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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
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Skolitel: doc. PharmDr. Jan Zitko, Ph.D.

Konzultant: PharmDr. Martin Juhas

Nazev diplomové prace: Navrh, syntéza a hodnoceni derivatd pyrazinamidu jako

potencialnich antimikrobnich sloucenin Il

Tuberkul6za je infekéni onemocnéni zpusobené Mycobacterium
na infek&ni chorobu. Léc&ba tuberkulézy je dlouhodoba, kombinovana
a kontrolovana, aby se zabranilo vzniku rezistence. Pravé rezistence je
u tuberkulézy velmi zavazna, a proto se I|éEba provadi vzdy svice
antituberkulotiky zaroven. Hledani novych IéCiv a vylepSovani téch stavajicich je

tak stalou soucasti vyzkumu.

V teoretické €asti jsem se snaZzila shrnout informace o tuberkuléze, jejim
puvodci, diagnostice, mozné prevenci a strategii IéCby. Popsala jsem nejCastéji
pouzivana antituberkulotika, prfedevSim pak antituberkulotikum 1. linie —

pyrazinamid, ze kterého dale vychazeji derivaty syntetizované v moji praci.

V experimentalni ¢asti jsem popsala postupy a reakce pfi syntéze novych
latek, které vznikly spojenim pyrazinamidu s ruznymi aminokyselinami.
V této praci se zabyvam 23 pfripravenymi derivaty. U téchto latek bylo provedeno
méFeni teploty tani, 'H, 3C NMR, IC a MS spektrometrie. VSechny latky byly
testovany na antimykobakterialni, antibakterialni a antifungalni aktivitu.
Zadna ztéchto latek nevykazovala vyznamnou antifungélni a antibakterialni
aktivitu. Antimykobakterialni aktivitu (M. tuberculosis H37Ra ) vykazovalo Sest
latek — PC-L-Ala-Et (MIC = 3,91 pg/ml), PC-L-Glu-diEt (MIC = 31,25 pg/ml),
PC-L-Met-Me (MIC <3,91 ug/ml), PC-D/L-Pgl-Me (MIC <1,95 ug/ml), PC-L-OBn-
Ser-Me (MIC = 7,81 pug/ml) a PC-L-Tyr-Et (MIC = 7,81 ug/ml). VétSina latek



prokazovala vysSi antimykobakterialni aktivitu v mirné kyselém prostfedi — pH 6.
Aktivita byla vazana na slouc€eniny s vySsi lipofilitou a pfevazné na slouceniny
s aminokyselinovym fragmentem v konfiguraci L. U aktivnich latek byly zjiStovany
i cytotoxické ucinky, nejlepSi cytotoxicky profil vykazovaly latky PC-L-Ala-Et,
PC-p/L-Pgl-Me a PC-L-OBn-Ser-Me.



Abstract
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Title of diploma thesis: Design, synthesis and evaluation of pyrazinamide

derivatives as potential antimicrobial compounds Il

Tuberculosis is an infectious disease caused by Mycobacterium
tuberculosis complex and is currently one of the most common causes of death
from an infectious disease. Treatment of tuberculosis is long-term, combined and
controlled to prevent resistance. Resistance is very serious and therefore
treatment is always performed with more antituberculars at the same time.
Finding new drugs and improving existing ones is a constant part

of research.

In the theoretical part | tried to summarize information about tuberculosis,
its causative agent, diagnostics, possible prevention and treatment strategy.
| have described the most commonly used antituberculars, especially the first-
line antituberculars — pyrazinamide, from which the derivatives synthesized

in my work are based.

In the experimental part | described the procedures and reactions
used for synthesis of the new compounds, which were formed by combining
pyrazinamide with various amino acids. In this thesis | dealt with 23 prepared
derivatives. These compounds were measured for melting point, 'H, 3C NMR,
IR and MS spectrometry. All derivatives were tested for antimycobacterial,
antibacterial and antifungal activity. None of these compounds showed significant
antifungal or antibacterial activity. Six substances showed antimycobacterial
activity (M. tuberculosis H37Ra ) — PC-L-Ala-Et (MIC = 3,91 ug/ml), PC-L-Glu-diEt
(MIC = 31,25 pg/ml), PC-L.-Met-Me (MIC <3,91 ug/ml), PC-bD/L-Pgl-Me



(MIC <1,95 pg/ml), PC-L-OBn-Ser-Me (MIC = 7,81 ug/ml) and PC-L-Tyr-Et
(MIC = 7,81 ug/ml). Most derivatives showed higher antimycobacterial activity
in a mildly acidic environment — pH 6. The activity was bound to compounds
with higher lipophilicity and mostly to compounds with the amino acid fragment
in L-configuration. Cytotoxic effects were also found for the active substances,
the best cytotoxic profile was shown by PC-L-Ala-Et, PC-D/L-Pgl-Me and PC-L-
OBn-Ser-Me.
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Seznam pouzitych zkratek

AMK — aminokyselina

ATB - antibiotikum/antibiotika
BCG - bacil Calmettav-Guérinav
CDI - karbonyldiimidazol

CoA — koenzym A

CPX — ciprofloxacin

CT - vypocetni tomografie
DMSO - dimethylsulfoxid

EMB — ethambutol

EPTB — mimoplicni tuberkul6za

ETH — ethionamid

FAS - synthaza mastnych kyselin (fatty acid synthase)

FQ — fluorochinolonova antibiotika

GS-MS - plynova hmotnostni spektrometrie

ICs0 — stfedni inhibi¢ni koncentrace
IC — infradervené
INF — interferon

INH — isoniazid

LC-MS — kapalinova hmotnostni spektrometrie

Log P — rozdélovaci koeficient v soustavé n-oktanol/voda

MDR-TB — multirezistentni tuberkuldza

Me — methyl

MeAcr — methylakrylat



MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRSA - Staphylococcus aureus subsp. aureus methicillin-resistant
MS — hmotnostni spektrometrie

NAD* — nikotinamidadenindinukleotid

NADPH - nikotinamidadenindinukleotid fosfat
NMR - nuklearni magneticka rezonance
PanD - aspartat dekarboxylaza

PAS - kyselina para-aminosalicylova

PC - pyrazinkarbonyl

Pgl — fenylglycin

POA - pyrazinkarboxylova kyselina

PTB - plicni tuberkuloza

PTH — prothionamid

PZA — pyrazinamid

PZaza — pyrazinamidaza

QAPRTaza - fosforibosyltransferaza chinolinové kyseliny (Quinolinic acid

phosphoribosyl transferase)

RIF — rifampicin

RNA - ribonukleova kyselina

RpsA — ribozomalni protein S1

RR-TB - tuberkuléza rezistentni na rifampicin
SA — Staphylococcus aureus subsp. aureus
Sl - index selektivity

TBC — tuberkuléza

TEA — triethylamin
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THF — tetrahydrofuran
TLC — tenkovrstva chromatografie (thin-layer chromatography)
WHO - World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)

XDR-TB — extenzivné rezistentni tuberkul6za
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1. Cil prace

Cilem mé prace je pfipravit a otestovat syntetizované slou€eniny, které by
mohly mit potencialni antimykobakterialni, antibakterialni a antifungalni uc€inky.
Tyto slouceniny jsou derivaty pyrazinamidu (PZA) a volnych aminokyselin (AMK),
nebo jejich methyl- a ethylesterl. Béhem této prace bych méla zjistit,
jaky vliv na aktivitu ma lipofilita, opticka konfigurace a dalsi fyzikalné-chemické
vlastnosti. Tato prace je soucasti vyzkumu, ktery se zabyva syntézou novych
potencialné aktivnich antituberkulotik a ktery vede prof. PharmDr. Martin Dolezal,
Ph.D., doc. PharmDr. Jan Zitko, Ph.D. a podili se na ném mnoho dalSich
z vyzkumné skupiny. V ramci vyzkumu bylo pfipraveno 39 derivatu, ale jelikoz
jsem se podilela na pfipravé pouze nékterych, uvadim jich v této diplomové praci
pouze 23. VétSina téchto derivatl jeSté nebyla nikde popsana, predevSim
D-enantiomery a enantiomerické smési. Obecné schéma pfipravy nasich derivatu

je zobrazeno na obr. 1.

O e) O
2 N._ R
| N o k?*OR CDI, TEA [ N #ORZ
2 * R . A _NH
N NH, THF N

O

Obr. 1 Obecné schéma piipravy cilového produktu. R' — postranni aminokyselinovy fetézec, R? — H, maly
alkyl (Me, Et), * - centrum chirality
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2. Teoreticka cast

2.1 Charakteristika tuberkulézy

Tuberkuléza (TBC) je infek€éni onemocnéni zpusobené Mycobacterium
tuberculosis a je v souCasné dobé nejCastéjSi smrtelnou infek¢ni chorobou
na svété. Podle svétové zdravotnické organizace (WHO) na TBC v roce 2018
zemrielo cca 1,2 miliénd lidi a dalSich 251 000 pacientl, ktefi byli zaroven
HIV-pozitivni (pocitano zvlast, protoze pokud HIV-pozitivni pacient zemfe
na tuberkuldzu, zapisuje se do Mezinarodni klasifikace nemoci jako umrti
zpusobené HIV) 1. Tuberkuléza je povinné hlaSené onemocnéni a
v Ceské republice se nemocni tuberkulézou nebo jinou mykobakteriézou

zaznamenavaji v registru tuberkuldzy.

v

tak rozliSujeme plicni (PTB) a mimoplicni (EPTB) tuberkulézu, pfi¢emz stanoveni
lokalizace je dulezité predevsim kvili evidenci a IéEbé komplikaci. Strategie |éCby
se u PTB i EPTB velmi podoba 2. U vétsiny infikovanych osob se onemocnéni
nemusi nikdy projevit, jedna se tak o latentni formu onemocnéni, pokud ale
imunitni systém zeslabne, mize se TBC stat aktivni. Rozvinuti aktivni
tuberkulézy nastava béhem Zivota u pfiblizné 10 % infikovanych, Casto se to

stava v pripadé podvyzivenych, HIV-pozitivnich nebo starSich osob 3.

2.2 Puavodce tuberkulozy

2.2.1 Zakladni informace
Tuberkuléza je vyvolana Mycobacterium tuberculosis komplex, coz je
skupina patogenu zahrnujici nékolik blizce pfibuznych druhl Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium
microti, Mycobacterium canetti a Mycobacterium pinnipedii. NejCastéji je
onemocnéni zplsobené M. tuberculosis, vyjime&né M. bovis a ostatni druhy jsou

zcela raritni 4.

Mycobacterium tuberculosis je aerobni, gram pozitivni tyCinka, ktera roste
v optimalni teploté 37-38 °C. V bunécné sténé ma vysoky obsah lipidl a vosku
a muizeme ji charakterizovat jako acido-, alkali- a alkoholrezistentni.
Za béznych okolnosti muze mykobakterie v kapénkach prezivat 1-2 hodiny.
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Ke snizZeni jeji zivotaschopnosti prispivaji vysoké teploty nad 60 °C, sluneéni svit,

sucho a UV zafeni 2,°.

2.2.2 Rezistence

Velkym problémem pfi léCbé tuberkulozy je rezistence mykobakterii
na léCiva. Mykobakterialni populace obsahuje vzdy urCity podil primarné
rezistentnich bakterii, které nejsou terapii ovlivnény. Ziskana rezistence vznika
selekénim tlakem jako dusledek nespravné 1écby 6. V roce 2018 se celosvétové
vyskytla multirezistentni tuberkuléza (MDR-TB), nebo tuberkul6za rezistentni
na rifampicin (RR-TB) zhruba u 3,4 % novych pfipadd a u 18 % jiz IéCenych
pfipadu .

Polyrezistentni formy tuberkulézy jsou vyvolany kmeny rezistentnimi
u které je necitlivost kmene na dvé zakladni antituberkulotika — rifampicin
a isoniazid. Objevuji se i tzv. extenzivné rezistentni kmeny mykobakterii
(XDR-TB), coz je kombinace multirezistence a rezistence na jeden injekéné

aplikovany Iék (amikacin, kanamycin, capreomycin) a na jeden fluorochinolon °.

2.3 Epidemiologie

Podle WHO, ktera kazdorocné od roku 1997 vydava zpravu Global
Tuberculosis Report, vroce 2018 onemocnélo tuberkul6zou odhadem
asi 10 miliona obyvatel planety, pfiemz zhruba Ctvrtina populace je latentné

infikovana M. tuberculosis. Cast&ji tuberkul6zou onemocni muzi *.

TBC je tzv. socialni chorobou, kdy se vétSina pfipadl vyskytuje ve statech
s nizkym hrubym domacim produktem 2. Geograficky nejvice pripadd
se vyskytuje v jihovychodni Asii (44 %), Africe (24 %) a v zapadnim Pacifiku
(18 %), s niz8im vyskytem je to pak vychodni Stredomof¥i (8 %), Amerika (3 %)
a Evropa (3 %). PocCet nakazenych v osmi statech svéta tvofi 2/3 z celkového
podtu nakaZenych, mezi tyto zemé patfi Indie (27 %), Cina (9 %), Indonesie
(8 %), Filipiny (6 %), Pakistan (6 %), Nigérie (4 %), Bangladés (4 %) a Jizni Afrika
(3 %) ".

NejCastéjSim zplsobem pfenosu onemocnéni je inhalaéni cesta —

kapénky. Mozny je i pFenos pfimym kontaktem s infek&nimi sekrety
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a infikovanymi predméty. Inkubacni doba se pohybuje od ¢tyr tydni do dvou let

od skonceni expozice °.

Podle publikace Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky
Ceské republiky, ktera vychazi z dat Registru tuberkulézy, bylo v roce 2018
hlaseno 444 pripadu, z Eehoz se u 398 osob jednalo o PTB a u zbytku o EPTB.
Oproti roku 2017 se v Ceské republice objevilo o 61 pfipadt méné, coz potvrzuje
dlouhodoby klesajici trend vyskytu TBC u nas. NejCastéji se nemoc objevuje
u vékové skupiny 40-64 let. Dle zpravy v roce 2018 v Ceské republice zemfelo
na TBC 26 osob ’.

2.4 Etiopatogeneze a symptomy

TBC muizeme rozdélit na latentni a manifestni formu. U vétSiny
infilkovanych se nemoc nikdy neprojevi, onemocnéni se manifestuje u pfiblizné
10 % pacientl, u nich pak hovofime o manifestni formé, u které rozliSujeme

primarni a postprimarni TBC 2.

Primarni TBC se vyskytuje pfedevSim v détském véku, kdy jde o prvni
kontakt hostitele s mykobakterialni infekci. M. tuberculosis se dostava do plic,
kde se mnozi a vyvolava zde zanét °. B&€hem nékolika hodin se mykobakterie $ifi
lymfatickymi cévami do regionalnich uzlin, které se zvétSuji a spolu

se zanétem v plicich tvofi primarni tuberkulézni komplex ©.

Postprimarni TBC vznikd u jiz infikovanych osob, kdy dochazi
bud k exogenni infekci (ij. inhalace novych mykobakterii pfi kontaktu
s nemocnym), nebo k endogenni reaktivaci primarni TBC (tento zpusob je

¢astéjsi). Tato forma TBC muze probihat chronicky i akutné 2.

U vétSiny nemocnych se TBC projevuje unavou, noCnim pocenim,
nechutenstvim, sniZzenim fyzické vykonnosti, zvySenou teplotou a suchym,
pozdéji produktivnim kaSlem, ktery muze byt provazen rizné zavaznou
hemoptyzou. Podle zavaznosti procesu byva pfitomna riizna intenzita dusnosti,

vzacnéji pak i pleuralni bolest 2.

2.5 Diagnostika
TBC je diagnostikovana na zakladé symptom, nalezi na rentgenu plic,
CT skenech a prikazd mykobakterii v kultivacich. Pokud je opakované
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mikroskopické vySetfeni sputa negativni a pacient ma patologicky nalez
na rentgenovych snimcich nebo CT skenech, provadi se bronchoskopické
vySetfeni, které umozZnuje ziskat bronchialni sekret na mykobakterialni

vySetieni 8.

U mikroskopického vySetfeni se vySetfuje sputum nebo bronchialni sekret
pomoci specialniho barveni (Ziehl-Neelsen) nebo za pouziti fluorescence.
Jedna se o levnou a rychlou orientacni metodu. Prokazuji se acidorezistentni
tyCky, u kterych ale nejde s jistotou fict, Ze se jedna o M. tuberculosis.

K prokazani pozitivity musi byt v 1 ml sputa 50 000-100 000 mykobakterii °.

Kultivace sputa je Casové narocna metoda, ale pfiblizné 1000krat citlivéjsi
nez mikroskopické vySetfeni. Hodnoceni se provadi po 3, 6 a 9 tydnech.
Pokud je zjisténa pozitivita, provadi se z kolonii natér pro stanoveni druhu
mykobakterie a citlivosti na antibiotika (ATB) 6. K urychlenému kultivaénimu
vySetfeni se pouziva radiometricky systém BACTEC. Metoda je zaloZena
na radiometrickém nebo kolorimetrickém méfeni metabolismu kyseliny

palmitové, kdy v pribéhu testu v pozitivnim vzorku dochazi k uvolfiovani CO2 2.

Molekularné genetické techniky jsou rychlé metody, ale maiji jen podpurny
vyznam. Jsou zalozeny na pouziti genetickych sond a amplifikacnich systémd,
které vyuzivaji polymerazové fetézové reakce (PCR) nebo ligazové fetézcové
reakce (LCR). Pozitivni nalez muze znadcit infekci, ale muze jit i o kontaminaci,

mrtvé mykobakterie nebo jejich ¢asti 2.

IGRA metody (interferon gama release assay) jsou zaloZzeny na detekci
indukce tvorby interferonu (INF y) z krve nemocnych. ZjiStuje se schopnost
T-lymfocytd produkovat INF y po styku se specifickymi antigeny mykobakterii.
Nejcastéji se provadi test QuantiFERON-TB Gold, ktery se pouziva ke zjisténi

latentni infekce 2.

Skiagram hrudniku je zakladnim vySetfenim u PTB i EPTB. Rentgenovy
nalez byva charakteristicky, ale nikoliv specificky 2, jelikoz maze u PTB
predstavovat fadu jinych plicnich onemocnéni. Na TBC je tfeba pomyslet

v pfipadé nalezu infiltratt v hornim laloku, nebo v pfipadé zanétu pleury °.
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Tuberkulinovy kozni test je prikazem opozdéné hyperaktivity
vuci antigen0m mykobakterii. Spoc€iva v podkozni aplikaci tuberkulinu
(smés purifikovanych proteini mykobakterii) a sledovani indurace (zatvrdnuti
tkané zmnoZenim vaziva) v misté vpichu za 72 hodin. Za pozitivni se povaZzuje
indurace vétsi nez 5 mm. Negativni vysledek vSak nevylu€uje pfitomnost TBC,
protoze pozitivitou reaguje jen Cast populace a reaktivita je ovlivnéna fadou
nemoci a klesa ve starfi a pfi imunodeficienci. V naSich podminkach oCkované
populace a promofenosti starSi populace tento test pro stanoveni diagnézy nema

zasadni pfinos 2.

2.6 Prevence
V prevenci TBC se pouzivaji dva zpusoby — BCG vakcinace a

chemoprofylaxe.

Vakcinace oslabenym kmenem M. bovis (BCG — bacil Calmettuv-
Guerinliv) navozuje urcity stupen odolnosti vici TBC, ktery trva asi 10-15 let.
V CR je od 1. 11. 2010 nepovinna a indikovana pouze u rizikovych skupin.
Zruseni povinnosti oCkovani bylo provedeno na zakladé pfiznivé situace kontroly
TBC v CR. Pii o¢kovani se aplikuje 0,1 ml BCG vakciny intradermalng .
Podle WHO vroce 2018 153 zemi poskytovalo ockovani BCG vakcinou
jako soucast détského imunizaéniho programu, ztoho 113 zemi hlasilo

proo¢kovanost 290 % .

Cilem chemoprofylaxe je zabranit manifestaci TBC u jedince infikovaného
&i pravdépodobné infikovaného. V CR se podava predevsim détem, které prisly
do kontaktu s nemocnym s prokazanou aktivni TBC a u nékterych dospélych
po provedeni IGRA testu nebo tuberkulinové reakce. Obvykle se podava 300 mg

isoniazidu denné po dobu Sesti mésicl °.

2.7 Strategie lécby

PTB i EPTB se IéCi antituberkulotiky, které se podavaji v kombinacich
vzhledem k rozdilnym vlastnostem v populacich mykobakterii. LéEba TBC je
kombinovana, dlouhodoba a kontrolovand kvuli vzniku rezistence.

Minimalni Gu¢inna doba podavani je Sest mésicu 2.
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Cile Ié¢by se daji shrnou do nékolika bodu:
a) Vylécit nemocného a zachovat kvalitu Zivota
b) Zabranit umrti na aktivni TBC a pfedejit pozdnim nasledkim
c) Zabranit recidivé onemocnéni
d) Minimalizovat riziko pfenosu TBC na ostatni
e) Zabranit vzniku ziskané rezistence na antituberkulotika
Antituberkulotika maji tfi hlavni ucinky:

1) Baktericidni ucinek — schopnost rychle usmrtit aktivné rostouci

mykobakterie (napf. INH)

2) Sterilizaéni uc€inek — schopnost usmrtit i dormantni mykobakterie
(napf. RIF, PZA)

3) Zabranéni vzniku rezistence (napf. INH, RIF) 4.

Isoniazid (INH), rifampicin (RIF), pyrazinamid (PZA) a ethambutol (EMB)
patfi mezi antituberkulotika 1. linie. Kombinace INH a RIF podavana 9 mésicl
vyléCi 95-98 % pfipadu zpusobenych citlivymi kmeny. Pfidani PZA umozhuje
zkratit dobu trvani l1é€by na Sest mésicl. V praxi se obvykle terapie zahajuje
ve ¢tytkombinaci zakladnich antituberkulotik (INH, RIF, PZA, EMB) °.

Pfi podavani antituberkulotik se pouzivaji pfedevsim dva zakladni rezimy
— kazdodenni aplikace I€Civ a intermitentni (3% tydné), podrobnéjsi davkovani je

uvedené v tab. 1.
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Tab. 1 Davkovani zakladnich antituberkulotickych lékt. Tabulka byla prevzata a upravena dle Kolek, V., et
al. Doporucené postupy v pneumologii. 3. aktualizované vydani 4

Doporucené davkovani (rozmezi) v mg/kg
Denni aplikace 3% tydné
LécCivo (zkratka)
Davka Maximum Davka Maximum
(rozmezi) (mg) (rozmezi) (mg)
Isoniazid (INH) 5 (4-6) 300 10 (8-12) 900
Rifampicin (RIF) 10 (8-12) 600 10 (8-12) 600
Pyrazinamid (PZA) | 25 (20-30) - 35 (30-40) -
Ethambutol (EMB) | 15 (15-20) - 30 (25-35) -

V Ceské republice je hlavni epidemiologickou zasadou lé&by TBC izolace
pacienta s cilem zabranit dalSimu Sifeni onemocnéni a kontrolované podavani

kombinace antituberkulotik v dennim rezimu. Lécba se zahajuje hospitalizaci °.
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2.7.1 Antituberkulotika 1. linie
Isoniazid (INH)

INH je derivat kyseliny isonikotinové a ma 0O
baktericidni uc¢inek 0. INH je nejvice aktivnim N /
tituberkulotikem. Inhibuj té kolovych \ —
antituberkulotikem. Inhibuje syntézu mykolovyc HN—NH,,
kyselin, které jsou dllezitou slozkou mykobakterialni
bunécné stény. Je to prolécivo, které je aktivovano bakterialnim enzymem

katalaza-peroxidaza (KatG) °.

Incidence a vaznost nezadoucich ucinkl se odviji od davky a doby
podavani. NejCastéjSi zavaznou reakci je INH-navozena hepatitida.
Dale je pozorovana periferni neuropatie, ale vyskytuje se spiSe u vysSich

davek °.

Rifampicin (RIF)

RIF patfi mezi ansamycinova ATB.
Ma baktericidni u€inky a Siroké antimikrobialni
spektrum u€inku, v kombinaci sINH patfi

k nejucinnéjSim antituberkulotikiim. Vznika na né;

velmi snadno rezistence, a proto je podavan vzdy

s ostatnimi antituberkulotiky .

Mechanismem uCinku RIF je inhibice bakterialniho enzymu
DNA-dependentni RNA-polymerazy, ktery provadi transkripci. Inhibici
transkripce tak RIF pusobi baktericidné 2.

Zavazné nezadouci uCinky jsou vzacné. Vyskytuji se bézné travici
poruchy, které se projevuji jako anorexie, nauzea, zvraceni, prijmy a bolesti
v abdominalni krajiné, zavazny je vyskyt hepatitidy, ktera je pravdépodobné
vyvolana toxickym u€inkem RIF. Rifampicin je silny induktor cytochromu P-450,

tudiz mGze dochazet ke snizovani sérové i tkanové koncentrace jinych latek 3.
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Ethambutol (EMB)

HO
EMB je opticky aktivni aminoalkohol. Uginny \)\\H H

. . . . oSN

je pouze pravoto€ivy S,S-(+)-izomer. Mechanismem N H\(\

ucinku EMB je inhibice polymerizace arabinozy OH

v bunécéné sténé mykobakterie. Cilem jeho ucinku je

arabinofuranosyltransferaza, ktera katalyzuje biosyntézu lipoarabinomannanu,

ktery je nezbytny pro zachovani celistvosti mykobakterialni stény 4.

EMB je vétSinou velmi dobfe snaSen, mulze vyvolavat travici obtize,
u¢inklim se fadi neurologické poruchy, jako je retrobulbarni neuritida,
ktera se projevuje poruchou zrakové ostrosti a barevného vnimani (pfevazné
zelené barvy), vypadky v zorném poli a vyjime¢né dochazi k atrofii zrakového
nervu. VétSinou jsou tyto poruchy reverzibilni a po vysazeni mizi, ale vyjime¢né

mohou pretrvavat '3.

Pyrazinamid (PZA)

JelikoZ se na derivatech pyrazinamidu zaklada moje diplomova prace,

budu se PZA vénovat podrobnéji dale.

2.7.2 Antituberkulotika 2. linie
Do skupiny antituberkulotik 2. linie se fadi IéCiva, ktera jsou bud méné
udinna nez antituberkulotika 1. linie, vice toxickd a nebo hife dostupna 1.
PouZivaji se zejména tehdy, kdyZ jsou mykobakterie rezistentni na léCiva 1. linie,
nebo pokud doSlo k selhani klinické odpovédi na konvencni léCbu a takeé

v pfipadech zavaznych nezadoucich udinkl zabrariujicich uziti jinych 1&Giv °.
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Streptomycin

Streptomycin byl  prvni
uCinnym antibiotikem proti TBC.
Je to aminoglykosidové ATB a

jeho  mechanismus uCinku je

inhibice proteosyntézy a naruSeni
bakterialni  stény. Mezi jeho

nezadouci udinky patfi ototoxicita, nefrotoxicita a neurotoxicita 1°.

Cykloserin ')

Cykloserin je oxazolidinonovy derivat a cyklicky NH
2
analog D-Ala, ktery inhibuje syntézu bunécné stény. HN\

V zavislosti na davce pusobi bakteriostaticky nebo o
bakteriocidné. Mezi jeho nezadouci UCinky patfi neurotoxicita — pusobi akutni
psychoézy, halucinace a zmatenost, dale bylo pozorovano i nahlé srdeéni selhani

a alergické kozni reakce 1°.

Para-aminosalicylova kyselina (PAS)

PAS je strukturalni analog kyseliny OH
para-aminobenzoove, vzhledem k této podobnosti
se predpokladalo, ze PAS inhibuje dihydropteroatsynthazu
(DHPS) v biosyntetické draze folatu, to se ale nepotvrdilo. NH,
Bylo prokazano, ze PAS plsobi jako alternativni substrat
pro metabolismus folatu u M. tuberculosis. PAS je prolécivo, které po zaclenéni
do folatové cesty tvofi toxické analogy dihydrofolatu, ktery poté inhibuje aktivitu
dihydrofolatreduktazy (DHFR) 6. Mezi nezadouci ucinky patfi gastrointestinalni
dysfunkce vedouci k peptickému viedu a krvaceni, dale je €asta hypersenzitivita
projevujici se  vyrazkami, horeCkou, bolestmi kloubl, hepatitidou

¢i agranulocytopenii 7.
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Fluorochinolonova antibiotika (FQ)

FQ jsou Sirokospektra ATB inhibujici aktivitu DNA gyrazy. DNA gyraza je
topoisomeraza typu I, ktera hraje esencialni roli v replikaci DNA. K 1écbé TBC
se pouzivaji napriklad levofloxacin a moxifloxacin 8. Mezi jejich zavazné
nezadouci ucinky patfi zanét Ci ruptura Slach (zejména Achillovy Slachy), bolesti

svald, otoky kloubu, problémy s chzi, po$kozeni zraku a sluchu a dal$i *°.
O O

H;C o N,CH3

| & |
Ho - N N
F = A
© O NHH

Levofloxacin Moxifloxacin

Ethionamid (ETH) a Prothionamid (PTH)

ETH a PTH jsou strukturnim analogem INH. Jsou to proléciva,
ktera potfebuji pro jejich pfeménu bakterialni enzym. Cilem jejich ucinku je
biosyntéza mykolové kyseliny 2°. VVysoké davky ETH mohou drazdit Zzaludek,

vyvolat neurologické pfiznaky Ci hepatotoxicitu. Rezistence mize byt zkfizena

s INH 17,
TN\ = S
N N\ /
— NH; NH,

Ethionamid Prothionamid
NH,
Kapreomycin o%
s, NHHN__O
Kapreomycin je polypeptidové HO/J; HE
2
ATB, které interaguje s ribozomem HHNKWE g \INr
HoN S 0
a tim inhibuje proteosyntézu. ’ m o \E’i
Jelikoz nemlze byt uzivan oralné, 07 NH,

podava se parenteralné. Jeho podavani je omezeno kvdli renalni a sluchové
toxicité. Mezi dalSi nezadouci ucinky patfi vyrazka, poruchy hladin elektrolytl a

zmény v krevnim obraze ?'.
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Kanamycin a Amikacin

Kanamycin a amikacin jsou aminoglykosidova ATB a pouZivaji se
predevS§im kléCbé pacientt s MDR-TB. Obé& IéCiva ovliviiuji ribozomalni
podjednotku 30S, tim zabraruji translaci RNA a inhibuji proteosyntézu 22.
Jelikoz se kanamycin a amikacin nevstfebavaji z gastrointestinalniho traktu,
musi se podavat parenteralné. Mezi jejich nezZadouci ucinky patfi vertigo,

ototoxicita a nefrotoxicita 23. OH

HO _NH,
HO,,, HoN, WNH, - OH
' ] /O\ I
H,N -~ "0 - (o) “"OH
OH OH OH
Kanamycin Amikacin

2.7.3 Nova léciva
JelikoZ je TBC stale jedna z nejcastéjSich pfi€in smrti a zaroven se zvysuje
i mnozstvi rezistentnich pfipadu na bézna antituberkulotika roste tak potfeba
novych |é€iv. DalSim divodem vyvoje novych |é€Civ je snaha o zkraceni doby
|éCby, €imzZ by se zvysila adherence pacientl. Nastésti, témér po 40 letech 1éCeni
stejnymi metodami, dos$lo ve vyvoji novych 1éCiv k pokroku 24. Nova nadéjna

|éCiva a jejich mechanismus ucinku jsou uvedeny v tab. 2.
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Tab. 2 Nova léciva a jejich mechanismus tcinku 2°

Nazev léCiva a vzorec Zarazeni Mechanismus Faze
ucinku klinické
studie
Bedachilin
Inhibice ATP-
synthazy a

Diarylchinolin 1
bakterialniho

dychani

Delamanid Inhibice syntézy

O
F bunééné stény a
% X ©\©\0><FF Nitroimidazol bakterid ,hy vV
* x—O0
d/N\Q/T\)CO akterialniho

dychani

Pretomanid Inhibice syntézy
o) N

N bunécéné stény a
*§N+d§;fT:v:l‘ Nitroimidazol Y i

./ N o EE bakterialniho
S /A\Tiijl\olylF dychani

SQ109 - .
’ 1,2- Inhibice syntézy i
WN\/\N ethylendiamin | buné&&né stény
H
Delpazolid r/N\N/

\) Inhibice syntézy

N
/@: Oxazolidinon proteind (23S I
/*(:'\\'K F ribozom)

Sutezolid
Inhibice syntézy

@) F
O//< C/< /~\ Oxazolidinon proteinl (23S Il
H N N S
\ff N J\/ / ribozom)
O

Protoze je vyvoj novych léCiv zdlouhavy, vyuzivaji se k lécbé jiz znama
léCiva, ale s novou indikaci. Mezi tyto |éCiva patfi napfiklad ATB linezolid a

antileprotikum klofazimin 24,
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Linezolid je antibiotikum, F (\o
jehoz mechanismem ucCinku je inhibice 0
proteosyntézy. Je to léCivo ze skupiny o)J\N
oxazolidinond. Ackoliv se pouziva v léCbé HNJ_/
rezistentni TBC, objevuji se u né vazné OZQ
nezadouci ucinky (myelosuprese, periferni neuropatie, opticka neuropatie), kvuli

kterym musi byt ¢asto Iééba ukonéena 5.

Klofazamin se pouZziva jako antileprotikum
a patfi do skupiny riminofenazini. Jeho cile Y
u€inku jsou transport iontd a bakterialni dychani N _N Cl
25, Jako nezadouci Ucinky se vyskytuji zabarveni @NI;[N/@
kize a prodlouzeni QT intervalu. MuzZe se H

objevovat zkFizena rezistence s bedachilinem 24.

2.7.4 Pyrazinamid o]
Antituberkuloticky  uCinek pyrazinamidu (PZA) N
byl objeven roku 1952 2. Je to duleZité antituberkulotikum, ~ NHz
které hraje zasadni roli ve zkraceni doby léCby z9 az 12 N/
mésicl na 6. PZA je uCinny pouze v kyselém prostredi,
pfi ustoupeni zanétu a stoupajicim pH PZA ztraci

svlj ucinek 27, proto je pouzivan pouze v prib&hu prvnich dvou mésicll intenzivni
faze 6-mési¢niho rezimu lé¢by a jeho delSi podavani nepfinasi
dal$i vyhody 2. PZA patii do antituberkulotik 1. linie predev§im diky

jeho sterilizacni schopnosti proti perzistentnim bakteriim 2°.

Navzdory dulezitosti PZA v Ié¢bé TBC zlstava jeho prfesny mechanismus
ucinku neznamy. PZA pusobi zcela odliSné od béznych antibiotik, pusobi na vice
cild najednou napfiklad na tvorbu energie, trans-translaci a také ovliviuje

syntézu koenzymu A (CoA) .

PZA je proléCivo, které je pfeménéno na jeho aktivni metabolit
pyrazinkarboxylovou kyselinu (POA) pomoci bakterialniho enzymu
pyrazinamidazy (PZaza), ktery je kddovan genem pncA 3'. Tato preména probiha
v cytoplazmé bakterie, do které se PZA dostava pasivni difuzi. POA" je poté
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z mykobakterie vypuzovana pomoci efluxniho mechanismu. Pokud je pH
extracelularniho prostfedi kyselé (pH 5,5), mala ¢ast POA™ se stava elektricky
neutralni protonizovanou HPOA a snadno pronika zpét do buriky. Pokud pfitok
HPOA prevazi nad efluxem POA-, dochazi k akumulaci POA v mykobakterii 32.
Akumulace POA muze zpusobit acidifikaci cytoplazmy a narusit tak membranovy
potencial a s tim spojené transportni systémy a inhibovat syntézu proteint a
RNA 33 Pfi zasadittm nebo neutralnim pH extracelularniho prostiedi
se v mykobakterii nachazi pouze malé mnozZstvi POA, protoze se nachazi
v podobé aniontu (POA"), ktery Spatné pronikd do buriky a zUstava tak

v extracelularnim prostoru 32.

Bylo zjisténo, Ze efluxni systém M. tuberculosis, kterym je z bunky
odstrariovan POA-, je méné aktivni nez u M. smegmatis, ktera je pfirozené
rezistentni na pyrazinamid. U M. tuberculosis je odstrafiovani POA- pomalejSi a
dochazi tak k akumulaci POA uvnitf bakterie, coz vysvétluje unikatni citlivost
M. tuberculosis k PZA 3*.

Jednim z cilt, na které PZA pusobi, je synthaza mastnych kyselin |
(FAS | —fatty acid synthasa ), ktera je spolecné s FAS Il zodpovédna za syntézu
mykolovych kyselin 3°. Bylo zjisténo, Zze FAS | je predevsim cil pro chlorovany
derivat pyrazinamidu 5-chlor-PZA (5-CI-PZA) a Zze POA a PZA jsou ucinné pouze
pfi vysokych koncentracich 36. Inhibice FAS | probiha tak, Zze PZA soutézi
o vazebné misto sNADPH (nikotinamidadenindinukleotid  fosfat),
ktery zaruCuje, Ze enzym bude fungovat spravné. POA sice také inhibuje FAS I,

ale vaze se na jiné misto, nez PZA a NADPH %7,

Dals§im mechanismem ucinku PZA je inhibice trans-translace pomoci
vazby POA na protein RpsA (ribozomalni protein S1) 3. Trans-translace je
ochranny proces, ktery v pribéhu translace odstranuje z ribozomu defektni
protein. Déje se tak pomoci RpsA, ktery se spolecné s tmRNA (kratka sekvence
s vlastnostmi tRNA i mRNA) vaze na defektni protein a uvolfiuje ho z ribozomu.
Tento protein je pak nasledné degradovan proteazami. Trans-translace je velice
dulezity déj pro zivotaschopnost, virulenci a preziti ve stresovych podminkach
v mnoha bakteridlnich systémech 3°. Bylo zji$téno, ze se POA vaze na RpsA,

¢imz zabrariuje tvorbé komplexu RpsA-tmRNA a tim inhibuje trans-translaci 3.
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Bylo zjisténo, Ze jednim z dalSich cild PZA, nebo spiSe jeho metabolitu
POA, je enzym aspartat dekarboxyldza (PanD) koédovana genem panD “0.
Aspartat dekarboxylaza pretvafi aspartat na B-alanin, ktery je potfebny
pro syntézu pantothenatu a CoA. CoA je pak dllezity pfi energetickém
metabolismu a syntéze mastnych kyselin 4'. PanD je zaroven i faktorem virulence
a mohl by se podilet na perzistenci bakterii. Mechanismus ucinku POA je ziejmé
takovy, ze POA blokuje enzymatickou aktivitu PanD a tim inhibuje syntézu

pantothenatu a nasledné CoA 49,

Dals$im moznym cilem PZA/POA je enzym fosforibosyl transferaza
chinolinové kyseliny (QAPRTaza — Quinolinate phosphoribosyl transferase),
ktery je dulezity vsyntéze nikotinamidadenindinukleotidu  (NADY).
NAD* za normalnich podminek vznika z chinolinové kyseliny, 5-fosforibosyl-1-
pyrofosfatu a za pritomnosti Mg?*. Predpoklada se, zZe POA se na zakladé
strukturalni podobnosti s chinolinovou kyselinou mize vazat na vazebné misto
QAPRTAazy a tim ji inhibovat 42.

Rezistence na PZA muze byt dusledkem slozité souhry nékolika enzymu
a transportnich mechanismd zapojenych do metabolismu PZA. VétSinou je
rezistence M. tuberculosis zplUsobena mutaci genu pncA, diky ¢emuz je
inaktivovana PZaza a nedochazi tak pfeméné PZA na POA. Ackoliv nékteré
studie ukazuji, ze ne vSechny rezistence jsou zpusobené mutacemi v pncA.
DalSi mutace zpUsobuijici rezistenci se mohou nachazet v genu kédujicim protein

RpsA, ktery hraje dulezitou roli v trans-translaci 2°.

Mezi nezadouci ucinky PZA patfi nauzea, zvraceni, hepatotoxicita
(u 1-5 % pacientu) a lIékova horeCka. Nékdy se objevuje hyperurikemie vedouci

az k akutni dnavé artritidé 17.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie, pristroje a metody

VSechny L- a b-aminokyseliny byly zakoupeny od spole¢nosti Fluorochem
(Derbyshire, UK), TCI (Tokyo, Japonsko), Alfa Aesar (Kendal, Némecko)
a Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko). 1,1'-karbonyldiimidazol (CDI) byl také
od firmy Sigma-Aldrich, rozpoustédla pochazela bud od spoleCnosti Penta
(Praha, Ceska republika) nebo spole¢nosti Sigma-Aldrich. Tenkovrstva
chromatografie (TLC) byla provedena na desce Silica 60 F2s4 od spoleCnosti

Merck (Darmstadt, Némecko).

Flash chromatografie

Slou€eniny  byly adsorbovany na  silikagel a  precistény
na chromatografickém systému PuriFlash XS420+ (Interchim, Montlucon,
Francie) za pouziti gradientové eluce. K lepSi separaci byla pouzita kombinace
silikagelu a kolony DIOL-silikagelu (Interchim). Jako mobilni faze byla pouzita
smés hexanu a ethyl-acetatu. Detekce byla provadéna pfi vinovych délkach

270 nm a 317 nm (absorp&ni maxima POA).

NMR spektrometrie

H a 3C NMR spektra byla zaznamenana na pfistroj Varian VNMR S500
(Varian, Palo Alto, USA) pri frekvenci 500 MHz pro 'H a 126 MHz pro '3C.
Chemické posuny byly uvedeny vppm (8) a jsou nepfimo vztazeny
k tetramethylsilanu dle signalu rozpoustédel (2.49 pro 'H a 39.7 pro 3C v DMSO-
de).

IC spektrometrie

|C spektra byla zaznamenana spektrometrem FT-IR Nicolet 6700 (Thermo
Scientific, Waltham, USA) s pouZitim metody zeslabeného uplného odrazu

na krystalu germania.

Teplota tani

Teploty tani byly méfreny kapilarni metodou pomoci pfistroje Stuart SMP30
(Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK). U slou€enin ziskanych v malém

mnozstvi byla teplota tani méfena bodotavkem Kofler s mikroskopem.
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Méreni optické otadivosti

Méreni optické otacivosti bylo pouzito pro zkoumani derivatd PC-D/L-Pgl-
Me a pro dalSi zkoumani slou€enin bez pfesnych antipodu (rlzné estery D- a
L-AMK). Byl pouzit Polarimeter Kriss P3000 (A. Kriiss Optronic GmbH, Hamburk,
Némecko). Slou€eniny PC-D/L-Pgl-Me a PC-L-Met-Me byly rozpustény
v chloroformu (pro srovnani ziskanych specifickych otacivosti s literaturou)
a dalSi slouceniny byly rozpustény v methanolu do kone¢né koncentrace ¢ = 5
az 20 mg/ml (na zakladé pozorované rotace a/nebo dostupného mnozstvi
vzorku). Opticka otacivost byla méfena v 5 cm dlouhé kyveté s pouzitim vinové
délky 589 nm pfi laboratorni teploté (25 £ 1 °C). VSechna méfeni byla provedena

tfikrat a v této praci jsou uvedeny priimérné hodnoty.
HPLC

Chemickda a enantiomerni Cistota slouCenin byla testovana
na chromatografu Shimadzu. Chiralni separace byla provedena na koloné
Lux Amylose-1 (amyléza tris(3,5-dimethylfenyl)karbamat) (250 x 4,6 mm),
velikost Castic 5 ym (Phenomenex, Némecko). Mobilni faze se skladala
z methanolu nebo acetonitrilu — 50 mM vodného roztoku NaClO4 nebo methanolu
- 0,2% (v/v) kyseliny octové ve specifickych objemovych pomérech. Pratokova
rychlost byla 1 ml/min a vstfikovany objem byl 1 ul. Pro detekci byl pouzity

detektor s fotodiodovym polem a zvolena vinova délka 270 nm.

Chromatogramy dokazujici optickou Cistotu jednotlivych derivatu i pomér

enantiomer( v pfipadé smési nejsou v této praci prezentovany. Jsou vSak

(v podobé dopliiujicich informaci — Supplementary material) publikovany

v nasem c¢lanku.

LC-MS a GC-MS analyza

K provedeni LC-MS u slou€enin obsahuijici volnou karboxylovou skupinou
byl pouzit hmotnostni spektrometr Advantage Max ion-trap LCQ (Thermo
Finnigan, San Jose, USA) s ioniza¢ni technikou ESI. VSechna spektra byla
zpracovana pomoci softwaru Thermo Finnigan Xcalibur (Thermo Finnigan,
San Jose, USA).
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Analyza GC-MS byla provedena pomoci systému GCMS-QP2010 Plus
s ionizacni technikou pfi 70 eV (Shimadzu, Tokio, Japonsko). Chromatograficka
separace byla provedena na koloné Rix-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 uym,
Restek, USA). Teplota kolony byla zvySena o 20 °C/min, ze 130 na 320 °C
a tato teplota byla udrzovana po dobu 2 minut. Teplota vstfikovace byla 240 °C
a prutok nosného plynu (helium) byl nastaven na 1 ml/min. Detek&ni rozsah byl
m/z 110-700 a teplota zdroje iontd byla udrzovana na 220 °C. Data byla
zaznamenana a analyzovana pomoci softwaru GCMS Solution Software

ver. 4.45 (Shimadzu, Tokio, Japonsko).

Esterifikace aminokyselin

Methylester O-benzyl-Ser byl pfipraven s pouzitim 2 mmol O-benzyl-Ser,
0,5 ml trimethylsilylchloridu (TMSCI) a 10 ml methanolu. Reakéni smés poté byla

odparena do sucha a vlozena do exsikatoru.

Odchranéni hydroxy AMK chranénych O-terc-butylem

Odchranéni se fidilo béznym postupem. 0,5 mmol pfislusného
O-terc-butyl derivatu bylo pfidano k 1 ml deprotekéni smési (0,95 ml kyseliny
trifluoroctové, 0,025 ml triisopropylsilanu, 0,025 ml destilované vody) a michano
po dobu 1 hod za laboratorni teploty. Nasledné se smés odpafila do sucha a byla

CiSténa za pouziti Flash chromatografie.

3.2 Postup pripravy novych latek

Vychozimi latkami pro naSi syntézu bylo 248 mg (2 mmol) kyseliny
pyrazinkarboxylové (POA) a 324 mg (2 mmol) CDI. Obé latky jsme navazili
do bariky s kulatym dnem a pfidali jsme 2 ml tetrahydrofuranu (THF). Do banky
jsme vlozili magnetické michadlo, zavfeli ji a ponofili do vodni lazné vyhraté
na 70 °C. V takovémto stavu jsme banku nechali 1 hodinu, b&€hem niz doslo

k aktivaci POA a dochazelo k vyvijeni plynu COz.

Po této dobé jsme barku pfestali zahfivat a za stalého michani ji nechali
zchladnout na laboratorni teplotu. V dalSim kroku jsme pfidali ke smési 2 mmol
prislusné AMK, nebo jejiho esteru (oboji obvykle ve formé hydrochloridu) a 300 pl
(2,14 mmol) triethylaminu (TEA), coz je baze, ktera vychytava uvolnény
chlorovodik. Reakéni smés jsme nechali reagovat v uzaviené bance 2 hodiny.
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Po ukonceni reakce jsme za pouziti rotaéni vakuové odparky (300 mbair,
50 °C) odpafili ze smési rozpoustédlo. Zbytek jsme pFevedli s pfiméfenym
mnozstvim ethyl-acetatu a vody do délici nalevky. Prfidali jsme 15 ml
ethyl-acetatu a 10 ml vody a vytfepavali jsme. Postup jsme vzdy alespon jednou
zopakovali, u nékterych sloucenin, které hife prestupovaly do organické faze,
jsme vytfepavali vicekrat. Po oddéleni vodné a organické faze jsme provedli TLC,
abychom si ovéfili Cistotu ethyl-acetatoveé faze a zjistili, zda ve vodné fazi zistal
jesté néjaky zbytek produktu. Ethyl-acetatove faze jsme spoijili a vytfepali s 0,01M
HCI, abychom se zbavili pfipadnych necistot — imidazol, ¢i nezreagovana AMK.

Znovu jsme provedli kontrolni TLC.

Po vytfepavani jsme organickou fazi zbavili zbytkové vody pomoci
nasyceného roztoku NaCl, pfidali pfiblizné 50 mg aktivniho uhli, michali
asi 10 minut a poté ji prefiltrovali. Prefiltrovanou ethyl-acetatovou fazi jsme dali
odpafit na vakuovou odparku. Konec¢ny produkt jsme dali pfes noc do exsikatoru
a nékolik miligram( jsme odebrali pro 'H a '3C NMR spektrometrii. Pokud to bylo
nutné, tak jsme nékteré produkty dale C istili pomoci Flash chromatografie.

Obecné schéma pfipravy produktl je zobrazeno na obr. 2.

L

2 mmol 2 mmol
o o)
| Na SN \ OR? \ “’)J\ORZ
_ k\-> + RTs + N\/ -
N N NH,
2 mmol 2 mmol >2 mmol

Obr. 2 Obecné schéma pripravy produkti
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3.3 Nové pripravené derivaty

Nazev: (pyrazin-2-karbonyl)-D-alanin
Oznaceni: PC-D-Ala
Sumarni vzorec: CsHoN3O3

Relativni molekulova hmotnost: 195,18 ')

Vzhled: Nazloutla pevna latka N . OH
N Y
Log P: -1,01
og ,0155 P H O
) N

Teplota tani: 175-178 °C (v kapilare

Vytézek:
- Teoreticky: 390,4 mg
- Prakticky: 26 %

H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 5 12.80 (bs, 1H), 9.18 (d, J = 1.5 Hz, 1H),
8.94 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 8.89 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.76 — 8.74 (m, 1H),
4.54 — 4.44 (m, 1H), 1.43 (d, J = 7.3 Hz, 3H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 173.74, 162.70, 147.95, 144.52, 143.70,
143.61,47.97,17.31

IC: (ATR-Ge, cm™") 3370 CONH N-H, 1641 CONH C=0, 2923 COOH O-
H, 1736 COOH C=0

MS: (ESI-): [M-H] = 194
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Nazev: (pyrazin-2-karbonyl)-L-alanin
Oznaceni: PC-L-Ala

Sumarni vzorec: CsHoN3O3

Relativni molekulova hmotnost: 195,18 ')

Vzhled: Nazloutla pevna latka N OH
N N

Log P: -1,0155 | P H O

Teplota tani: 170-174 °C (v kapilare)
Vytézek:

- Teoreticky: 390,4 mg

- Prakticky: 95 %

1H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 9.18 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.93 (d, J= 7.5
Hz, 1H), 8.89 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.75 (dd, J = 2.5, J = 1.5 Hz, 1H),
4.54 — 4.44 (m, 1H), 1.43 (d, J = 7.2 Hz, 3H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 173.72, 162.69, 147.95, 144.52, 143.69,
143.62, 47.98, 17.32

IC: (ATR-Ge, cm™") 3370 CONH N-H, 1641 CONH C=0, 2872 COOH O-
H, 1736 COOH C=0

MS: (ESI-): [M-H] = 194
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Nazev: methyl-(pyrazin-2-karbonyl)-DL-alaninat
Oznaceni: PC-DL -Ala-Me
Sumarni vzorec: CoH11N303
Relativni molekulova hmotnost: 209,21
Vzhled: Nazloutla pevna latka N\ \ O\
Log P: -0,8725 [ H
Teplota tani: 53-56 °C (v kapilare)
Vytézek:
- Teoreticky: 418,4 mg
- Prakticky: 17 %

H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 9.18 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 9.16 (d,
J=7.1Hz, 1H), 8.90 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.77 — 8.74 (m, 1H), 4.62 — 4.54
(m, 1H), 3.65 (s, 3H), 1.43 (d, J = 7.3 Hz, 3H)

3C NMR: (126 MHz, DMSO-de): & 172.63, 162.94, 147.97, 144.48,
143.78, 143.62, 52.24, 48.00, 17.00

IC: (ATR-Ge, cm™) 3258 CONH N-H, 1671 CONH C=0, 1747 COOR
C=0, 2993, 2951 C-H

MS: (El): M* = 209
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Nazev: ethyl-(pyrazin-2-karbonyl)-D-alaninat
Oznaceni: PC-D-Ala-Et
Sumarni vzorec: C10H13N30s3

Relativni molekulova hmotnost: 223,23

Vzhled: Nazloutla olejovita kapalina @) -

Log P: -0,5315 AN N /ﬁ(o\/
H

Vytézek: [N/ O

- Teoreticky: 446,5 mg
- Prakticky: 45 %

1H NMR: (500 MHz, DMSO-de) & 9.18 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 9.11 (d,
J=7.4 Hz, 1H), 8.90 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.77 — 8.75 (m, 1H), 4.58 — 4.50
(m, 1H), 4.15 — 4.08 (m, 2H), 1.44 (d, J = 7.4 Hz, 3H), 1.18 (t, J = 7.1 Hz,
3H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 172.13, 162.94, 147.95, 144.50, 143.74,
143.61, 60.85, 48.12, 16.99, 14.20

IC: IR (ATR-Ge, cm™") 3392 CONH N-H, 1675 CONH C=0, 1736 COOR
C=0, 2984 C-H

MS: (El): M* = 223
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Nazev: ethyl-(pyrazin-2-karbonyl)-L-alaninat
Oznaceni: PC-L-Ala-Et
Sumarni vzorec: C1oH13N303
Relativni molekulova hmotnost: 223,23
Vzhled: NaZzloutla olejovita kapalina O
Log P: -0.5315 Nj)kN/H(O\/
Vytézek: [N/ H )
- Teoreticky: 446,5 mg
- Prakticky: 32 %

H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 9.19 — 9.17 (m, 1H), 9.12 (d, J = 7.3 Hz,
1H), 8.90 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.77 — 8.75 (m, 1H), 4.58 — 4.50 (m, 1H),
4.15—4.08 (m, 2H), 1.44 (d, J = 7.3 Hz, 3H), 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

13C NMR: NMR (126 MHz, DMSO-ds): d 172.14, 162.94, 147.96, 144.50,
143.75, 143.62, 60.86, 48.13, 16.99, 14.22

IC: (ATR-Ge, cm™) 3389 CONH N-H, 1674 CONH C=0, 1738 COOR
C=0, 2984 C-H

MS: (El): M* = 223
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Nazev: dimethyl-(pyrazin-2-karbonyl)-D-aspartat
Oznaceni: PC-D-Asp-diMe
Sumarni vzorec: C11H13N30s
Relativni molekulova hmotnost: 267,24 o (|)
. O @)
Vzhled: Zluta olejovita kapalina N h
7~

_ N N @)

Log P: -1,3565 | H
=

Vytézek: N

- Teoreticky: 534,5 mg

- Prakticky: 66 %

1H NMR: 500 MHz, DMSO-ds) 8 9.27 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 9.20 (d,
J=15Hz, 1H), 8.91 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.78 — 8.69 (m, 1H), 5.10 — 4.86
(m, 1H), 3.65 (s, 3H), 3.61 (s, 3H), 3.01 (dd, J = 16.6 Hz, J = 6.4 Hz, 1H),
2.94 (dd, J = 16.6 Hz, J = 6.4 Hz, 1H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 171.03, 170.96, 162.94, 148.20, 144.10,
143.82, 143.71, 52.64, 51.91, 48.75, 35.46

IC: (ATR-Ge, cm™) 3382 CONH N-H, 1679 CONH C=0, 1737 COOR
C=0, 2954 C-H

Opticka otacivost: [a]p = -4.0° (methanol)

MS: (El): M* = 267
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Nazev: diethyl-(pyrazin-2-karbonyl)-L-aspartat
Oznaceni: PC-L-Asp-diEt
Sumarni vzorec: C13H17N30s
Relativni molekulova hmotnost: 295,30
Vzhled: Nazloutla pevna latka @) OYO O
Log P: -0,6745 [N\j)k HV&O/\
Teplota tani: 54-57 °C (v kapilafe) >N~
Vytézek:
- Teoreticky: 590,6 mg
- Prakticky: 25 %

1H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 5 9.21 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 9.20 (d,
J=15Hz, 1H), 8.91 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.79 — 8.74 (m, 1H), 5.01 — 4.90
(m, 1H), 4.16 — 4.00 (m, 4H), 3.03 — 2.86 (m, 2H), 1.16 (t, J = 7.1 Hz, 6H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 170.47, 170.35, 162.88, 148.18, 144.12,
143.78, 143.69, 61.30, 60.51, 48.87, 35.72, 14.15, 14.11

IC: (ATR-Ge, cm™) 3311 CONH N-H, 1660 CONH C=0, 1732 COOR
C=0, 2978 C-H.

Opticka otacivost: [a]o = 12,0° (methanol)

MS: (El): M* = 295
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Nazev: S-benzyl-N-(pyrazin-2-karbonyl)-L-cystein
Oznacéeni: PC-L-SBn-Cys
Sumarni vzorec: C1sH15N303S
Relativni molekulova hmotnost: 317,36 OHO\_&O \/@
Vzhled: Nazloutla pevna latka -
Log P: 0,9855 | _
N

Teplota tani: 84-87 °C (v kapilare)
Vytézek:

- Teoreticky: 634,7 mg

- Prakticky: 84 %

1H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 5 9.21 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.99 (d,
J =8.2Hz, 1H), 8.92 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.80 — 8.76 (m, 1H), 7.31 — 7.24
(m, 4H), 7.24 —7.17 (m, 1H), 4.75 — 4.67 (m, 1H), 3.76 (s, 2H), 3.03 — 2.97
(m, 2H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 171.77, 162.88, 148.12, 144.20, 143.72,
143.68, 138.36, 129.00, 128.54, 127.03, 51.77, 35.41, 32.31

IC: (ATR-Ge, cm™') 3357 CONH N-H, 1660 CONH C=0, 1732 COOH
C=0, 2916 C-H

Opticka otacivost: [a]p = -49,3° (methanol)

MS: (ESI-): [M-H] = 316
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Nazev: diethyl-(pyrazin-2-karbonyl)-L-glutamat
Oznacéeni: PC-L-Glu-diEt

Sumarni vzorec: C14H19N305

Relativni molekulova hmotnost: 309,32

Vzhled: Zluta olejovita kapalina

@
O
Log P: N
og P: -0,2325 [ A N
H
Vytézek: N/

- Teoreticky: 618,6 mg

- Prakticky: 72 %

O

WO\/

O

1H NMR: (500 MHz, DMSO-de) & 9.18 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 9.13 (d,
J = 8.0 Hz, 1H), 8.90 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.79 — 8.74 (m, 1H), 4.59 — 4.51
(m, 1H), 4.17 — 4.07 (m, 2H), 4.02 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 2.43 — 2.36 (m, 2H),
2.23 —2.04 (m, 2H), 1.18 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.14 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 172.38, 171.25, 163.41, 147.99, 14443,
143.79, 143.62, 61.00, 60.08, 51.74, 30.24, 25.82, 14.20

IC: (ATR-Ge, cm™) 3359 CONH N-H, 1677 CONH C=0, 1732 COOR

C=0, 2982 C-H.
Opticka otacivost: [a]p =-12,0° (methanol)

MS: (El): M* = 309
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Nazev: methyl-2-(pyrazin-2-karboxamid)akrylat
Oznaceni: PC-MeAcr
Sumarni vzorec: CoHoN3O3

Relativni molekulova hmotnost: 207,19

@)
Vzhled: Bila pevna latka
NS NJH(O\
Log P: -0,5555 | H
= O
Teplota tani: 102-104 °C (v kapilare) N

Vytézek:

- Teoreticky: 414,4 mg

- Prakticky: 11 %

H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 10.10 (bs, 1H), 9.27 (d, J = 1.4 Hz, 1H),
8.96 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.82 — 8.77 (m, 1H), 6.56 (s, 1H), 5.91 (s, 1H),
3.83 (s, 3H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 163.80, 161.52, 148.64, 143.79, 143.65,
143.48, 131.57, 109.67, 53.31

IC: (ATR-Ge, cm™) 3349 CONH N-H, 1689 CONH C=0, 1712 COOR
C=0, 3158, 2957 C-H

MS: (ESI-): [M-H] = 206
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Nazev: methyl-(pyrazin-2-karbonyl)-L-methioninat
Oznaceni: PC-L-Met-Me
Sumarni vzorec: C11H15N303S

Relativni molekulova hmotnost: 269,32 |

0

Vzhled: Zluta olejovita kapalina -
~
Log P: -0,2175 [ j)kN/\/\S

Vytézek:
- Teoreticky: 538,6 mg
- Prakticky: 66 %

1H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 9.21 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 9.19 — 9.17 (m
1H), 8.90 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 8.78 — 8.75 (m, 1H), 4.74 — 4.66 (m, 1H),
3.66 (s, 3H), 2.60 — 2.42 (m, 2H), 2.23 — 2.06 (m, 2H), 2.04 (s, 3H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 171.95, 163.48, 147.97, 144.47, 143.84,
143.61, 52.32, 51.34, 30.10, 29.97, 14.69

IC: (ATR-Ge, cm™) 3376 CONH N-H, 1675 CONH C=0, 1741 COOR
C=0, 2952 C-H

Opticka otacivost: [a]p = -22,7° (methanol), 33,0° (chloroform)

MS: (El): M* = 269
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Nazev: methyl-2-fenyl-2-(pyrazin-2-karboxamid)acetat
Oznacéeni: PC-D/L-Pgl-Me
Sumarni vzorec: C14H13N303
Relativni molekulova hmotnost: 271,10
Vzhled: Bila pevna latka
Log P: 0,5745 N\ \ O\
Teplota tani: 92-97 °C (v kapilare) [ P H o)
Vytézek: N
- Teoreticky: 482,2
- Prakticky: 55 %

H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 9.26 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 9.18 (d,
J=1.5Hz, 1H), 8.91 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.79 — 8.75 (m, 1H), 7.51 — 7.45
(m, 2H), 7.43 — 7.29 (m, 3H), 5.73 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 3.68 (s, 3H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 170.66, 162.68, 148.20, 144.17, 143.75,
143.73, 136.62, 128.85, 128.48, 128.04, 56.35, 52.82

IG: (ATR-Ge, cm™) 3376 CONH N-H, 1665 CONH C=0, 1747 COOR
C=0, 3090, 2953 C-H

Opticka otacivost: [a]p = -47,3° (chloroform)

MS: (El): M* = 271
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Nazev: (pyrazin-2-karbonyl)-D-serin
Oznaceni: PC-D-Ser
Sumarni vzorec: CsHoN3O4

Relativni molekulova hmotnost: 211,18

H
Vzhled: Bila pevna latka O - O
. N “__OH
Log P: -2,0505 N N/\H/
Teplota tani: 185-189 °C (v kapilare) | _ H O
N
Vytézek:

- Teoreticky: 422,4 mg
- Prakticky: 20 %

H NMR: (500 MHz, DMSO-ds)  9.23 — 9.19 (m, 1H), 8.91 (d, J = 2.5 Hz,
1H), 8.80 — 8.75 (m, 1H), 8.68 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.52 — 4.45 (m, 1H),
3.89 (dd, J=11.1, J= 4.0 Hz, 1H), 3.78 (dd, J = 11.1, J = 3.4 Hz, 1H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 171.69, 162.54, 148.11, 144.21, 143.66,
143.56, 61.29, 54.93

IC: (ATR-Ge, cm™) 3365 CONH N-H, 1651 CONH C=0, 1708 COOH
C=0, 3335 CH20H O-H, 2935 C-H

Opticka otacivost: [a]o — nezméFeno kvlli nerozpustnosti

MS: (ESI-): [M-H] = 210 (LC-MS)

45



Nazev: methyl-(pyrazin-2-karbonyl)-D-serinat
Oznacéeni: PC-D-Ser-Me

Sumarni vzorec: CoH11N304

Relativni molekulova hmotnost: 225,20

Vzhled: Bila pevna latka

0 _/OH
N O
Log P: -1,9075 N N ~
[ j)k Ny
Teplota tani: 54-56 °C (Kofler) NG O

Vytézek:
- Teoreticky: 450,4 mg
- Prakticky: 45 %

1H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 5 9.21 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.93 (d,
J=25Hz, 1H), 8.81 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.79 (dd, J = 2.5, J = 1.5 Hz, 1H),
5.27 (bs, 1H), 4.70 — 4.56 (m, 1H), 3.93 — 3.85 (m, 1H), 3.83 — 3.75 (m,
1H), 3.67 (s, 3H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 170.95, 163.15, 148.52, 144.33, 143.98,
143.95, 61.49, 55.19, 52.64

IC: (ATR-Ge, cm™) 1656 CONH C=0, 1737 COOR C=0, 3343 CH20H O-
H, 2956 C-H

MS: (El): M* = 225
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Nazev: methyl-(pyrazin-2-karbonyl)-L-serinat
Oznaceni: PC-L-Ser-Me
Sumarni vzorec: CoH11N304

Relativni molekulova hmotnost: 225,20

Vzhled: Bila pevna latka o OH
Log P: -1,9075

AN O
Teplota tani: 56-58 °C (Kofler) | P H o)

N

Vytézek:
- Teoreticky: 450,4 mg
- Prakticky: 59 %

1H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 5 9.21 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.93 (d,
J =27 Hz, 1H), 8.81 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.79 — 8.77 (m, 1H), 5.27
(t, J = 5.9 Hz, 1H), 4.66 — 4.59 (m, 1H), 3.93 — 3.86 (m, 1H), 3.84 — 3.76
(m, 1H), 3.68 (s, 3H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 170.66, 162.85, 148.23, 144.04, 143.68,
143.66, 61.20, 54.91, 52.35

IC: (ATR-Ge, cm™) 1657 CONH C=0, 1737 COOR C=0, 3340 CH20H O-
H, 2956 C-H

MS: (El): M* = 225
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Nazev: O-benzyl-N-(pyrazin-2-karbonyl)-L-serinat
Oznaceni: PC-L-OBn-Ser

Sumarni vzorec: C1sH15N304

Relativni molekulova hmotnost: 301,30 OHO

Vzhled: Bila pevna latka N
N N
Log P: 0,3495 | /j)kH
N
)

Teplota tani: 139-142 °C (v kapilare
Vytézek:
- Teoreticky: 602,6 mg

- Prakticky: 50 %

~ O
A0

H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 5 13.14 (s, 1H), 9.21 (s, 1H), 8.93 (s, 1H),
8.78 (s, 1H), 8.73 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.37 — 7.22 (m, 5H), 4.80 — 4.70 (m,
1H), 4.53 (s, 2H), 4.05 — 3.91 (m, 1H), 3.88 — 3.79 (m, 1H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 171.20, 162.58, 148.21, 144.00, 143.71,
143.60, 138.12, 128.41, 127.70, 127.66, 72.30, 69.20, 52.61

IC: (ATR-Ge, cm™) 3400 CONH N-H, 1650 CONH C=0, 1743 COOH

C=0, 2943 COOH O-H, 2935 C-H.
Opticka otacivost: [a]p = 45,3° (methanol)

MS: (ESI-): [M-H] = 300

48



Nazev: methyl-O-benzyl-N-(pyrazin-2-karbonyl)-L-serinat
Oznaceni: PC-L.-OBn-Ser-Me
Sumarni vzorec: C16H17N304

Relativni molekulova hmotnost: 315,33

Vzhled: Zluta olejovita kapalina o O\?O
Log P: 0,4925 - J: ]
Vytézek: | J H

- Teoreticky: 630,66 mg

- Prakticky: 95 %

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 9.20 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.92
(d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.88 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.81 — 8.75 (m, 1H), 7.35 —
7.28 (m, 2H), 7.31 — 7.23 (m, 3H), 4.88 — 4.81 (m, 1H), 4.55 (d,
J=12.2 Hz, 1H), 4.50 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 3.93 (dd, J = 9.9, 5.5 Hz, 1H),
3.84 (dd, J = 10.0, 4.0 Hz, 1H), 3.67 (s, 3H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 170.53, 163.14, 148.56, 144.23, 144.02,
143.97, 138.32, 128.74, 128.04, 127.99, 72.51, 69.12, 52.83, 52.79

IC: (ATR-Ge, cm™) 3398 CONH N-H, 1679 CONH C=0, 1746 COOR
C=0, 2921 C-H

Opticka otacivost: [a]p = 10,7° (methanol)

MS: (EI): M* = 315
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Nazev: methyl-O-(terc-butyl)-N-(pyrazin-2-karbonyl)-L-serinat
Oznaceni: PC-L-OtBu-Ser-Me
Sumarni vzorec: C13H19N304

Relativni molekulova hmotnost: 281,31

Vzhled: Zluta olejovita kapalina
z u jovi pali o OYO
Log P: -0,0855 R
Vytézek: | P H
N

- Teoreticky: 562,6 mg
- Prakticky: 61 %

H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 9.21 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.92 (d,
J = 2.5 Hz, 1H), 8.80 — 8.76 (m, 1H), 8.62 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.76 — 4.69
(m, 1H), 3.83 (dd, J = 9.6, 4.3 Hz, 1H), 3.70 (dd, J = 9.6, 3.9 Hz, 1H), 3.68
(s, 3H), 1.10 (s, 9H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-de) 170.43, 162.62, 148.32, 143.84, 143.78,
143.64, 73.33, 61.55, 53.01, 52.39, 27.28

IC: (ATR-Ge, cm™') 3404 CONH N-H, 1681 CONH C=0, 1747 COOR
C=0, 2973 C-H

MS: (El): M* = 281
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Nazev: methyl-O-(terc-butyl)-N-(pyrazin-2-karbonyl)-D-threoninat
Oznacéeni: PC-D-OfBu-Thr-Me
Sumarni vzorec: C14H21N304
Relativni molekulova hmotnost: 295,34 |
Vzhled: Bila pevna latka @) © ©
Log P: 0,3765 [N\j)k NE/OK
Teplota tani: 81-84 °C (v kapilare) N/ :
Vytézek:
- Teoreticky: 590,7 mg
- Prakticky: 89 %

H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 9.23 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.95 (d,
J = 2.5 Hz, 1H), 8.81 — 8.80 (m, 1H), 8.29 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.58 (dd,
J=92 J=22Hz 1H), 4.32 (qd, J = 6.2, J = 2.2 Hz, 1H), 3.68 (s, 3H),
1.14 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.11 (s, 9H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 170.61, 162.90, 148.48, 143.84, 143.61,
143.52, 74.02, 67.22, 57.70, 52.37, 28.22, 21.01

IC: (ATR-Ge, cm™) 3411 CONH N-H, 1685 CONH C=0, 1743 COOR
C=0, 2977 C-H

MS: (ESI-): [M-H] = 294
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Nazev: methyl-O-(terc-butyl)-N-(pyrazinu-2-karbonyl)-L-threoninat
Oznacéeni: PC-L-OtBu-Thr-Me
Sumarni vzorec: C14H21N304
Relativni molekulova hmotnost: 295,34 |
Vzhled: Bila pevna latka O
Log P: 0,3765 [N\ m/\;/07<
Teplota tani: 83—-86 °C (v kapilare) N/ -
Vytézek:

- Teoreticky: 590,7 mg

- Prakticky: 99 %

H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 9.23 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.95 (d,
J = 2.4 Hz, 1H), 8.83 — 8.78 (m, 1H), 8.29 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.58 (dd,
J=92 J=22Hz 1H), 4.32 (qd, J = 6.2, J = 2.2 Hz, 1H), 3.68 (s, 3H),
1.14 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.11 (s, 9H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 170.60, 162.90, 148.47, 143.83, 143.60,
143.51, 74.01, 67.22, 57.69, 52.36, 28.21, 21.00

IC: (ATR-Ge, cm™) 3410 CONH N-H, 1685 CONH C=0, 1743 COOR
C=0, 2977 C-H

MS: (ESI-): [M-H] = 294
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Nazev: ethyl-(pyrazin-2-karbonyl)-D-tryptofanat
Oznaceni: PC-D-Trp-Et

Sumarni vzorec: C1sH1sN4O3

Relativni molekulova hmotnost: 338,37
Vzhled: Bila pevna latka

Log P: 1,3695 NH

N
o
Teplota tani: 90-93 °C (v kapilare) N : o
X N ~
Vytszek: [ H/ﬁ(
= O
N

- Teoreticky: 676,7 mg
- Prakticky: 99 %

1H NMR: (500 MHz, DMSO-de) & 10.85 (s, 1H), 9.15 (d, J = 1.4 Hz, 1H),
8.91 — 8.85 (m, 2H), 8.73 — 8.69 (m, 1H), 7.50 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.32 (d,
J=8.1Hz, 1H), 7.17 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.08 — 7.01 (m, 1H), 6.98 — 6.90
(m, 1H), 4.85 — 4.77 (m, 1H), 4.10 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 3.41 — 3.29 (m, 2H),
1.14 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 171.42, 162.90, 148.05, 144.20, 143.67,
143.60, 136.30, 127.31, 123.97, 121.20, 118.57, 118.25, 111.62, 109.41,
61.03, 53.36, 26.84, 14.14

IC: (ATR-Ge, cm™) 3366 CONH N-H, 1673 CONH C=0, 1732 COOR
C=0, 2980 C-H

MS: (El): M* = 338
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Nazev: ethyl-(pyrazin-2-karbonyl)-L-tryptofanat
Oznaceni: PC-L-Trp-Et

Sumarni vzorec: C1sH1sN4O3

Relativni molekulova hmotnost: 338,37
Vzhled: Zluta olejovita kapalina

Log P: 1,3695 NH

Vytézek: j)J\
- Teoreticky: 676,7 mg [

- Prakticky: 96 %

1H NMR: (500 MHz, DMSO-de) & 10.86 (s, 1H), 9.16 (d, J = 1.5 Hz, 1H),
8.89 (d, J=7.7 Hz, 1H), 8.88 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.73 — 8.69 (m, 1H), 7.50
(d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.18 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.10
— 6.97 (m, 1H), 6.97 — 6.91 (m, 1H), 4.85 — 4.78 (m, 1H), 4.10 (q,
J=7.1Hz, 2H), 3.40 — 3.30 (m, 2H), 1.14 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 171.42, 162.90, 148.05, 144.20, 143.67,
143.60, 136.30, 127.31, 123.97, 121.19, 118.57, 118.25, 111.62, 109.40,
61.03, 53.36, 26.84, 14.13

IG: (ATR-Ge, cm™') 3368 CONH N-H, 1672 CONH C=0, 1732 COOR
C=0, 2981 C-H

MS: (El): M* = 338
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Nazev: ethyl-(pyrazin-2-karbonyl)-L-tyrosinat
Oznaceni: PC-L-Tyr-Et

Sumarni vzorec: C16H17N304

Relativni molekulova hmotnost: 315,33 o
Vzhled: Bila pevna latka O
Log P: 0,6955 N\j)J\N O

) [ A0

Teplota tani: 119-123 °C (v kapilare N
Vytézek:

- Teoreticky: 630,7 mg

- Prakticky: 65 %

1H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 9.21 (s, 1H), 9.14 (d, J = 1.3 Hz, 1H),
8.92-8.86 (m, 2H), 8.76 — 8.73 (m, 1H), 7.03 — 6.98 (m, AA’, BB’, 2H), 6.66
—6.60 (M, AA’, BB', 2H), 4.73 —4.65 (m, 1H), 4.11 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 3.09
(dd, J = 7.0, 2.7 Hz, 2H), 1.16 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 171.21, 162.92, 156.20, 148.07, 144.21,
143.68, 143.67, 130.23, 127.19, 115.27, 60.99, 54.09, 35.66, 14.19

IC: (ATR-Ge, cm™) 3367 CONH N-H, 1663 CONH C=0, 1720 COOR
C=0, 3440 Ar-OH O-H, 2986 C-H

Opticka otacivost: [a]p = -5,0° (methanol)

MS: (ESI-): [M-H] = 314

55



3.4 Biologické hodnoceni latek

VS8echny vySe uvedené latky byly testovany na antimikrobialni,
antifungalni a cytotoxické ucinky. Antimikrobialni aktivita byla testovana
na bakterialni kmenech zahrnujicich Mycobacterium tuberculosis (H37Ra —
avirulentni kmen), M. smegmatis, M. aurum, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa (dalS§i kmeny uvedeny nize), antifungalni aktivita byla
zjistovana u kmena Candina albicans a Aspergillus flavus (dal$i kmeny uvedeny
nize). Cytotoxicita slou€enin s prokazanou aktivitou pak byla testovana na lidské
bunécné linii jaterniho karcinomu HepG2. Antibakterialni aktivita byla vyjadiena
dané latky, ktera zastavi rlist mikroba 43. Za aktivni se v této diplomové praci
povazuji latky s MIC pod 31,25 ul/ml. Jelikoz PZA vykazuje vyznamnou aktivitu
in vitro pouze v prostfedi kyselého pH, probihalo antibakterialni testovani

pfi mirné kyselém pH 6 a pro srovnani pfi bézné pouzivaném pH 6,6.

3.4.1 Antimykobakterialni aktivita
Stanoveni antimykobakterialni aktivity pfipravenych slou€enin bylo
provedeno s avirulentnim kmenem M. tuberculosis H37Ra [ITM-M006710
(ATCC 9431) a srychle rostoucimi kmeny M. smegmatis DSM 43465
(ATCC 607) a Mycobacterium aurum DSM 43999 (ATCC 23366).

K testovani na antimykobakterialni aktivitu byla pouZita mikrodilucni
bujonova metoda, pfi které se pouziva 96-jamkova mikrotitraéni destiCka.
Kazda jamka se naplni bujonem, ktery obsahuje rizné koncentrace testované
latky. Pro kazdé stanoveni MIC by mélo byt pouzito alesponn 8 rdznych
koncentraci latky. NaoCkované destiCky se poté prekryji plastovym vickem
a inkubuji se pfi 36 °C + 1 °C 44

Jako kultivacni médium byl pouzit bujon Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich)
s deklarovanym pH 6,6 a obohaceny o 0,4% glycerol (Sigma-Aldrich) a o 10%
ristovy dopinék Middlebrook OADC (olejova kyselina, albumin, dextréza,
katalaza). U testovani pfi pH 6 bylo poZzadovaného pH dosaZeno pfidanim
1M HCI (Penta). Testované slou€eniny byly rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich)
a nafedény dvojkovym fedénim tak, aby finalni koncentrace slouc¢enin v jamkach
mikrotitraéni desti¢ky byly 500 — 250 — 125 — 62,5 — 31,25 - 15,625 — 7,81 —
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3,91 pl/ml. Jako pozitivni kontrola pro stanoveni aktivity byly pouzity INH, RIF a
ciprofloxacin (CPX) (Sigma-Aldrich) a jako negativni kontrola bujon s DMSO.
Vzorky byly zakryty a inkubovany ve tmé pfi 37 °C.

Po 48 hodinach inkubace M. smegmatis, po 72 hodinach inkubace
M. aurum a po 120 hodinach inkubace M. tuberculosis H37Ra byl pfidan 0,01%
roztok sodné soli resazurinu. Tento indikator byl ziskan rozpusténim sodné soli
resazusinu (Sigma-Aldrich) v deionizované vodé za vzniku 0,02% roztoku a byl
smichan ve stejném objemu s10% vodnym roztokem polysorbatu 80
(Tween 80). Mikrotitracni desti¢ky poté byly inkubovany dalSich 2,5 hodiny
pro stanoveni aktivity M. smegmatis, 4 hodiny pro M. aurum a 18 hodin
pro M. tuberculosis H37Ra. MIC byla stanovena na zakladé zmény barvy skvrny
(modra barva — aktivni, rizova — neaktivni). Hodnoty MIC pro pH 6 i pro pH 6,6

jsou uvedeny v tab. 3 a tab. 4 (Cervené jsou oznaceny aktivni latky).

Tab. 3 Antimykobakterialni aktivity pfipravenych slouc¢enin a standard( pfi pH 6,6, prezentované jako MIC

(ug/mi).

Kod latky M. tbc H37Ra M. smegmatis M. aurum
PC-pD-Ala >500 =500 =500
PC-L-Ala >250 >250 >250
PC-pL-Ala-Me =500 =500 =500
PC-p-Ala-Et >500 =500 =500
PC-L-Ala-Et >500 =500 =500
PC-pD-Asp-diMe 2125 2125 2125
PC-L-Asp-diEt >500 =500 =500
PC-L-SBn-Cys =250 2250 2250
PC-L-Glu-diEt =500 =500 =500
PC-MeAcr 15,625 31,25 62,5
PC-L-Met-Me >500 =500 =500
PC-p/L-Pgl-Me =500 =500 =500
PC-p-Ser >500 =500 =500
PC-D-Ser-Me =500 =500 =500
PC-L-Ser-Me 2500 2500 2500
PC-L-OBn-Ser =500 =500 =500
PC-L-OBn-Ser-Me 250 =500 =500
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PC-L-OtBu-Ser-Me 2500 2500 2500

PC-D-OtBu-Thr-Me >500 >500 >500
PC-L-OtBu-Thr-Me >500 >500 >500
PC-D-Trp-Et 125 250 250
PC-L-Trp-Et 125 250 125
PC-L-Tyr-Et 500 >500 >500
PZA >500 >500 >500

INH 0,125-0,25 7,81-15,625 1,95-3,91
RIF 0,0039-0,0078 12,5-25 0,39-0,78
CPX 0,125-0,25 0,0625-0,125  0,0078-0,0156

Tab. 4 Antimykobakterialni aktivity pfipravenych sloucenin a standardd pfi pH 6, prezentované jako MIC
(ug/ml).

Kod latky M. tbc H37Ra | M. smegmatis | M. aurum | logP
PC-p-Ala =125 >125 62,5 -1,0155
PC-L-Ala >250 125 62,5 -1,0155
PC-pL-Ala-Me =125 =125 >125 -0,8725
PC-p-Ala-Et =125 >125 >125 -0,5315
PC-L-Ala-Et 3,91 2125 2125 -0,5315
PC-pD-Asp-diMe =125 >125 >125 -1,3565
PC-L-Asp-diEt 2125 >125 >125 -0,6745
PC-L-SBn-Cys 62,5 125 125 0,9855
PC-L-Glu-diEt 31,25 >500 =500 -0,2325
PC-MeAcr 62,5 >125 62,5 -0,5555
PC-L-Met-Me <3,91 >500 62,5 -0,2175
PC-p/L-Pgl-Me <1,95 >250 31,25 0,5745
PC-p-Ser >250 125 62,5 -2,0505
PC-pD-Ser-Me 250 >500 250 -1,9075
PC-L-Ser-Me >500 >500 >500 -1,9075
PC-L-OBn-Ser >500 250 62,5 0,3495
PC-L-OBn-Ser-Me | 7,81 >500 62,5 0,4925
PC-L-OtBu-Ser-Me =500 250 62,5 -0,0855

PC-D-OtBu-Thr-Me 62,5 2500 2500 0,3765

58



PC-L-OtBu-Thr-Me 2500 2500 2500 0,3765

PC-D-Trp-Et 62,5 250 62,5 1,3695
PC-L-Trp-Et 125 250 62,5 1,3695
PC-L-Tyr-Et 7,81 2250 2250 0,6955
PZA <3,91 2500 250 -1,4595
INH 0,125-0,25 7,81-15,625 3,91-7,81 -0,7970
RIF 0,0016-0,0062 6,25-12,5 0,39-1,56 4,5560
CPX 0,25 0,0625-0,25 0,0625 1,0370

3.4.2 Antibakterialni aktivita

Antibakterialni aktivita byla testovana mikrodilu¢ni bujonovou metodou
u Staphylococcus aureus subsp. aureus (SA) CCM 4223 (ATCC 29213),
Staphylococcus aureus subsp. aureus methicillin-resistant (MRSA) CCM 4750
(ATCC 43300), Staphylococcus epidermidis CCM 4418 (ATCC 12228),
Enterococcus faecalis CCM 4224 (ATCC 29212), Escherichia coli CCM 3954
(ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae CCM 4415 (ATCC 10031), Acinetobacter
baumannii DSM 30007 (ATCC 19606) a Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
(ATCC 27853). Kultivace probihala v kationtové upraveném Mueller-Hintonové
bujonu (CAMHB, M-H 2 Broth, Sigma-Aldrich), testované slouc€eniny byly
rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich) za vzniku zasobnich roztokd.
Pozitivni kontrolou byly testovaci mikroby a negativni kontrolou kultivaéni
médium a DMSO. Antibakterialni aktivita byla vyjadiena jako MIC (v uM) po 24 a
48 hodinach inkubovani v temné a zvihéené atmosféfe pfi teploté 35 + 2 °C.
Jako indikator byl pouzit Alamar Blue (resazurin) a jako standardy gentamicin a
CPX (oba ze Sigma-Aldrich).

VétsSina nasich slou€enin nevykazovala Zadnou aktivitu. Latka PC-L-Ala-
Et vykazovala nizkou aktivitu proti SA, MIC byla 125 yM. DalSim aktivnim
derivatem byl PC-L-OtBu-Thr-Me, ktery byl u€inny proti SA i MRSA, jeho MIC byla
31,25 uM, také vykazoval i urcitou aktivitu proti Staphylococcus epidermidis,
s hodnotou MIC 62,5 pM.
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3.4.3 Antifungalni aktivita

Pfi testovani antifungalni aktivity byla pouzita mikrodilu¢ni bujonova
metoda a 4 kmeny kvasinek a 4 kmeny plisni, konkrétné to byly Candida albicans
CCM 8320 (ATCC 24433), Candida krusei CCM 8271 (ATCC 6258), Candida
parapsilosis CCM 8260 (ATCC 22019), Candida tropicalis CCM 8264 (ATCC
750), Aspergillus fumigatus (ATCC 204305), Aspegillus flavus CCM 8363,
Lichtheimia corymbifera CCM 8077 a Trichophyton interdigitale CCM 8377
(ATCC 9533). Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO a zfedény
s kultivanim médiem RPMI 1640 s glutaminem a 2% glukézou, pufrované
na pH 7,0 pomoci kyseliny 3-morfolinpropan-1-sulfunové. Kultivace byla
provadéna ve tmavé a vihké atmosfére pfi teploté 35 + 2 °C. Pozitivni kontrolou
byly testovaci mikroby a negativni kontrolou kultivaéni médium a DMSO.
Jako indikator byl pouzit Alamar Blue (resazurin) a jako standardy amfotericin B

(Sigma-Aldrich) a vorikonazol (Toronto Research Chemicals, Kanada).

Zadna testovana latka nevykazovala vyznamnou aktivitu. Nejvy$si aktivita
byla zaznamenana u PC-L-OBn-Ser-Me, kdy MIC byla 125 uM.

3.4.4 Cytotoxicka aktivita

Cytotoxicita byla zjistovana na lidské bunééné linii jaterniho karcinomu
HepG2 (ECACC, Salisbury, UK), ktera byla kultivovana v MEM (minimalni
esencialni médium) (Sigma-Aldrich) doplnéném o 10% fetalni bovinni sérum
(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko), 1% roztok L-glutaminu
(Sigma-Aldrich) a roztok neesencialnich kyselin (Sigma-Aldrich) ve zvlhéené
atmosfére obsahujici 5 % COz2 pfi 37 °C. Pro vyhodnoceni cytotoxicity byly buriky
oSetfrené testovanymi latkami pouzity jako experimentalni skupina,
zatimco neoSetfené bunky HepG2 slouzily jako kontrolni. Buriky byly naoCkovany
v hustoté 10 000 bunék na jamku v 96-jamkové desticce. DalSi den byly buriky

oSetfeny testovanymi latkami rozpusténymi v DMSO.

Pfi vyhodnoceni byl vyuzit test Cell Titer 96, ktery je zaloZzen na redukovani
MTS  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-
2H-tetrazolium, vnitfni sal) zivymi burikami v prostfedi fenazin methosulfatu
(PMS) 4 na rozpustny formazan, ktery je poté stanoven kolorimetricky

pfi vinové délce 490 nm 4.
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Jako méfFitko cytotoxicity byla pouzita hodnota ICso, neboli stfedni inhibi¢ni
koncentrace. Cim je hodnota ICso nizsi, tim je cytotoxicita vy$si. Celkové toxicita
nasSich latek byla nizka, nejvySSi cytotoxicitu prokazoval PC-L-Trp-Et.
Pro nejaktivnéjSi slouc€eniny byl stanoven index selektivity (Sl), ktery ukazuje,
do jaké miry jsou latky aktivné&jSi proti M. tuberculosis, nez je jejich cytotoxicita
vUcCi lidskym burikam. Sl byl stanoven pomoci rovnice: Sl = ICso (uM) /MIC (uM)
47, Dvé vyznamné aktivni slouceniny PC-L-Ala-Et a PC-D/L-Pgl-Me mély S| >40,

coz naznacuje dobry cytotoxicky profil. (Tab. 5)

Tab. 5 Vypocitany index selektivity (Sl) u nejaktivnéjSich sloucenin proti M. tuberculosis. Slouceniny s
dobrym cytotoxickym profilem jsou vyznaceny Eervene.

Kéd latky HepG2 MIC M. tbc MIC M. tbc Sl (pH 6)
ICs0 (M) | H37Ra (ug/ml) H37Ra (pM)
PC-L-Ala-Et >1000 3,91 18 >57,1
PC-L-Met-Me >100 <3,91 15 6,9
PC-p/L-Pgl-Me >1000 <1,95 <7 >68,5
PC-OBn-Ser-Me 742,3 7,81 25 30,0
PC-L-Tyr-Et 177 1 7,81 25 7,2
PZA 9619,1* <3,91 <31,8 302,9

* prevedeno na UM na zakladé literarni hodnoty 1184,3 + 120,2 ug/ml 48,
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4. Diskuze
Cilem mé prace bylo zjistit moznou antimikrobni aktivitu a jeji zavislost

na vlastnostech sloucenin.

Jak jiz jsem psala na zacatku, tato diplomova prace je soucasti vyzkumu,
ktery se zabyva syntézou novych potencialné aktivnich antituberkulotik.
Na zakladé vysledkd vyzkumu byl publikovan ¢lanek: N-Pyrazinoyl Substituted
Amino Acids as Potential Antimycobacterial Agents — The Synthesis
and Biological Evaluation of Enantiomers,*’

(https://doi.org/10.3390/molecules25071518) ve kterém jsou uvedeny nejen

slouCeniny, popsané v této diplomové praci, ale i dalSi, které byly v ramci

vyzkumu pfipraveny

Nase pfipravené slouceniny by mohly ucinkovat jako proléciva uvolfiujicich POA,
proto bylo ktestovani antimykobakterialni aktivity pouzito mirné kyselé pH
(konkrétné pH 6,0), které je vyzadované pro ucinek PZA/POA. Vysledky byly
porovnany s aktivitou v bézné pouzivaném pH 6,6.
Podle zjisténych hodnot, které jsou uvedeny v tab. 3 a v tab. 4 je vliv
pH na aktivitu podstatny. U vSech sloucCenin, které byly aktivni pfi pH 6, bylo
pozorovano vyznamné snizeni hodnoty MIC (oproti méfeni pfi pH 6,6).
Jelikoz uc€inek pH na aktivitu u ostatnich kment byl mnohem méné vyrazny,
podobné jako u PZA, mohlo by to naznacCovat stejny mechanismus ucinku jako
PZA.

5,5
PC-DIL-Pgl-Me
]
>0 PC-L-Ala-Et PCL-Met-Me A D-volna
PC-L-OBn-Ser-Me _ PC-L-Tyr-Et AMK
—_— 4'5
E ®  D-Me ester
- PC-L-Glu-diEt e D-Etester
O 40
100 pM

= " m o
-
~—= 35 *
=Y =
o aAn ®

3,0 n

A " pL-Me
25 ester
22,5 2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2
log P

Graf 1 Zavislost antimykobakterialni aktivity na lipofilité.
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Dulezitou vlastnosti, ktera ma vliv na aktivitu nasich sloucenin je lipofilita.
Mykobakteridlni membrana obsahuje vysoké mnoZstvi lipidd 2, tudiz se
oCekavala vysSi aktivita u lipofilnich slou€enin, diky lepSimu pronikani
skrz membranu. Tato domnénka se nam potvrdila. Zavislost aktivity na lipofilité

ukazuje graf 1.

Celkové z derivatu stejnych AMK byly nejméné aktivni derivaty s volnou
karboxylovou skupinou, dale methylestery a jako nejucinnéjSi se ukazaly
ethylestery, coz lze pfipsat jejich vySSi lipofilité oproti volnym AMK a
methylesterim. Jako konkrétni pfiklad jsou v tab. 6 uvedeny derivaty alaninu.
Rozdil |ze pozorovat u volné kyseliny PC-L-Ala a ethylesteru PC-L-Ala-Et,
hodnota MIC je u esteru asi 64x nizsi, nez u volné AMK a hodnota log P se liSi
pfiblizné o 0,5.

Tab. 6 Hodnoty MIC a log P derivatu Alaninu

Kod latky MIC M. tbc H37Ra (ug/ml) Log P
PC-pD-Ala 2125 -1,0155
PC-L-Ala =250 -1,0155
PC-pL-Ala-Me 2125 -0,8725
PC-pD-Ala-Et 2125 -0,5315
PC-L-Ala-Et 3,91 -0,5315

Z nasich vysledkl tedy vyplyva, ze derivaty s volnymi AMK nejsou pfilis
ucinné. U methylesterll mizeme pozorovat vyznamnéjsi aktivitu pouze u vice
lipofilnich  slou¢enin  (PC-L-Met-Me, PC-D/L-Pgl-Me, PC-L-OBn-Ser-Me.
VySSi aktivita byla zaznamenana také u vétSiny derivati aromatickych AMK.

Celkové nejvyssi aktivitu vykazovala slou¢enina PC-D/L-Pgl-Me.

Mimo lipofilitu mdze hrat vyznamnou roli také enzymova substratova
specifita, ktera byla jiz u nékterych mikroorganismu zjisténa. VétSina pfirozené
se vyskytujicich proteini a peptidi je syntetizovana vyhradné z L-AMK,
ale objevuji se i biologické systémy, ve kterych b-AMK hraji dlleZitou roli 4°.
Ve studii publikované roku 1995 byla zkoumana a prokazana substratova
specifita u dipeptidazy produkované Acinetobacter calcoaceticus °. Na téma
allosterické regulace L- a D-aminokyselin u M. tuberculosis byla provedena studie
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z roku 2016, ve které byly porovnavany L- a D-enantiomery (konkrétné L-Phe,
D-Phe, L-Tyr, D-Tyr, L-Trp a D-Trp). V této studii vysSi odpovédi dosahovaly

L-enantiomery 4°.

Na graf 1 Ize pozorovat, Ze i u nasSich pfipravenych sloucenin jsou vice
aktivni L-derivaty. To by mohlo znamenat pfitomnost specifického cile uvnitf
buriky, nebo vysSi afinitu mykobakterialni amidazy a tim rychlejSi hydrolyzu
amidové vazby L-izomeru. V tab. 6 je vidét velky rozdil v hodnotach MIC
u PC-pD-Ala-Et a PC-L-Ala-Et. U smési enantiomerd PC-D/L-Pgl-Me neni mozné
pripsat aktivitu konkrétnimu enantiomeru, jelikoz ale fenylglycin neni pfirodni

AMK, tak je mozné, Ze je aktivita vazana na oba enantiomery.

NasSe vysledky vSak ukazuji, Ze jsou i pfipady, kdy je D-enantiomer
aktivnéjSi nez L-enantiomer. U derivatd PC-D-Trp-Et a PC-L-Trp-Et ma nizsi
hodnotu MIC D-derivat, ackoliv aktivita neni ani u jednoho pfiliS vyznamna.
DalSim pfipadem, kdy ma D-derivat vysSi aktivitu je PC-D-OtBu-Thr-Me a
PC-L-OtBu-Thr-Me. Zde ma D-enantiomer vyraznéji nizSi hodnoty
MIC (62,5 pg/ml oproti 2500 pg/ml) ackoliv ani zde to neni pfili§ vyznamna

aktivita. Duvody téchto preferenci jsou neznamé.

VySe uvedené vysledky naznacuji, Zze pfi mirné kyselém pH jsou aktivni
spiSe lipofilni L-derivaty. Aby se dal tento vztah struktury a ucinku potvrdit,
je nutné pfipravit vice derivatd se zaméfenim na rozdilnost aktivity mezi rGznymi

enantiomery stejnych estert a mezi riznymi estery stejné AMK.

Na zavér Ize konstatovat, ze nejaktivnéjSimi slouc¢eninami (PC-L-Ala-Et,
PC-L-Met-Me, PC-D/L-Pgl-Me, PC-L-OBn-Ser-Me, PC-L-Glu-diEt a PC-L-Tyr-Et)
jsou lipofilni latky a az na PC-D/L-Pgl-Me jsou to v8echno L-enantiomery.
Kromé vyznamné aktivity maji slouc¢eniny PC-L-Ala-Et, PC-D/L-Pgl-Me a PC-L-
OBn-Ser-Me také dobry cytotoxicky profil.
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5. Zaver

V této diplomové praci bylo uvedeno 23 derivatu, které obsahuji
pyrazinamid a AMK a jejich methyl- nebo ethylestery. Tyto slou€eniny vznikly
po pfidani AMK k pyrazin-2-karboxylové kyseliné a CDI (postup popsan vyse).
U v8ech sloudenin bylo provedeno 'H a 3C NMR, IC a MS spektrometrie.
U pevnych latek byly zméfeny i teploty tani. VeliCina popisujici lipofilitu — log P
byla vypocitana v programu MOE 2019.0101. VSechny tyto pfipravené latky byly

otestovany na antimykobakterialni, antibakterialni a antifungalni aktivitu.

Zadna zlatek nevykazovala vyznamnou antifungalni  aktivitu.
Antibakterialni aktivita proti Staphylococcus aureus byla zaznamenana u derivatu
PC-L-OtBu-Thr-Me s hodnotou MIC 31,25 pg/ml. Ostatni latky Zadnou dalSi
aktivitu nevykazovaly. Hlavni testovani bylo zaméfeno na antimykobakterialni
aktivitu, kdy byla zaznamenana vysoka aktivita zejména proti Mycobacterium
tuberculosis H37Ra. V bézné uzivaném pH 6,6 byly sloucCeniny inaktivni,
vyznamné&jsi hodnoty MIC meél pouze PC-MeAcr. Pfi mirné kyselém pH 6
vykazovalo vysSi aktivitu Sest slou¢enin — PC-L-Ala-Et, PC-L-Met-Me, PC-D/L-Pgl-
Me, PC-L-OBn-Ser-Me, PC-L-Glu-diEt a PC-L-Tyr-Et.

Celkové Ize fici, ze vS8echny derivaty volnych AMK byly neaktivni.
Dle naSich vysledkl aktivita byla vazana na slouceniny s vySSi lipofilitou a
enantiomerické usporadani — vysSi aktivitu vykazovaly L-derivaty. U aktivnich
latek byly zjiStovany i cytotoxické ucinky, nejlepsSi cytotoxicky profil vykazovaly
latky PC-L-Ala-Et, PC-D/L-Pgl-Me a PC-L-OBn-Ser-Me. Tyto latky by se tak mohly

stat predmétem dalSiho vyzkumu.
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