho vyvoje novych antituberkulotik zaloZzenych na substituci pyrazinového jadra

[38].

Dalsi vysvétlenim mechanismu Uc¢inku je vazba POA na ribozomalni protein S1 (tzv.

RpsA) pres vodikové vazby a hydrofobni interakce zprostfedkované predevsim zbytky
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(Lys434-Alad81, Phe307, His322, Asp352, Arg357), které jsou nezbytné pro vazbu
tmRNA (viz Obrazek €. 3).

Tento déj vede kinhibici trans-translace, coz je ochranny proces bakterii pfi

zachrané pozastavenych ribozomu [39].

A MlRpsA‘f e
€s1> {sf} {31 6>
105 121 V188 207 ¥ 277 {202 V363 402 437 481
B € D _\
S1 domain——si —")3 hellx' 3,;helix ’1 3, helix ity
. . /I (4T [ = r- Phe307 o \
Invisiable terminus g /I ¢
RS & @
a5 :
( ‘r.j

MIRpsALY 1o

Mt 308 ribosomal prorein 51 285
Te 308 ribosomal protein 51 (!v'.'
Se 308 ribosomal protein $1 27,
Fe PNPase

Ee 308 ribosomal protein 51 187
L 30% nbosomal protein §1 95
Sk 308 ribosomal protein 851 4

E ™ [l f2 p3 ‘ Slq-h‘elix p4 ! Bs

Obrazek ¢. 3: Struktura ribozomdlniho proteinu S1 a jeho komplexu s POA
[Prevzato z: YANG, LIU 2015 [39]]

V dnesni dobé se klade vétsi dliraz na estery kyseliny pyrazinové (POE). Jelikoz
se diky Cinnosti esterdz rozkladaji na POA, obchazi se tim potfeba amiddzy. Bylo totiz
prokazano, Ze amiddza neni nezbytnd pro aktivitu PZA. Diky tomu jsou POE nejen
ucinnéjsi proti PZA-rezistentnim mykobakteriim, ale také aktivnéj$i nez pyrazinamid
proti PZA-citlivym kmenlm M. tuberculosis. POES jsou také aktivni proti pfirozené PZA-
rezistentni M. bovis, ktery postrada amidasu. Ale aktivita ester(l proti POA-rezistentni
M. smegmatis a M. avium, kde je rezistence zaloZzena na cCinnosti efluxni pumpy
naznacuje, ze antimykobakteridlni aktivita POES nezavisi na konverzi na POA. Dale bylo

prokdzano, Ze na rozdil od PZA nebo POA, jsou POE aktivni v neutralnim prostredi.
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Proto nejsou POE pokladany jen za alternativni proléciva, ale pravdépodobné maji

vnitfni antimikrobidlni aktivitu bez potfeby hydrolyzy na kyselinu [38].

V posledni dobé byl objeven novy gen panD kddujici aspartatdekarboxylasu.
Podili se na syntéze panthotendtu (vitaminu B5), ktery je potfebny pro syntézu
koenzymu A (CoA), jakoZzto centra energetického metabolismu. Pfedpoklada se, Ze POA
pusobi inhibici toho genu, ktery je taktéZ zodpovédny za resistenci MT na PZA [40].
NeZadouci ucinky

Hlavnim nezddoucim ucinkem jsou gastrointestinalni potiZze a bolest kloub(.
Dale PZA zpUsobuje zvyseni koncentrace kyseliny mocové v plazmé, coZz ale nevede
k rozvoji dny. Ve skutecnosti normalni hodnoty kyseliny mocové v plazmé pfi terapii
pyrazinamidem naznacuji non-compliance pacienta. Vainéjsi komplikaci terapie je
hepatotoxicita, ktera dramaticky narlsta s vyssimi dennimi davkami. Riziko poskozeni
jater se dale zvysuje kombinaci PZA s dalsimi antituberkulotiky (napf. INH). U pacientt
[éCenych PZA, INH a RMP lze pozorovat zvySeni aktivity sérovych transamindz, coz
muZe byt zplsobeno rifampicinem jakoZto enzymovym induktorem [41]. PZA je také
spojovan s neocCekavanymi zavainymi poranéni jater, predevSim v dvojterapii

s rifampicinem pfri IéCbé latentni infekce [36].
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3.5.2 Léciva 2. linie

PouZzivaji se v pfipadé, kdy nelze sestavit vhodny |é¢ebny program z lécCiva 1.

linie, napt. z dlvodu rezistence nebo nezadoucich ucink.

3.5.2.1 Kyselina para-aminosalicylova (PAS)

O Je strukturalni analog kyseliny
paraaminobenzoové. Drive byla tato kyselina casto

OH pouzivand pfi terapii. TBC. M3 bakteriostaticky

ucinek. Mechanismus ucinku neni zcela znam.

H,N OH

Predpoklada se, ie pusobi inhibici

dihydrofolatreduktasy, ¢imz brani syntéze kyseliny listové [42].

3.5.2.2 Kapreomycin

T Radi se mezi peptidovd antibiotika.
Y . . .
+:HT_.AH w-,_],,. Plsobi baktericidné inhibici proteosyntézy. Ma
"
HP P e, o v viv . . . . .
]‘* L Casto zkfizenou rezistenci s viomycinem, méné
Mo = ..-':'x.. .-'"»..‘_,.rl‘lh. - .--""-\..\..-""'Hu_b

.LWI E !HJ pak se neomycinem a kanamycinem. Ma vainé

j|
o e nezadouci ucinky, jako jsou poskozeni ledvin,

dysfunkce vestibuldrniho aparatu, elektrolyticka dysbalance [43].

3.5.2.3 Cykloserin (CS)

e Je to pfirodni produkt ziskany ze Streptomyces
orchidaceus a Streptomyces garyphalus. Ma bakteriostatické

HzN NH ucinky. NaruSuje zaclenéni D-alaninu do peptidoglykanu
/ béhem syntézy bakteridlni bunécné stény. Mechanismus

© ucinku je podobny plsobeni B-laktamu. Problémem terapie CS

je C€astd neurotoxicita zahrnujici vyssi drazdivost nerv(, zavraté, letargii, deprese,

uzkost apod. [36]
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3.5.2.4 Ethionamid (ETA)

S NH2 VyuZziva se pro lé¢bu multirezistentni TBC. Chemickou

strukturou se podoba fenylthiomocoving, coz je znamy

AN inhibitor tyrosinkinasy. Po porovnani inhibi¢nich ucinkl na

| tyrosinkinasu hub bylo zjisténo, Ze ETA a jeho analogy maji
Z CHj

N také tyto inhibi¢ni vlastnosti [44]. Mezi nezddouci ucinky
patfi nauzea, zvraceni, intolerance GIT. MlzZe také zpUsobit vytvoreni strumy se
vznikem nebo i bez vzniku hypotyredzy. Toxickym projevem terapie muZe byt

i gynekomastie, alopecie, impotence, menorrhagie a fotodermatitida [36].

3.5.2.5 Aminoglykosidy — kanamycin (KM), amikacin (AC)

o ™o
T
(s} M H H

Ny /DH
HOx, .

OH [ "o
’ O
HO HoN NH’CO_N H
N

oH

Kanamycin Amikacin

Kanamycin a amikacin jsou klicovd aminoglykosidova |éCiva pouZivana pfi [éCbé
tuberkuldzy. Maji rychly baktericidni G¢inek. Mechanismus ucinku spociva v inhibici
syntézy bilkovin. Aminoglykosidy se ireversibilné vazou na 30 S podjednotku ribozomu
a tim brani vazbé aminoacyl-tRNA na akceptorové misto na komplexu mRNA-ribozom.
Riziko neZadoucich ucinkd zvySuji Cetné interakce s latkami, u kterych dochazi
k potenciaci nezddoucich ucinkl. Jednd se o projevy nefrotoxicity, ototoxicity
a neurotoxicity (furosemid, cisplatina apod. [45]. Problémem terapie KM a AC je také
rezistence na lé¢bu. Opakované byla prokdzana i zkfizena rezistence mezi KM a AC.
Mechanismy spojené s odolnosti vici aminoglykosidim jsou vysvétlovany mutaci
v ribozomalnim proteinu rRNA, mutaci ve vychytavani léCiv, nepropustnosti bunééné

stény, enzymatické modifikaci lé€iv a efluxni pumpé [46].
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3.5.2.6 Fluorchinolony - ciprofloxacin, ofloxacin, pefloxacin, gatifloxacin

0o o0 o O O
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"'ml-" H*»I: HJF. “OH 1 \ OH
T N T / \ |

( jq N HC-N N N K\N N
HHN. s

_ A NN .
Ciprofloxacin Ofloxacin Pefloxacin

Chemicky to jsou chinolony s ¢etnymi substitucemi. Plsobi baktericidné inhibici
DNA-gyrazy, ktera je zodpovédna za spravné zretézeni a rozvolnéni superhelikalni DNA
béhem replikace. Jeji inhibice proto znemoifuje syntézu nukleovych kyselin.
K bakteridlni rezistenci dochazi mutaci chromozom, které méni gyrazu DNA.
K nezadoucim ucinkim patfi predevsim GIT obtiZze, které zahrnuji bolesti bficha,
nevolnost, zvraceni a prdjem. Vzacnéjgim NU (aZ u 29 % pacient() je neurotoxicita

projevujici se bolesti hlavy, zavratémi, neklidem, poruchami spanku [47][48].

V dnesni dobé se testuji nové fluorchinolony s nizsi hodnotou MIC pro TBC. Tyto
latky ¢asto obsahuji methoxyskupinu v poloze 8. Problémem pro jejich Siroké vyuziti je
toxicita. Sitafloxacin a sparfloxacin jsou fototoxické a slibny gatifloxacin zpUsobuje

problémy s hypoglykémii a hyperglykémii predevsim u starsSich pacientt [49].
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3.6 Rezistence

Vznik prvnich pfipad( rezistence se datuje do roku 1943, kdy Seman Waksmen
objevil streptomycin. Po kratké dobé nékolika mésicl lécby streptomycinem doslo
k poklesu terapeutické ucinnosti pravé vznikem rezistence. Mechanismus vzniku maze
byt rdzny, od nespravné zvoleného lé¢ebného programu, Spatné davky az po non-
compliance pacienta ¢i mutace genu mykobakterii. Globalni dohled nad tuberkulézou
ukazal, Ze rezistence |éCiv proti TBC je velmi rozsifend. To predstavuje hrozbu pro péci

a kontrolu TBC v mnoha zemich [50].

Monorezistentni TBC je oznacovano tehdy, je-li mykobakterium rezistentni na
jedno léc¢ivo 1. linie antituberkulotik. Polyrezistentni formy jsou vyvolany kmeny
mykobakterii, které jsou rezistentni na dvé nebo vice antituberkulotik. Polyrezistence

je charakterizovana jako rezistence na dvé nebo vice IéCiv prvni linie [11].

Nejzavaznéjsi formou je mulitrezistence (MDR-TB), coZ predstavuje necitlivost
kmene mykobakteria na dvé nejucinnéjsi antituberkulotika — isoniazid, rifampicin.
Prvni pfipad byl zaznamendn v roce 1970, kdy byl do terapie TBC zaveden rifampicin.
WHO odhaduje, Ze vroce 2014 se MDR-TB rozvinula u 480 000 pacientd, coZ ze
6 000 000 nahlasenych novych pfipadl TBC predstavuje 8%. Z toho 190 000 zemfelo.
Soucasné léc¢ebné programy pro pacienty MDR-TB nejsou uspokojivé. Obvykle vyZaduji
aspon 20 mésicl lé¢by kombinaci léCiv 2. linie, které jsou toxické a méné efektivni nez
|éciva 1. linie. Globdlni kohortova studie z roku 2012 zjistila, Ze se Uspésné vylécilo

pouze 50 % pacientl s MDR-TB [51].

Kromé multirezistentnich forem se v posledni dobé objevuji i pripady
extenzivné rezistentnich kmenld mykobakterii (XDR-TB), coZz je kombinace
multirezistence, odolnosti na jakykoli fluorchinolon a na jeden ze tfi injekéné
aplikovanych 1ék( (kapreomycin, kanamycin a amikacin). V priiméru se odhaduje, Ze
9,7 % pripadl MDR-TB mda XDR-TB. Léebné mozZnosti pro pacienty s XDR-TB jsou jesté
vice omezeny nez u MDR-TB. Ze skupiny 200 pacientd s XDR-TB ve 14 zemi bylo
vyléCeno pouze 33 % [52].
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Kromé vysSe uvedenych problém(, mohou léciva 2. linie interagovat s jinymi
lé¢ivy pro terapii komorbidit ¢asto spojenych s TBC, jako napfiklad HIV infikovanych
jedinca. Tyto lékové interakce mohou byt zodpovédné za omezeni Gcinnosti Iékl nebo
zpUsobit zvySenou orgdnovou toxicitu. Z tohoto divodu je velmi duleZité klast dliraz na

oblast vyzkumu a vyvoje novych lékl a 1éCebnych rezimG TBC [51][53].
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3.7 Vakcinace

Vyuziva se v prevenci TBC, nelze ji pouzit k Ié¢bé onemocnéni. V soucasné dobé
ma jediné opravnéni k pouZiti BCG vakcina, coZ je oslabeny kmen Mycobacterium bovis
zndmy jako Bacille Calmette-Guerin. Toto ockovéni je v CR od roku 2010 nepovinné.
Patii mezi prvni o¢kovani provadéna 3. — 5. den po narozeni. Ma 60 — 80 % ochranny
ucinek proti zavazné formé TBC u déti, zejména meningitidy. Jeji efekt trva priblizné 10
let. Tato vakcina je bohuzZel zastarald. Poprvé byla pouZita perordlné témér pred 100
lety v roce 1921. Pfizndva se pouze proménna a neuplnd ochrana proti plicni TBC a je
kontraindikovdna u déti nakazenych virem HIV. Pfesto je pokryti vakcinace vysoké
predevsSim v rozvojovych zemich. V dnesni dobé se vyviji nové vakciny se slibnymi
vysledky v preklinickém testovani. Cilovymi skupinami obyvatelstva jsou pravé dospéli

a déti nakaZzeni virem HIV [54][55].

33



4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité postupy, chemikdlie, pristroje

Experimentdlni ¢ast mé prace probihala v laboratofi na katedfe Farmaceutické

chemie a kontroly IéCiv, Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové.

Pokud neni uvedeno jinak, vychozi latky a ostatni chemikdalie pochazely od

spole¢nosti Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko) a byly pouzity v dodané kvalité.

Pro kontrolu pribéhu reakci a CdCistoty produktd jsem wvyuZivala metodu
tenkovrstvé chromatografie (TLC). Mobilni faze méla slozeni hexan — ethylacetat
v poméru 2:1. Pouzivala jsem TLC desky Silica 60 F;s4 od spole¢nosti Merck (Darmstadt,
Némecko). Detekce byla provadéna pod UV lampou emitujici zareni o vinové délce 254

a 366 nm.

Preparativni chromatografie produktl byla provadéna na automatizovaném
chromatografu CombiFlash Rf (Teledyne Isco, Lincoln, NE, USA). Stacionarni fazi byl
silikagel (Silicagel 60, 0,040, 0,63 mm, Merck, Darmstadt, Némecko).

'H-NMR a *C-NMR spektra byla naméfena na katedie Anorganické a organické
chemie (KAOCH), Farmaceutické fakulty doc. PharmDr. Jifim KuneSem, CSc. K méreni
byl pouzit spektrometr Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, CA, USA), pfi frekvenci
500 MHz pro 'H a 125 MHz pro 13C nhebo Varian Mercury VX-BB 300 pfi frekvenci 300
MHz pro 'H a 75 MHz pro '*C. Spektra byla zaznamendavana v deuterovaném
dimethylsulfoxidu (DMSO-d¢) nebo deuterovaném chloroformu (CDCls) pfi laboratorni
teploté. Chemické posuny & (ppm) jsou vztazeny k tetramethylsilanu (TMS) a to
nepfimo pres referenéni signaly rozpous$tédla (pro DMSO 2,50 ppm v 'H spektru

a 39,70 ppm v °C spektru; pro CDCl; 7,26 ppm v *H spektru a 77,0 v °C spektru).
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Infracervend spektra byla zméfena na KAOCH pomoci pfistroje Nicolet Impact
400 (Nicolet, Madison, WI, USA) za pouziti metody ATR (zeslabeny uplny odraz) na

krystalu germania.

Elementarni analyza vétsiny produktl byla provedena za pouZiti analyzatoru
Micro Cube Element Analyzer (Elementar Analysensysteme, GmbH, Hanau, Némecko).
Fluorované produkty (JZ-AM8 a JZ-AM24) byly analyzovany na analyzatoru EA-1110
CHN (CE Instruments, Wigan, Velka Britanie).

Teploty tani byly stanoveny kapilarni metodou pomoci bodotavku Stuart SMP30

(Bibby Scientific Limited, Staffordshire, Velka Britanie) a nejsou korigovany.

Pro zjisténi lipofility produktl byly vypocteny jejich hodnoty log P a Clog P
pomoci programu CS ChemBioOffice Ultra, verze 14.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA,
USA).

Vzorce byly nakresleny rovnéz pomoci programu CS ChemBioOffice Ultra, verze

14.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).
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4.2 Vychozi latky

Vsechny konecné produkty syntézy | byly pfipravené zrlznych na jadre

substituovanych benzoylchlorid(i a 2-aminopyrazinu.
N NH,
= 2-aminopyrazin
|
ENj/ (98%, Sigma-Aldrich)
c substituované benzoylchloridy
R—/— ‘ (Sigma-Aldrich)

Vsechny konecné produkty syntézy Il byly pfipravené zrlznych na jadre

substituovanych benzoylchlorid(i a 6-chlor-2-aminopyrazinu.

Cl /N NH, 2-amino-6-chlorpyrazin
6-chlorpyrazin-2-amin
\
N
(97%, Synthonix, Wake Forest, NC, USA)
I
= C\CI substituované benzoylchloridy
ol
N (Sigma-Aldrich)
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4.3 Priprava novych latek

Pfi syntéze prvni sady latek (tzv. Syntéza |) se smés 6 mmol (3 molarni
ekvivalenty) pyridinu s 2 ml dichlormethanu (DCM) ochladila v mraznic¢ce na pfiblizné 0
°C. Do této smési se za stalého michani pfidalo 2,4 mmol (1,2 molarni prebytek)
benzoylchloridu nafedéného 5 ml dichlormethanu. Po 5 minutach stalého michani se
do smési prikapaval po dobu 10 minut 2 mmol (1 molarni ekvivalent) 2-aminopyrazinu
rozpustény ve 2 ml dichlormethanu. Po celou dobu reakce byly provadény kontroly
pomoci TLC s mobilni fazi hexan — ethyl-acetat v poméru 2:1 a po detekci dostatecného

mnozstvi produktu byla reakce ukonéena. Reakce trvala pfiblizné 2 hodiny.

Poté byl do reakéni smési pridan silikagel a rozpoustédla byla odparena za
snizeného tlaku. Takto naadsorbovand reakéni smés byla podrobena flash
chromatografii pomoci chromatografu CombiFlash®Rf. Mobilni fazi byla smés hexan —
ethyl-acetat, monitorovaci vinova délka 260 nm, detekéni vinova délka 280 nm
a rychlost pritoku mobilni faze 35 ml/min. Eluce byla gradientova v rozmezi 0-50%
ethyl-acetatu v hexanu. Pomoci TLC se zkontrolovala cCistota produktu v konkrétnich
frakcich (zkumavkach). Ty, co obsahovaly produkt, byly slity dohromady a opét se
odpafilo rozpoustédlo na vakuové odparce. V pfipadé potieby se provedla
rekrystalizace ze smési etanolu a vody. V ptipadé nezadouciho (obvykle nahnédlého)
zabarveni se produkt dispergoval v minimdlnim mnozstvi hexanu, vloZil se filtra¢ni
papir a zabarveni vzlinalo nahoru. Nasledné byl produkt poslan k zavérecné analyze na
NMR a urcila se teplota tani a retencni faktor konecné latky. Schéma pfripravy je

znazornéno na Obrazku 4.

N NH N NH
= ’ CH,Cl, =
+ —
X C/O AN \N
N R |

Cl

Obrazek ¢. 4: Obecné schéma pripravy |
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Syntéza tedy druhé sady latek (Syntéza Il) probihala dle stejného postupu jako
syntéza | s tim rozdilem, Ze misto 2-aminopyrazinu jsme pfidavali 2-amino-6-

chlorpyrazin (Obrazek €. 5).

cl N NH,
= g i, al /N NH
I — |
\N ’ N\ X
7

Obrazek ¢. 5: Obecné schéma pripravy Il

O—0
[e]

U latek s acetoxyskupinou (JZ-AM13) se dale provadéla hydrolyza esterové
vazby za vzniku OH skupiny. Ester kyseliny se za tepla rozpustil v etanolu a poté se
k nému pridalo 5 molarnich ekvivalentl (nadbytek) uhli¢itanu draselného. Reakci jsme
nechali 2 hodiny michat. Pribéh reakce jsme sledovali na TLC. Takto byla pfipravena

slou¢enina JZ-AM14 hydrolyzou slouceniny JZ-AM13.
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4.4 Noveé pripravené latky

4.4.1 A4-chlor-N-(-4-chlorbenzoyl)-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

Oznaceni: JZ-AM2 (nechtény vedlejsi Cl
produkt)

Sumarni vzorec: C18H11C|2N302 O

Molekulova hmotnost: 372,21

N N O
log P: 3,84 X
Clog P: 4,49126 =
N
Rs: 0,446
Teplota tani: 153,1-153,8 °C
VytéZek reakce: Cl

- teoreticky: 372,31 mg (dle mnozstvi
aminopyrazinu)

- prakticky: 225,5 mg (61 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C58.09 %; H, 2.98 %; N 11.29 %
- nalezeno: C58.5%; H 2.91%; N 11.15%

'H NMR (500 MHz, CDCl5) & 8.63 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H3"), 8.45 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H5),
8.35 (dd, J = 2.4, 1.5 Hz, 1H, H6°), 7.72 — 7.63 (m, 4H, ArH), 7.38 — 7.33 (m, 4H, ArH).

IC spektrum: 1703 (C=0, CONH); 1590; 1403; 1269; 1240; 1113; 1089; 1011; 920; 872;
845; 754
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4.4.2 4-methoxy-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

Oznaceni: JZ-AM3
Sumarni vzorec: C1,H11N30; AN
Molekulova hmotnost: 229,24
log P: 0,75
Clog P: 1,40779

OCH,

R¢: 0,107

Teplota tani: 156,0-156,6 °C
(157-159 °C dle lit. [66])

Vytézek reakce:
- teoreticky: 458,46 mg
- prakticky: 64,4 mg (14 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C62,87 %; H4,84 %; N 18,33 %
- nalezeno: C62,58 %; H 4,83 %; N 17,95 %

'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 9.70 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H3’), 8.68 (bs, 1H, NH), 8.34 (d, J =

2.5Hz, 1H, H5), 8.23 —8.19 (m, 1H, H6°), 7.90 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H2, H6), 6.98 (d, J = 8.4
Hz, 2H, H3, H5), 3.87 (s, 3H, OCHs).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) & 164.95, 163.09, 148.49, 141.94, 140.02, 137.24, 129.36,
125.42,114.10, 55.48.

IC spektrum: 3304; 3116; 2927; 2844; 1663 (C=0, CONH); 1508; 1414; 1299; 1249;
1173, 1026; 1012; 835; 759; 656
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4.4.3 3-chlor-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

Oznacéeni: JZ-AM4 //O

o _ N NH—C
Sumarni vzorec: C11HsCIN3O XX
Molekulova hmotnost: 233,66

N/ Cl

log P: 1,44
Clog P: 2,0515
Ri: 0,214

Teplota tani: 147,2-149,4 °C
Vytézek reakce:

- teoreticky: 467,3 mg

- prakticky: 162 mg (35 %)

Elementarni analyza:
- vypoéet: C 56,55 %; H 3,45 %; N 17,98 %
- nalezeno: C56,16 %; H 3,44 %; N 17,87 %

'H NMR (500 MHz, CDCl5) 6 9.69 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H3"), 8.71 (bs, 1H, NH), 8.38 (d, J =
2.6 Hz, 1H, H5°), 8.25 (bs, 1H, H6°), 7.93 (s, 1H, H2), 7.80 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H6), 7.56 (d,
J=7.8Hz, 1H, H4), 7.45 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H5).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 164.18, 148.04, 142.08, 140.62, 137.26, 135.21, 135.14,
132.66, 130.22, 127.78, 125.33

IC spektrum: 3178; 3107; 3069; 1680 (C=0, CONH); 1545; 1414; 1305; 1262; 1058;
1018; 846; 765; 725
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4.4.4 3-methoxy-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

Oznaceni: JZ-AM5

Sumarni vzorec: Ci;H11N30;
Molekulova hmotnost: 229,24
log P: 0,75

Clog P: 1,40779

Rs: 0,161

Teplota tani: 148,1-150,1 °C
Vytézek reakce:

- teoreticky: 458,46 mg

- prakticky: 101,0 mg (22 %)

Elementarni analyza:

- vypoéet: C 62,87 %; H 4,84 %; N 18,33 %

- nalezeno: C 63,08 %; H 4,83 %; N 18,01 %

OCH,

'H NMR (500 MHz, CDCl5) 6 9.71 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H3"), 8.71 (bs, 1H, NH), 8.36 (d, J =
2.6 Hz, 1H, H5'), 8.24 — 8.20 (m, 1H, H6’), 7.50 — 7.43 (m, 2H, ArH), 7.40 (t, J = 7.9 Hz,
1H, ArH), 7.12 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H, ArH), 3.86 (s, 3H, OCH3).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 165.35, 160.04, 148.26, 142.02, 140.33, 137.24, 134.79,

129.90, 119.05, 118.88, 112.64, 55.48.

IC spektrum: 3171; 3110; 3003; 2976; 1673 (C=0, CONH); 1544; 1417; 1300; 1277;

1235;1033; 1017; 797; 740
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4.4.5 4-acetoxy-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

Oznaceni: JZ-AM6

P N NH—
Sumarni vzorec: C;3H11N303 AN <
Molekulova hmotnost: 257,24
=
N
log P: 0,47 /o
Clog P: 0,837795 O—C/
Rs: 0,107 CHj

Teplota tani: 147,4-149,4 °C
(158 °C dle lit. [67])

Vytézek reakce:
- teoreticky: 514,48 mg
- prakticky: 70,9 mg (14 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: : C60,70 %; H 4,31 %; N 16,33 %
- nalezeno: C 60,23 %; H 4,17 %; N 15,98 %

'H NMR (500 MHz, CDCl5) § 9.70 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H3), 8.70 (bs, 1H, NH), 8.37 (d, J =
2.6 Hz, 1H, H5), 8.22 (bs, 1H, H6), 7.96 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H2', H6'), 7.24 (d, J = 8.5 Hz,
2H, H3", H5’), 2.33 (s, 3H, CH).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 168.82, 164.60, 153.95, 148.22, 142.02, 140.41, 137.24,
130.86, 128.90, 122.16, 21.10.

IC spektrum: 3171; 3107; 3046; 1753 (C=0, COOR); 1672 (C=0, CONH); 1541; 1504;
1417;1300; 1209; 1166; 1015; 916; 843; 757, 704
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4.4.6 2-hydroxy-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

Oznaceni: JZ-AM7 O
Sumarni vzorec: C;1HgN30; NH-C OH
Molekulova hmotnost: 215,21

log P: 0,49 =

Clog P: 1,936

Rs: 0,161

Teplota tani: 209,9-211,5 °C (dle lit. 216 °C [67])
Vytézek reakce:

- teoreticky: 430,42 mg

- prakticky: 289,4 mg (67 %)

Elementarni analyza:

- vypocet: C 61,39 %; H 4,22 %; N 19,53 %

- nalezeno: C61,24 %; H 4,12 %; N 19,13 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.77 (bs, 1H, OH), 11.01 (s, 1H, NH), 9.51 (d, J = 1.4
Hz, 1H, H3"), 8.43 (dd, J = 2.5, 1.5 Hz, 1H, H6°), 8.42 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H5’), 8.03 (dd, J =
8.0, 1.8 Hz, 1H, H2), 7.49 — 7.44 (m, 1H, H4), 7.06 (dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 1H, H3), 7.03 —

6.98 (m, 1H, H5).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.47, 156.91, 148.52, 142.99, 140.37, 136.82,

134.46, 130.96, 120.04, 117.84, 117.31.

IC spektrum: 3274; 2933; 2566; 1669 (C=0, CONH); 1538; 1449; 1417; 1301; 1222;

1149; 1063; 1012; 839; 759; 689
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4.4.7 3-(trifluormethyl)-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

Oznaceni: JZ-AM8

Sumarni vzorec: C1,HgFsNsO

//O
N NH—C
X
Molekulova hmotnost: 267,21
logP: 1,8
8 N/ CFy
Clog P: 2,24002

R: 0,23

Teplota tani: 160,9-161,6 °C (dle lit. 159-161°C [68])

Vytézek reakce:

- teoreticky: 267,21 mg (pfiprava z 1 mmol aminopyrazinu)
- prakticky: 56,7 mg (21 %)

Elementarni analyza:

- vypocet: C 53,94 %; H 3,02 %; N 15,73 %

- nalezeno: C54,02 %; H 2,83 %; N 15,49 %

'H NMR (500 MHz, CDCl5) 6 9.70 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H3"), 8.80 (bs, 1H, NH), 8.40 (d, J =
2.6 Hz, 1H, H5'), 8.28 — 8.25 (m, 1H, H6'), 8.21 (s, 1H, H2), 8.13 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH),
7.85(d,J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.67 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H5).

3C NMR (126 MHz, CDCls) & 164.10, 147.98, 142.11, 140.74, 137.29, 134.26, 131.59 (q,
J=33.1Hz), 130.54, 129.63, 129.19 (q, J = 3.6 Hz), 124.49 (q, J = 3.8 Hz), 123.46 (q, J =
272.7 Hz).

IC spektrum: 3177; 3107; 1681 (C=0, CONH); 1548; 1419; 1337; 1305; 1257; 1167;
1125; 1074, 1016; 740; 694
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4.4.8 2-methoxy-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

Oznaceni: JZ-AM9
Sumarni vzorec: C1oH11N30; AN NH=C OCH;,
Molekulova hmotnost: 229,24

log P: 0,75

Clog P: 1,33779

R: 0,115

Teplota tani: 100,3-102,4 °C

Vytézek reakce:

- teoreticky: 458,46 mg

- prakticky: 52,1 mg (11 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C62,87 %; H 4,84 %; N 18,33 %
- nalezeno: C62,82%;H4,8%; N17,91%

'H NMR (500 MHz, CDCl5) & 10.37 (bs, 1H, NH), 9.74 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H3'), 8.33 (d, J =
2.5 Hz, 1H, H5'), 8.30 — 8.25 (m, 2H. H6', H6), 7.56 — 7.50 (m, 1H, H4), 7.16 — 7.11 (m,
1H, H5), 7.05 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H3), 4.08 (s, 3H, OCHs).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 163.36, 157.52, 148.67, 142.09, 139.96, 137.67, 134.12,
132.60, 121.63, 120.49, 111.58, 56.22.

IC spektrum: 3335; 3016; 2955; 1673 (C=0, CONH); 1533; 1483; 1414; 1297; 1234;
1016; 844, 745; 685; 669
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4.4.9 4-methyl-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

Oznaceni: JZ-AM10 O
Sumarni vzorec: C1;H11N3O XN
Molekulova hmotnost: 213,24
log P: 1,37
Clog P: 1,8128
CHs
Rs: 0,23
Teplota tani: 163,3-166,0 °C (dle lit. 165 °C [69])
Vytézek reakce:
- teoreticky: 426,48 mg
- prakticky: 122,1 mg (29 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: : C67,59 %; H5,20 %; N 19,71 %
- nalezeno: C67,37 %; H 5,1 %; N 19,59 %

'H NMR (500 MHz, CDCl5) 6 9.71 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H3), 8.66 (bs, 1H, NH), 8.35 (d, J =
2.6 Hz, 1H, H5'), 8.23 (dd, J = 2.5, 1.6 Hz, 1H, H6'), 7.83 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H2, H6), 7.30
(d,J = 7.9 Hz, 2H, H3, H5), 2.43 (s, 3H, CH).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 165.39, 148.40, 143.42, 141.97, 140.15, 137.23, 130.47,
129.59, 127.37, 21.54.

IC analyza: 3245; 3109; 3063; 1676 (C=0, CONH); 1529; 1508; 1412; 1298; 1259; 1186;
1057;1012; 847; 723; 685
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4.4.10 2-chlor-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

Oznaceni: JZ-AM11 O

Sumarni vzorec: C11HsCIN3O AN NH=C Cl
Molekulova hmotnost: 233,66

log P: 1,44

Clog P: 1,2215

Rs: 0,213

Teplota tani: 128,2-129,7 °C
(dle lit. 136,0-138,0 °C [69])

Vytézek reakce:
- teoreticky: 467,3 mg
- prakticky: 72,4 mg (15 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C 56,55 %; H 3,45 %; N 17,98 %
- nalezeno: C56,86 %; H 3,45 %; N 17,51 %

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 9.68 (s, 1H, H3"), 9.07 (bs, 1H, NH), 8.34 (d, J = 2.6 Hz, 1H,
H5°), 8.05 (dd, J = 2.6, 1.6 Hz, 1H ,H6"), 7.78 — 7.74 (m, 1H, ArH), 7.47 — 7.45 (m, 2H,
ArH), 7.42 = 7.37 (m, 1H ,ArH).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 164.65, 147.93, 141.91, 140.62, 137.29, 134.06, 132.31,
130.93, 130.58, 130.28, 127.37.

IC spektrum: 3306; 3198; 3100; 2971; 1695 (C=0, CONH); 1530; 1412; 1299; 1253;
1151, 1048; 1015; 852; 774, 721
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4.4.11 3-(acetoxy)-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

Oznadeni: JZ-AM13 //O
- N NH-C o)
Sumarni vzorec: C;3H11N30;3 X \
C_CH3
Molekulova hmotnost: 257,25 P
N (0]
log P: 0,47

Clog P: 0,837795

R¢: 0,098

Teplota tani: 168,4-169,5 °C
Vytézek reakce:

- teoreticky: 679,11 mg (pfiprava
z 2,64 mmol aminopyrazinu)

- prakticky: 406,9 mg (60 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C60,7 %; H 4,31 %; N 16,33 %
- nalezeno: C 60,67 %; H 4,22 %; N 16,11 %

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 9.69 (s, 1H, H3"), 8.63 (s, 1H, NH), 8.38 (d, J = 2.6 Hz, 1H,
H5°), 8.25 (s, 1H, H6°), 7.78 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H6), 7.68 (s, 1H, H2), 7.52 (t, J = 7.9 Hz,
1H, H5), 7.33 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H4), 2.33 (s, 3H, CH3).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 169.12, 164.41, 151.03, 148.11, 142.08, 140.52, 137.22,
134.90, 130.02, 125.98, 124.51, 121.01, 21.04.

IC spektrum: 3244; 1768 (C=0, COOR); 1683 (C=0, CONH); 1541; 1421; 1304; 1271;
1215; 1194, 1016; 845; 716, 676
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4.4.12 3-hydroxy-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

Oznadeni: JZ-AM14 //O

i : N NH-C
Sumarni vzorec: C;1HgN30O, AN
Molekulova hmotnost: 215,21

N/ OH

log P: 0,49
Clog P: 0,986
Rs: 0,066

Teplota tani: 192,2-193,7 °C
Vytézek reakce:
- teoreticky: 167,32 mg

- prakticky: 96,4 mg (58 %)
(pfipraveno hydrolyzou 201 mg latky
JZ-AM13)
Elementarni analyza:
- vypocet: C61,39 %; H4,22 %; N 19,53 %
- nalezeno: C61,19%; H 4,23 %; N 19,12 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 10.98 (bs, 1H, NH), 9.78 (bs, 1H,0H), 9.39 (d, J = 1.5 Hz,
1H, H3"), 8.46 (dd, J = 2.6, 1.5 Hz, 1H, H6°), 8.40 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H5'), 7.52 — 7.47 (m,
1H, ArH), 7.40 (t, J = 2.1 Hz, 1H, ArH), 7.32 (t, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.03 — 6.97 (m, 1H,
ArH).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 166.37, 157.56, 149.24, 142.75, 140.07, 137.72,
134.98, 129.65, 119.45, 118.87, 115.17.

IC spektrum: 3343; 3158; 2851; 2705; 1679 (C=0, CONH); 1539; 1515; 1414; 1297;
1253; 1012; 819; 749; 691

50



4.4.13 4-ethyl-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

Oznacéeni: JZ-AM15 //0
i : N NH-C

Sumarni vzorec: C;3H13N30 X
Molekulova hmotnost: 227,26

/
log P: 1,79 N
Clog P: 2,3418

CH,

Re: 0,353 AN

CHj3

Teplota tani: 121,2-122,3 °C
Vytézek reakce:

- teoreticky: 454,54 mg

- prakticky: 67,0 mg (15 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C68,70 %; H 5,77 %; N 18,49 %
- nalezeno: C 68,89 %; H5,72 %; N 18,4 %

'H NMR (500 MHz, CDCl5) 6 9.72 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H3"), 8.67 (bs, 1H, NH), 8.35 (d, J =
2.6 Hz, 1H, H5'), 8.22 (dd, J = 2.6, 1.6 Hz, 1H, H6'), 7.85 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H2, H6), 7.33
(d,J = 8.2 Hz, 2H, H3, H5), 2.72 (g, J = 7.6 Hz, 2H, CH2), 1.27 (t, J = 7.6 Hz, 3H, CHs).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 165.42, 149.58, 148.41, 141.98, 140.17, 137.25, 130.70,
128.41,127.47, 28.82, 15.17.

IC spektrum: 3239; 3107; 3049; 2959; 2933; 2875; 1685 (C=0, CONH); 1534; 1509;
1411, 1299; 1269; 1014; 840; 734; 695
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4.4.14 N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-4-methylbenzamid

Oznaceni: JZ-AM17 /O
Sumarni vzorec: C1,H10CIN3O XN

Molekulova hmotnost: 247,68
log P: 2,27
Clog P: 2,56882
CH,
Rf: 0,833
Teplota tani: 169,1-170,0 °C
Vytézek reakce:
- teoreticky: 495,36 mg

- prakticky: 146,1 mg (29 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C 58,19 %; H 4,07 %; N 16,97 %
- nalezeno: C57,89 %; H 3,99 %; N 16,53 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.32 (bs, 1H, NH), 9.41 (s, 1H, H3"), 8.51 (s, 1H, H5),
7.97 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H2, H6), 7.33 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H3, H5), 2.38 (s, 3H, CH).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 166.19, 148.73, 145.55, 142.95, 138.48, 135.29,
130.27,129.16, 128.53, 21.24.

IC spektrum: 3205; 3063; 1684 (C=0, CONH); 1541; 1398; 1293; 1271; 1159; 1106;
1008; 831, 736; 689

52



4.4.15 N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-4-ethylbenzamid

Oznaceni: JZ-AM18 //O

Cl N NH-C
Sumarni vzorec: C;3H1,CIN3O X

Molekulova hmotnost: 261,71 =

N
log P: 2,69

Clog P: 3,09782 ch,

Rs: 0,87 CH3
Teplota tani: 142,5-143,3 °C

Vytézek reakce:

- teoreticky: 523,42 mg

- prakticky: 136,0 mg (26 %)

Elementarni analyza:

- vypocet: C 59,66 %; H 4,62 %; N 16,06 %
- nalezeno: C59,22 %; H 4,49 %; N 15,74 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.33 (bs, 1H, NH), 9.42 (s, 1H, H3"), 8.52 (s, 1H, H5),
7.99 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H2, H6), 7.37 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H3, H5), 2.69 (q, J = 7.6 Hz, 2H,
CH2), 1.21 (t, J = 7.6 Hz, 3H, CH3).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 166.21, 149.04, 148.73, 145.55, 138.50, 135.29,
130.53, 128.63, 128.00, 28.27, 15.36.

IC spektrum: 3203; 3063; 2969; 2882; 1682 (C=0, CONH); 1545; 1398; 1293; 1271;
1152; 1008; 845; 726
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4.4.16 N-(6-chlorpyrazin-2-yl)benzamid

Oznaceni: JZ-AM20 //O
Sumarni vzorec: C;1HsCIN;O cl N\ NH=G
Molekulova hmotnost: 233,66

log P: 1,78

Clog P: 2,06982

R¢: 0,796

Teplota tani: 152,8-153,6 °C

Vytézek reakce:

- teoreticky: 466,08 mg

- prakticky: 131,9 mg (28 %)

Elementarni analyza:
- vypoéet: C 56,55 %; H 3,45 %; N 17,98 %
- nalezeno: C56,59 %; H 3,42 %; N 17,85 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 11.41 (bs, 1H, NH), 9.42 (s, 1H, H3"), 8.53 (s, 1H, H5),
8.07 —8.03 (m, 2H, H2, H6), 7.66 — 7.60 (m, 1H, H4), 7.53 (m, 2H ,H3, H5).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 166.39, 148.65, 145.58, 138.64, 135.30, 133.12,
132.70, 128.61, 128.48.

IC spektrum: 3209; 3066; 1686 (C=0, CONH); 1542; 1398; 1292; 1267; 1164; 1008; 882
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4.4.17 N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-4-chlorbenzamid

Oznaceni: JZ-AM21
Sumarni vzorec: C;1H,CI,N;0 cl N\ NH=C,
Molekulova hmotnost: 268,10
log P: 2,34
Clog P: 2,79147

Cl
Rs: 0,852
Teplota tani: 193,8-194,7 °C
Vytézek reakce:
- teoreticky: 536,2 mg

- prakticky: 190,6 mg (36 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C49,28 %; H 2,63 %; N 15,67 %
- nalezeno: C49,41 %; H 2,54 %; N 15,56 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.50 (s, 1H, NH), 9.40 (s, 1H, H3’), 8.54 (s, 1H, H5),
8.06 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H2, H6), 7.60 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H3, H5).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165.40, 148.50, 145.58, 138.79, 137.60, 135.27,
131.92, 130.43, 128.70.

IC spektrum: 3196; 3065; 1687 (C=0, CONH); 1546; 1401; 1292; 1268; 1167; 1103;
1009; 842; 750; 682
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4.4.18 N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-4-methoxybenzamid

Oznaceni: JZ-AM22
Sumarni vzorec: C15H10CIN50, cl N\ NH=C
Molekulova hmotnost: 263,68
log P: 1,66
Clog P: 2,15407

OCH,
Rs: 0,685
Teplota tani: 196,9-198,8 °C
Vytézek reakce:
- teoreticky: 527,36 mg

- prakticky: 41,3 mg (8 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C 54,66 %; H 3,82 %; N 15,94 %
- nalezeno: C54,83 %; H 3,6 %; N 15,79 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-de) § 11.25 (bs, 1H, NH), 9.41 (s, 1H, H3"), 8.51 (s, 1H, H5),
8.07 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H2, H6), 7.06 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H3, H5), 3.85 (s, 3H, OCHs).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165.64, 162.85, 148.86, 145.52, 138.30, 135.29,
130.60, 125.08, 113.90, 55.69.

IC spektrum: 3065; 2922; 2843; 1679 (C=0, CONH); 1550; 1509; 1416; 1399; 1260;
1187;1164; 1008; 838; 738; 694
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4.4.19 N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-2-methoxybenzamid

Oznaceni: JZ-AM23 //O
Sumarni vzorec: C1;H10CIN3O, cl N\
Molekulova hmotnost: 263,68

log P: 1,66

Clog P: 2,08407

Rs: 0,537

Teplota tani: 149,1-150,7 °C

Vytézek reakce:

- teoreticky: 527,36 mg

- prakticky: 105,8 mg (20 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C 54,66 %; H 3,82 %; N 15,94 %
- nalezeno: C54,28 %; H 3,64 %; N 15,61 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.86 (bs, 1H, NH), 9.44 (s, 1H, H3"), 8.53 (s, 1H, H5),
7.78 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H, H6), 7.62 — 7.54 (m, 1H, H4), 7.23 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H3),
7.10 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H5), 3.95 (s, 3H, OCHs).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.88, 157.23, 147.92, 145.69, 138.82, 134.50,
133.69, 130.57, 122.32, 120.91, 112.50, 56.39.

IC spektrum: 3320; 3071; 2951; 1676 (C=0, CONH); 1526; 1483; 1395; 1282; 1152;
1012; 1001; 756; 673
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4.4.20 N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-3-(trifluormethyl)benzamid

Oznadeni: JZ-AM24 /O
- Cl N NH—C/
Sumarni vzorec: C1,H;CIFsN3O XN
Molekulova hmotnost: 301,65
N/ CF3

log P: 2,7

Clog P: 2,97553

Rs: 0,722

Teplota tani: 124,2-125,0 °C
Vytézek reakce:

- teoreticky: 603,3 mg

- prakticky: 280,1 mg (46 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C47,78 %; H 2,34 %; N 13,93 %
- nalezeno: C47,55%; H 2,01 %; N 13,87 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 11.70 (bs, 1H, NH), 9.42 (s, 1H, H3"), 8.55 (s, 1H, H5),
8.42 (bs, 1H, H2), 8.31 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H6), 7.99 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H4), 7.77 (t, J = 7.8
Hz, 1H, H5).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165.05, 148.42, 145.61, 138.96, 135.25, 134.08,
132.59, 129.92, 129.35 (q, J = 32.3 Hz), 129.14 (q, J = 3.8 Hz), 125.22 (g, J = 3.8 Hz),
124.04 (q, J = 272.6 Hz).

IC spektrum: 3303; 3040; 1655 (C=0, CONH); 1537; 1400; 1330; 1256; 1157; 1118;
1076; 1008; 826; 702; 677
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4.4.21 N-(6-chlorpyrazin-2-yl)- 2-chlorbenzamid

Oznaceni: JZ-AM25 //O
o _ Cl N NH—C Cl
Sumarni vzorec: C11H;CI;N30 XX
Molekulova hmotnost: 268,10
N/

log P: 2,34

Clog P: 1,96147

Rs: 0,611

Teplota tani: 182,4-183,4 °C
Vytézek reakce:

- teoreticky: 536,2 mg

- prakticky: 125,7 mg (23 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C49,28 %; H 2,63 %; N 15,67 %
- nalezeno: C49,1 %; H 2,49 %; N 15,37 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.67 (s, 1H, NH), 9.40 (s, 1H, H3’), 8.56 (s, 1H, H5),
7.62 (dd, J = 7.5, 1.8 Hz, 1H, ArH), 7.59 — 7.50 (m, 2H, ArH), 7.49 — 7.42 (m, 1H, ArH).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 166.07, 147.98, 145.76, 139.14, 135.46, 134.59,
131.88,130.17, 129.84, 129.37, 127.32.

IC spektrum: 3145; 3008; 2928; 1699 (C=0, CONH); 1537; 1417; 1401; 1287; 1152;
1124; 1005; 873; 745
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4.4.22 N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-3-methoxybenzamid

Oznadeni: JZ-AM26 /O
- Cl N NH—C/
Sumarni vzorec: C1;H10CIN3O, XX
Molekulova hmotnost: 263,68
N/ OCH,

log P: 1,66

Clog P: 2,15407

Rs: 0,611

Teplota tani: 131,6-132,7 °C
Vytézek reakce:

- teoreticky: 527,36 mg

- prakticky: 141,9 mg (27 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C 54,66 %; H 3,82 %; N 15,94 %
- nalezeno: C54,36 %; H 3,72 %; N 15,7 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 11.41 (s, 1H, NH), 9.42 (s, 1H, H3’), 8.53 (s, 1H, H5),
7.67 —7.58 (m, 2H, ArH), 7.44 (t, ) = 7.9 Hz, 1H, ArH), 7.18 (dd, J = 8.2, 2.5 Hz, 1H, ArH),
3.84 (s, 3H, OCH3).

3C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 166.07, 159.31, 148.62, 145.57, 138.67, 135.33,
134.41,129.76, 120.80, 119.03, 113.09, 55.56.

IC spektrum: 3228; 3072; 2947; 2836; 1686 (C=0, CONH); 1541; 1488; 1415; 1398;
1283; 1160; 1047; 1007; 733; 704; 680
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4.4.23 N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-3-chlorbenzamid

Oznaceni: JZ-AM27 O
/

Sumarni vzorec: C11H;CI;N30 AN

Molekulova hmotnost: 268,10

Z o]
log P: 2,34

Clog P: 2,79147

R:: 0,722

Teplota tani: 131,6-132,7 °C

Vytézek reakce:

- teoreticky: 536,2 mg

- prakticky: 171,1 mg (32 %)

Elementarni analyza:
- vypocet: C 49,28 %; H 2,63 %; N 15,67 %
- nalezeno: C 49,45 %; H 2,47 %; N 15,63 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.53 (s, 1H, NH), 9.40 (s, 1H, H3’), 8.55 (s, 1H, H5),
8.10 (t, J = 1.9 Hz, 1H, H2), 8.02 — 7.96 (m, 1H, H6), 7.71 — 7.68 (m, 1H, ArH), 7.56 (t, J =
7.9 Hz, 1H, ArH).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165.05, 148.40, 145.61, 138.91, 135.26, 135.13,
133.43, 132.45, 130.57, 128.29, 127.20.

IC spektrum: 3202; 3070; 1691 (C=0, CONH); 1542; 1415; 1397; 1296; 1256; 1166;
1009; 775; 732; 690
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4.5 Vysledky biologického testovani

4.5.1 Antifungalni aktivita

Testovani latek na antifungalni aktivitu probihalo na Katedfe biologickych
a lékarskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Testované kmeny jsou

uvedeny v Tabulce ¢.2.

Slouceniny byly rozpuStény v DMSO. Testovdni probihalo mikrodiluéni
bujonovou metodou v destickach (200l media + 10ul suspenze inokula), pfi teploté
35 °C, pH 7,0 v médiu RPMI 1640 s glutaminem. Inkubace probihala staticky, ve tmé,
v humidni atmosfére po dobu 24 — 48 hodin (u TM 48 — 72 h). Hustota inokulaéni
suspenze byla 5x10% CFU/ml. Jako standard bylo pouzito antimykotikum nystatin (NYS).
Odecitani probihalo vizualné a vysledky byly vyjadieny jako minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC), ktera je charakterizovana jako minimalni koncentrace latky, ktera

inhibuje rtst mikroorganismu.

Produkty JZ-AM18, JZ-AM20, JZ-AM21, JZ-AM22, JZ-AM24 a JZ-AM26 nemohly

byt otestovany kvali vysrazeni v testovacim médiu.

Testované latky nevykazovaly vyznamnou aktivitu (viz. Tabulka ¢. 3 a 4)

Tabulka ¢. 2: Testované kmeny hub

Testované kmeny (kdd, Cislo)
CA1 - Candida albicans ATCC 44859 TA — Trichosporon asahii 1188
CT - Candida tropicalis 156 AF — Aspergillus fumigatus 231
CK2 — Candida krusei E28 LC — Lichtheimia corymbifera 272
CG - Candida glabrata 20/ TM -—Trichophyton mentagrophytes
445
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Tabulka ¢. 3: Vysledky testi antifungdlni aktivity

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol.I-!)

(kéd) JZ- JZ- JZ- JZ- JZ- JZ- JZ- JZ-
AM2 | AM3 AM4 | AMS AM6 | AM7 | AM8 | AM9
24 h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
A 48 h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
24 h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
‘1 48 h | >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
24h | >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
« 48 h | >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
24h | >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
cc 48 h | >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
24h | >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
™ 48 h | >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
24h | >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
AF 48 h | >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
24h | >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
< 48 h | >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
24h | >125 >500 >125 >500 >500 500 >125 >500
™ 48 h | >125 >500 >125 >500 >500 500 >125 >500
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Tabulka ¢. 4: Vysledky testii antifungdlni aktivity (pokracovani)

TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol.I™)

KMEN (kéd) JZ- JZ- JZ- JZ- JZ- JZ- JZ- JZ-
AM AM AM AM AM AM AM AM

10 11 13 14 15 23 25 27
24 h 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
A 48 h 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24 h >500 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
‘1 48 h >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24 h >500 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
« 48 h >500 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24 h >500 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
c 48 h >500 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24 h >500 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
™ 48 h >500 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24 h >500 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
AF 48 h >500 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24 h >500 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
AC 48 h >500 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24 h >500 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
™ 48 h >500 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125

4.5.2 Antibakterialni aktivita

Aktivita proti bakteriim uvedenych v Tabulce €. 5 byla téZ provddéna na Katedre

biologickych a lékafskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

Testované bakterie byly suspendovany v 0,85% roztoku NaCl. Bunéc¢na hustota
inokula byla upravena, ¢imzZ vznikla suspenze hustoty ekvivalentni 0,5 Mc Farlandovy
stupnice (1,5 x 10® CFU.ml™). Testované latky byly rozpuitény v DMSO a nafedény

dvojkovou fadou. Testovani probihalo mikrodilu¢ni bujénovou metodou v desti¢kach
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(200pul media + 10ul suspenze inokula). Médiem byl Mueller-HintonGv bujon (MHB)
o pH 7,4. Inkubace probihala 24-48 hodin pfti teploté 35°C, ve tmé, staticky a v humidni
atmosfére. Odecitalo se vizualné. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce ¢. 6 a 7 a byly
vyjadreny jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), ktera je charakterizovana jako
minimalni koncentrace latky, ktera inhibuje rdst mikroorganismu. Latky neuvedené

v tabulce se vysrazely v médiu nemohly byt tedy relevantné otestovany.

JZ-AM8 vykazala mirnou aktivitu vaci i S. epidermidis s MIC = 62,5 umol.I™.

Tabulka ¢. 5: Testované kmeny bakterii

Testované kmeny (kéd, Cislo)
SA Staphylococcus aureus CCM
4516/08
MRSA Staphylococcus aureus H
5996/08 methicilin rezistentni

EC Escherichia coli CCM4517

KP Klebsiella pneumoniae D 11750/08

SE Staphylococcus epidermidis H KP-E Klebsiella pneumoniae ) 14368/08
6966/08 ESBL pozitivni
EF Enterococcus sp. ) 14365/08 PA Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Tabulka ¢. 6: Vysledky antibakteridlniho testovani

TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol.I™)

Kmen (kéd) JZ-
JZ-AM2 | JZ-AM3 | JZ-AM4 | JZ-AMS5 | JZ-AM6 | JZ-AM7 | JZ-AMS8 AM10

SA 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
48h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
MRSA 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
48h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500

SE 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 62,5 >500
48h >125 >500 >125 >500 >500 >500 62,5 >500
EF 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
48h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
EC 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
48h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
KP 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500

48h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
KP-E 24h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
48h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
PA 72h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
120h >125 >500 >125 >500 >500 >500 >125 >500
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Tabulka ¢. 7: Vysledky antibakteridlniho testovdni (pokracovdni)

, TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol.I™)

Kmen(kéd) ™o T 2 [ 1z | 1z | 1z- | Iz | 4z | -
AM10 | AM11 | AM13 | AM14 | AM15 | AM23 | AM25 | AM27

SA 24h | >500 250 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 250 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

MRSA | 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

SE 24h 500 500 >500 | >500 500 >500 | >500 | >500
48h 500 500 >500 | >500 500 >500 | >500 | >500

EF 24h | >500 | >500 | >500 | >500 500 >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 500 >500 | >500 | >500

EC 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

KP 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

KP-E 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

PA 72h | >500 250 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
120h | >500 250 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
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4.5.3 Antimykobakterialni aktivita

Vsechny latky byly testovany in vitro na ucinnost proti M. tuberculosis H37RV,
M. kansasii 235/80, M. avium 80/72 a M. smegmatis CCM4622. Kmeny bakterii byly

dodany z Ceské narodni sbirky typovych kultur (CNCTC), Praha.

Testovani kmentd MT, MK a MA probihalo ve Fakultni nemocnici Hradec
Kralové. Ristovym médiem byl Middlebrook 7H9 obohaceny o rlistovy doplnék OADC
(kyselina olejovd, dextrosa, katalasa), oboji od firmy Sigma Aldrich, pH média mélo
hodnotu 6,6. Jako pozitivni kontrola (inhibice rdstu) byl pouZzit isoniazid. Negativni
kontrola (kontrola ristu mykobakterii) byla sloZzena z Zivné pldy a dimethysulfoxidu.
Zkousené latky byly rozpustény v DMSO a naredény dvojkovym redénim tak, aby
findIni koncentrace testovanych latek v jamkach mikrotitracni desticky byly 100 — 50 —
12,5 — 6,25 — 3,13 — 1,56 pg.ml™. Po péti dnech inkubace se pfidala latka Almar Blue

a odetetly se vysledky. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC pg.ml™?) pfedstavovala

evvs

Kmen MS byl testovan v laboratofi na Katedie farmaceutické chemie a kontroly
léCiv Farmaceutické fakulty Mgr. Ondfejem Jandourkem. Zkousené latky byly
rozpustény v DMSO a nafedény dvojkovym fedénim tak, aby konecné koncentrace
v jamkach mikrotitracni desticky byly 500 - 250 - 125 - 62,5 - 31,25 - 15,625 - 7,81
a 3,91 pg.ml™". Standardy predstavovaly ciprofloxacin a rifampicin, u kterych byly finalni
koncentrace 12,5-6,25-3,125-1,56-0,78 - 0,39 - 0,195 a 0,098 ug.ml'l. Desticky byly
uzavreny polyesterovou folii a inkubovany ve tmé bez tfepani pfi 37 °C. Po 48 hodinach
se pridal roztok Alamar blue s pfidavkem polysorbatu 80 (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko). Antimykobakteridlni aktivita byla vyjadfena jako minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC pg.ml™) predstavujici nejnizéi koncentraci latky, kterd zabranila

zméné barvy z modré na rdZovou.
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Tabulka ¢. 8: Antimykobakterialni aktivita pFipravenych sloucenin vyjdadrend jako
MIC (ug.ml*) v porovndni se standardy. Slouceniny sefazeny dle charakteru

substituentu R
kod R R? M. tbc M. kansasii M. avium M. smeg
JZ-0V6® H H 100 >100 >100 > 500
JZ-AM7 H 2-OH >100 >100 >100 > 500
JZ-AM13 H 3-0OAc >100 >100 >100 > 500
JZ-AM14 H 3-OH >100 >100 >100 > 500
JZ-AM6 H 4-OAc >100 >100 >100 > 500
JZ-AM9 H 2-0OCH3; >100 100 >100 125
JZ-AM5 H 3-0OCH3; >100 >100 >100 >500
JZ-AM3 H 4-OCH; 25 >100 >100 >500
JZ-AM10 H 4-CH; >100 >100 >100 >500
JZ-AM15 H 4-Et >100 >100 >100 >500
JZ2-AM11 H 2-Cl >100 >100 >100 250
JZ-AM4 H 3-Cl 50 50 >100 >500
Jz-0Vv5? H 4-C| 50 50 >100 >500
JZ-AM2 H 4-Cl (diacyl) 50 >100 >100 >500
JZ-AM8 H 3-CF; >100 >100 >100 >500
JZ-AM20 | 6-Cl H >100* >100* >100* > 500*
JZ-AM23 | 6-Cl 2-0OCH3 >100 >100 >100 >500
JZ-AM26 | 6-Cl 3-0OCH3 50* 100* 100* > 500*
JZ-AM22 | 6-Cl 4-OCH; >100 >100 >100 > 500*
JZ-AM17 | 6-Cl 4-CH; >100* >100* >100* > 500*
JZ-AM18 | 6-Cl 4-Et >100* >100* >100* > 500*
JZ-AM25 | 6-Cl 2-Cl >100 >100 >100 >500
JZ-AM27 | 6-Cl 3-Cl >100* >100* >100* > 500*
JZ-AM21 | 6-Cl 4-C| >100* >100* >100* > 500*
JZ-AM24 | 6-Cl 3-CF; 25 25 50 125
INH - - 0,1-0,2 6,25-12,5 6,25-12,5 15,625
RFM - - - - - 1,56
CPX - - - - - 0,195
(pl:lzss) - - 6,25-25[58] | 500 [57] ”et‘g(')r]’”y >2000 [59]
PZA - - 125[58] >500 neucinny -
(pH 6-7) [60]

INH - isoniazid; RFM - rifampicin; CPX - ciprofloxacin; PZA - pyrazinamid

*vysrazeno v médiu

? Slou&eniny pFipraveny Ondfejem Valdskem. Analytickd data budou publikovdna v jeho

diplomové préci Derivaty pyrazinu jako potencialni IéCiva IV, Hradec Kralové, 2016.

Antimykobakterialni aktivita téchto latek je zde uvedena pro Uplnost.
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5. DISKUZE

Vychozimi latkami mych produktl byl 2-aminopyrazin nebo 2-amino-6-
chlorpyrazin, ke kterym byl postupné pridan substituovany benzoylchlorid. Samotnd
pfiprava probihala za mirnych podminek pfiblizné 2 hodiny. Reakce probihala mezi
elektrondeficientnim karbonylovym uhlikovym atomem benzoylchloridu a primarni
aminoskupinou vazanou na pyrazin (6-chlorpyrazin) za uvolnéni HCI. Principem syntézy

byla nukleofilni substituce.

Nékteré produkty nebyly publikovany, z dlvodu malych vytézk(i nebo
nedostatecné Cistoty latky. Vytézky se pohybovaly v rozmezi 8 % - 67 %. Primérna
hodnota cinila 28,17 %. Ztraty byly zplUsobeny nejspiSe Cisticimi procesy produktl
(adsorpce na silikagel, chromatografické Ccisténi, popfipadé rekrystalizace). Kvdli
nizkym vytézkim jsme také vynechali vytfepani reakéni smési mezi organickou fazi
a vodu (pripadné roztok NaHCO:s), které se nam jako Cistici metoda neosvédcila a navic
prispivala ke snizeni vytézku.

P¥ pFipravé latky JZ-AM2 (R* = 4-Cl) vznikl diacylovany produkt, ptvodné
zamysleny monoacylovany produkt nebyl viibec izolovan. Obecné plati, Ze diacylované
produkty mohou vznikat pfi uziti silného acylacniho Cinidla (acylchlorid), pti nadbytku
acylacniho €inidla nad aminem, pfi zahtati reakéni smési a pfi uZiti silné baze. Reakéni
smés jsme béhem pripravy chladili, ale je moiné, Ze doslo k jejimu prehfivani.
Abychom predesli vzniku diacylovanych derivat(, pouzivali jsme jako bazi pyridin
namisto triethylaminu, ktery diky své vyssi bazicité podporuje vznik diacylovanych

produktl [64].

Pti pripravé latky JZ-AM7 probéhla spontdnni hydrolyza esterové vazby za
vzniku —OH skupiny. Tento déj mizeme vysvétlit kyselym charakterem silikagelu, ktery
podporuje Stépeni esterl [65], a se kterym latka pfisla do styku pfi preparativni
chromatografii. Eventuadlné mohla tato hydrolyza nastat v prlbéhu rekrystalizace ze

smési ethanol/voda, kterda u této latky byla provadéna.

69



Ovéteni predpokladané struktury se provadélo pomoci uréeni *H a >*C NMR a IC
spekter a elementarni analyzy. Také byla u kazdé latky provedena kontrola pomoci TLC
a zmérena teplota tani. VSechny produkty byly vétSinou bilé nebo nazZloutlé barvy

a mély pevné skupenstvi.

Dulezité jsou také parametry charakterizujici lipofilitu latek — log P, Clog P, které
byly vypocitany pomoci programu ChemDraw. Hodnoty log P se pohybovaly v rozmezi
od 0,47 u latky JZ-AM7 do 3,84 u JZ-AM2. Tato hodnota se dala ocekavat kvdli

strukture latky, kterd obsahuje diacylovany zbytek.

Na zakladé jiz potvrzené antimykobakterialni aktivity N-fenylpyrazin-2-
karboxamid( [56] (Obrazek ¢. 6) jsme chtéli ovérit, zda stejné aktivity dosdahneme
obménou spojovaciho muistku mezi pyrazinovym a benzenovym jadrem. Tabulka 9
uvadi Srovnani antimykobakteridlni aktivity (M. tbc H37Rv) pfipravenych

N-pyrazinylbenzamidd s analogickymi N-fenylpyrazin-2-karboxamidy se stejnou

substituci.
O
H
R! N\ N R! N
R2 \ H R2
= o /
N N
. ) R!'=H, Cl
N-(pyrazin-2-yl)benzamid N-fenylpyrazin-2-karboxamidy

Obradzek ¢. 6: Obecny vzorce N-(pyrazin-2-yl)benzamidii a N-fenylpyrazin-2-

karboxamidii
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Tabulka ¢. 9: Srovndni antimykobakterialni aktivity (M. tbc H37Rv) pFipravenych

N-pyrazinylbenzamidii s analogickymi N-fenylpyrazin-2-karboxamidy

N-pyrazinylbenzamid N-fenylpyrazin-2-karboxamid
tj. amid kys. benzoové tj. anilid kys. pyrazinové
1o
Rl R2 Kéd MIC_1 srov.n:a’\m’ lnl;';?'g;ff) MIC_1 Ref
(ng.ml™) | aktivity ug.ml™ (ug.ml™)

H 4-Cl JZ-0V5 50 >= 4 - [61]
H 3-Cl JZ-AM4 50 = 14 - [61]
H 3-CF3 JZ-AM8 >100 < - 6,25 [62]
H 4-CH3 JZ-AM10 >100 < 86 - [63]
H 2-Cl JZ-AM11 >100 < - 50 [62]
Cl 4-CH3 J1Z-AM17 >100 < 71 - [61]
Cl H JZ-AM20 >100 < 32 - [63]
Cl 4-Cl JZ-AM21 >100 < 65 - [61]
Cl 3-CF;3 J1Z-AM24 25 < 77 - [61]
Cl 2-Cl JZ-AM25 >100 < - 100 [62]
Cl | 3-OCH; | JZ-AM26 50 >= 2 - [61]
Cl 3-Cl JZ-AM27 >100 < 14 - [61]

U latek JZ-AM2, JZ-AM3, JZ-AM4, JZ-0OV5, JZ-AM24 a JZ-AM26 byla prokdzana
mirnad az stiedni u¢innost (MIC = 25-50 pg.ml™) vi¢i testovanym mykobakteridlnim
kmentim, nejéastéji proti Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Latka JZ-AM24 (R' = Cl,
z testovanych latek. Tato slouCenina bude testovana na in vitro cytotoxicitu na
bunééné linii lidskych hepatocytti HepG2. Anilid s odpovidajici substituci (R* = Cl, R? =
CF3) byl taktéZ ucinny proti MT. Vysokou antimykobakteridlni aktivitu vykazuji anilidy
se stejnymi substituenty jako JZ-AM10, JZ-AM17, JZ-AM21, ale ani u jedné z téchto

latek se aktivita neprokazala.

Zavérem lze konstatovat, Ze zdména spojovaciho mustku -CONH- ve strukture
antimykobakterialné Gcinnych anilidd pyrazin-2-karboxylové kyseliny za mustek
-NHCO- (za vzniku N-pyrazinylbenzamid(Q) vede obvykle ke sniZeni az ztraté

antimykobakteridlni aktivity.
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6. ZAVER
Cilem mé prace bylo napsat reSerSi o soucasném stavu tuberkuldzy, jeji

charakterizaci, symptomech a predevsim soucasné |écbé. Tuto problematiku jsem

popsala v teoretické ¢asti.

V praktické c¢asti jsem se zabyvala syntézou derivatli pyrazinamidu jakoZto
novych potencidlnich antituberkulotik. V laboratofi jsem pfipravila derivaty N-(pyrazin-
2-yl)benzamidl a N-(6-chlorpyrazin-2-yl)benzamidl s rlznymi substituenty na
benzenovém jadre. Celkem bylo pfipraveno 23 finalnich produktl, z toho 17 novych,
v literatufe dosud nepopsanych sloucenin (dle CAS SciFinder ke dni 11. 5. 2016).
Produkty JZ-AM3, JZ-AM®6, JZ-AM7, JZ-AMS8, JZ-AM10 a JZ-AM11 byly dfive popsany

v literature, avsak jejich antimykobakteridlni aktivita nebyla znama.

P¥ipravené produkty byly charakterizovény teplotou tani, *H, *C NMR a IC
spektry a elementdrni analyzou. Pomoci programu ChemDraw jsem ziskala vzorce,
parametry lipofility log P a Clog P a teoretické hodnoty prvkového sloZeni vSech

produktd.

Ziskané latky byly odeslany na biologické hodnoceni ke zjisténi
antituberkulotické, antibakteridlni a antifungalni aktivity. Latky JZ-AM3 (MIC = 109
umol.I"), JZ-AM4 (214 pmol.l'"), JZ-AM12 (134 umol.l™"), JZ-AM24 (82 pmol.I"), Jz-
AM26 (89 pmol.I"") byly mirné aZ stfedné ucinné proti Mycobacterium tuberculosis
H37Rv. Po srovnani moldrnich MIC téchto latek s PZA bylo zjisténo, Ze nové pfipravené
derivaty byly p¥i pH 6,6 G¢inn&jéi nez PZA (MIC = 1015 pmol.I"), ale méné Gcinné ne?

INH (MIC=0,7-1,4 pmol.I'").

Nejvyssi antimykobakteridlni aktivitu vykazoval N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-3-
(trifluormethyl)benzamid (JZ-AM24), ktery byl GCinny jak proti M. tuberculosis H37Rv
(MIC = 83 pmol.I""), tak proti M. kansasii 235/80 (MIC = 83 pmol.I'"), M. avium
80/72(MIC = 166 mol.I'") i M. smegmatis CCM4622 (MIC = 414 pmol.I""). Antifungalni
aktivita nebyla prokdzana u Zadné z testovanych latek. Mirnou antibakteridlni aktivitu
vykazoval 3-(trifluormethyl)-N-(pyrazin-2-yl)benzamid (JZ-AM8), jez byl Ulinny proti
Staphylococcus epidermidis H 6966/08 (MIC = 62,5 pmol.I™).
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Cilem moji prace bylo ovéfit, zda ma obména spojovaciho mustku mezi
pyrazinovym a benzenovym jadrem vliv na antimykobakteridlni aktivitu. Lze
konstatovat, Ze zdména spojovaciho mlstku -CONH- ve struktufe antimykobakteridlné
ucinnych anilidd pyrazin-2-karboxylové kyseliny za mastek -NHCO- (za vzniku

N-pyrazinylbenzamidd) vedla obvykle ke snizeni az ztraté aktivity.
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Nazev diplomové prace: Derivaty pyrazinu jako potencialni [éCiva V

Tato prace se zabyva problematikou tuberkuldzy, jez je celosvétové po HIV
druhou nejcastéjsi pricinou umrti ze vSech infekénich nemoci. Ktomu prispiva i stale
narlstajici pocet kmenl mykobakterii, které jsou rezistentni vaCi béinym
antituberkulotikdm. Pravé pro rozvoj multilékové-rezistentni tuberkuldzy je potreba

vyvoje novych IéCiv pro terapii tohoto onemocnéni.

Predlohou pro konecné slouceniny byly jiz dfive pfipraveny anilidy pyrazin-2-
karboxylové kyseliny, které vykazovaly antituberkulotickou aktivitu. Cilem mé prace
bylo ovéfit ucinnost N-(pyrazin-2-yl)benzamidd vzniklych myslenou obménou
spojovaciho mlstku mezi pyrazinovym a benzenovym jadrem. V experimentalni ¢asti
prace je popsdna syntéza 23 latek, jez vychazela z2-aminopyrazinu ¢i 2-amino-6-
chlorpyrazinu a pfislusné substituovanych benzoylchlorid(. VSechny produkty byly
popsany teplotou tani, 'H, *C NMR a IC spektry, elementérni analyzou. Latky byly
odeslany k biologickému hodnoceni, kde se testovaly na antibakteridlni, antifungdlni
a antituberkulotickou aktivitu. Podrobné vysledky testovani jsou popsany
a diskutovany v zavéru prace. Zdména spojovaciho mistku -CONH- ve strukture
antimykobakterialné Gcinnych anilidd pyrazin-2-karboxylové kyseliny za mustek
-NHCO- (za vzniku N-(pyrazin-2-yl)benzamid() vedla obvykle ke sniZeni az ztraté

antimykobakteridlni aktivity.
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8. ABSTRAKT
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Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Author: AlZbéta Mindlova

Supervisor: prof. PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D.

Title of diploma thesis: Pyrazine Derivatives as Potential Drugs V

This study deals with the issue of tuberculosis, which is a second leading cause
of deaths after HIV from all infectious diseases worldwide. This is supported by an ever
increasing number of mycobacteria, which is resistant to conventional
antituberculotics. Because of grow of the multidrug-resistant tuberculosis, there is

need for the development of new drugs in the therapy of this disease.

The design of final compounds was based on the previously prepared pyrazine-
2-carboxilic acid, which exerted antituberculotic activity. The object of study was to
verify the effectiveness of N-(pyrazine-2-yl)benzamides created by an imaginary
variation of the connecting bridge between the pyrazine and benzene ring. In the
experimental part of the work the synthesis of twenty three substances derived from
2-aminopyrazin or 6-chlor-2-aminopyrazin is described. All products have been
described by melting point, 'H, 13C NMR, IR spectroscopy and the elementary analysis.
The substances were send for the biological evaluation, where were tested for
antibacterial, antifungal and antimycobacterial activity. Detailed test results are
described and discussed in the conclusion. The replace of the connecting bridge
-CONH- for -NHCO- bridge in the structure of antimycobacterial effective pyrazine-2-
carboxilic acid (to form of N-(pyrazin-2-yl)benzamids) led usually to reduce or loss of

the antimycobacterial activity.
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