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Abstrakt

SYNTEZA A HODNOCENi N-PYRIDYLBENZAMIDU JAKO
POTENCIALNICH ANTIMIKROBNICH SLOUCENIN

Eliska Suchankova
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova, Ceské republika

Derivaty N-pyridylbenzamidu byly navrzeny a ptipraveny pro in vitro testovani jejich
antimykobakteridlni aktivity proti Mycobacterium tuberculosis H37Ra, M. smegmatis,
M. aurum a in vitro cytotoxicity u HepG2 bunécné linie. Tyto slouceniny jsou pyridinova
analoga dfive pfipravenych N-pyrazinylbenzamidi, které vykazovaly vyznamnou in vitro
antimykobakteridlni aktivitu. Latky byly syntetizovany acylaci aminopyridinu nebo
chlorpyridin-2-aminu vybranymi benzoylchloridy.

Finalni slou¢eniny byly popsany pomoci elementarni analyzy, teplot tani, '"H a 13C
spektry a IC spektroskopii.

Obecné, pripravené slouceniny vykazuji niz$i antimykobakterialni aktivitu nez
diive hodnocené N-pyrazinylbenzamidy. Nicméné jsou piipady, ve kterych byly derivaty
pyridinu v porovnéni s pyrazinovymi derivaty U¢inngj$i; pfedevsim proti M. smegmatis.
Nejlepsi aktivita byla prokdzana u derivati odvozenych od 2-amino-6-chlorpyridinu
a substituovanych benzoylchloridl, coz odpovida i vyssi lipofilité téchto latek; konkrétné
nejucinnéjsi je  N-(6-chlorpyridin-2-yl)-4-methylbenzamid (JZ-EV 14) s MIC
15,625 pg/ml (63,4 uM) proti Mtb H37Ra a 31,25 ng/ml (126,7 uM) proti M. smegmatis.
Bohuzel derivaty N-pyridylbenzamidu s lepsi antimykobakterialni aktivitou vykazuji
v porovnani s N-pyrazinylbenzamidy také pomérné vysokou in vitro cytotoxicitu

(SI < 10) u HepG2 bunécéné linie.



Abstract

SYNTHESIS AND EVALUATION OF N-PYRIDYLBENZAMIDES AS
POTENTIAL ANTIMICROBIAL COMPOUNDS

Eliska Suchankova

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Charles University, Czech Republic

The derivatives of N-pyridylbenzamide were designed and synthesized to be in vitro
tested for antimycobacterial activity against Mycobacterium tuberculosis H37Ra,
M. smegmatis, M. aurum and in vitro cytotoxicity in HepG2 cells. These compounds are
pyridinyl analogues of previously prepared N-pyrazinylbenzamides that have shown
a significant in vitro antimycobacterial activity. The title compounds were synthesized by
acylation of aminopyridine or chloropyridine-2-amine by selected benzoyl chlorides.

Final compounds were described by elementary analysis, melting point, 'H and
13C spectra and IR spectroscopy.

Generally, prepared compounds possess lower antimycobacterial activity than
previously tested N-pyrazinylbenzamides. However, there are some cases, in which the
derivatives of pyridine were more effective compared to the derivatives of pyrazine;
mainly against M. smegmatis. The best antimycobacterial activity was proved for
derivatives of 2-amino-6-chloropyridine and substituted benzoyl chloride, corresponding
with higher lipophilicity of these compounds; specifically the most effective one is N-(6-
chloropyridin-2-yl)-4-methylbenzamide ~(JZ-EV ~ 14) with MIC 15,625 pg/ml
(or 63,4 uM) against Mtb H37Ra and 31,25 pg/ml (or 126,7 pM) against M. smegmatis.
Unfortunately, the derivatives of N-pyridylbenzamide with better antimycobacterial
activity have also relatively high in vitro cytotoxicity (SI < 10) in HepG2 cell line

compared to N-pyrazinylbenzamides.



Seznam pouzitych zkratek

ACP
AIDS

ATP
BCG
CDCI3
Clog P
CNS
CPX
CT
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DCM
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DNA
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EKG
EMA
EtOAc
FDA
HDACI
HIV
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log P
MDR-TB
MIC
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NMR
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rozdélovaci koeficient pro ionizovatelné slouceniny mezi n-oktanol a vodu
TB rezistentni k isoniazidu a rifampicinu (Multi-Drug Resistant TB)
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magnetickd rezonance

Mycobacterium tuberculosis
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nikotinamidadenindinukleotid
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NU nezadouci ucinek

POA kyselina pyrazinova

QAPRT4za fosforibosyltransferaza kyseliny chinolinové

RIF rifampicin

RNA ribonukleova kyselina

RR-TB (Rifampicin Resistant TB)

SI index selektivity

TB tuberkuloza

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatogpraphy)
TMS tetramethylsilan

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

XDR-TB (Extensively-Drug Resistant TB)



1. Cil prace

Cilem naSi prace je syntéza série derivati N-pyridylbenzamidu (obr. ¢. 1), izoster
odvozenych od dfive pfipravenych N-pyrazinylbenzamidi vykazujicich urcitou
antimykobakterialni aktivitu in vitro.!

Ptipravené slouCeniny budou analyticky charakterizovany (teplota tani,
elementarni analyza, IC spektrum, '"H NMR a C NMR spektrum) a budou pro né
vypocteny hodnoty dekadického logaritmu rozdélovaciho koeficientu (log P, Clog P).

Po in vitro testovani antimikrobni aktivity ndmi nasyntetizovanych sloucenin proti
Mycobacterium tuberculosis H37Ra, M. smegmatis, M. aurum a posouzeni jejich in vitro

cytotoxicity bude nasledovat vyhodnoceni vztahu struktura-ucinek.

R1

R1 R'=H, CI
R? = H, 2-Cl, 4-CH,3

Obr. ¢. 1: Derivaty N-pyridylbenzamidu



2. Teoreticka Cast

2.1  Tuberkuloza (TB)

Vysoce nakazlivé infek¢ni onemocnéni, ve spousté piipadech piebyvajici v latentni
formé, prenosné vzduchem pouhym zakaslanim nemocného, ptipadné pfimym kontaktem
s nemocnym, jedna z 10 nejcastéjSich pricin imrti na svété, mezi infekcemi dokonce
nejsmrtelnéjsi (spoleéné s HIV/AIDS?) — to vse charakterizuje tuberkulézu.

2.1.1 Co za nemoc muze

Pivodcem tohoto onemocnéni jsou aerobni, tedy na kysliku zavislé bakterie souhrnné
oznacované jako Mycobacterium tuberculosis complex, jejimiz nejcastéjSimi zastupci
jsou Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium canetti, Mycobacterium microti a dal§i. Jedna se o G+ bakterie,
tyckovitého tvaru, které jsou specifické pro pritomnost velkého mnozstvi proteint,
polysacharidl (napf. arabinogalaktanu navazaného na vrstvu peptidoglykanu) a lipidd,
zejména mykolovych kyselin kovalentné vazanych k arabinogalaktanu v bunééné sténé,
coz zpusobuje jeji nepropustnost pro Gramovo barveni — i piesto jsou zafazovany mezi
G+ bakterie diky absenci vné¢jsi bunééné membrany. Bohaty obsah latek v bunééné sténé
je také pficinou jeji nizké propustnosti, a tudiz pomémé casté rezistence k lé€ivim,
zarovei to miize byt i diivod vysoké virulence.*”

Vedle TB a ji zpisobujicich typickych patogennich bakterii existuje fada
netuberkuloznich mykobakterii, které¢ vyvolavaji rovnéz plicni ¢i mimoplicni
onemocnéni oznaCované jako mykobakteridzy. Mezi tyto atypické mykobakterie patii
naptiklad komplex M. avium-intracellulare, M. kansasii, M. gordonae, M. scrofulaceum
i M. szulgai®
2.1.2 Jak nakaza probiha
K ptenosu bakterie od nemocného jedince dochazi nejcastéji kapénkovou cestou nakazy
— vstupni branou infekce jsou dychaci cesty. Po vdechnuti bakterie dochazi k jejimu
pohlceni makrofagy v plicnich alveolach, hromadéni T-lymfocytd a vzniku granulomu,
zanétlivého loziska. Tento proces se odehrava v rdmci primarni infekce, ktera byva ¢asto
asymptomatickd a bez vyraznégjSich nésledkli — bud’ imunitni systém bakterie zlikviduje
nebo se zapouzdii a nadale piebyvaji v latentni formé. Pravé T-lymfocyty v misté zanétu
jsou po ¢ase zodpoveédné za tuberkulinovou reakci, znak ziskané imunity. Avsak po urcité
dobé muze dojit k reaktivaci primarni infekce a propuknuti postprimérni tuberkulédzy.

Impulsem je bud’ inhalace novych mykobakterii nebo oslabeni organismu riznymi
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faktory, jako jsou malnutrice, alkoholismus, koufeni ¢i té¢hotenstvi. V této fazi dochézi
k destrukci plicni tkdn¢ a erozi malych cév, coz je pfi¢inou nasledné hemoptoe.
Sekundarni infekce se tyka cca 5-10 % nakaZenych a tato faze uz je nebezpecnd 1 pro
okoli nemocného, protoze pouze ¢lovek s aktivni formou TB miize byt zdrojem nakazy.
Mezi ohrozené jedince patii predevSim ti s oslabenou obranyschopnosti imunitniho
systému, to znamend pacienti s HIV/AIDS, diabetem mellitem, onemocnénim jater,
probihajici virovou infekci nebo 1é¢eni glukokortikoidy.”®

2.1.3 Jak se nemoc projevuje

Na rozdil od primarni infekce lokalizované zejména v plicich, pfipadné pfenosem
lymfogenni cestou v nejblizS§ich lymfatickych uzlindch, se sekundérni infekce muze
rozsifit do celého téla, at’ uz krevnim ob&hem ¢i lymfatickym systémem, a poté hovotime
o mimoplicni TB. Pii ni dochdzi k postizeni jednotlivych organti, podle ¢ehoz mizeme
rozliSovat n¢kolik poddruhli  extrapulmonalni TB, v nékterych ptipadech
1 s charakteristickymi symptomy — lymfadenitida pii zasazeni miznich uzlin s typicky
zvétSenymi uzlinami, tuberkuldza kosti a kloubli provazena bolestmi, snizenou pevnosti
kosti, otoky kloubli a omezenou pohyblivosti, tuberkul6za centralni nervové soustavy
s bolestmi hlavy, zménami osobnosti, meningismem, dale tuberkul6za traviciho traktu
a s ni spojené bolesti biicha, prijem, krev ve stolici ¢i tuberkuloza urogenitalniho traktu
zapiicitujici dysurii a hematurii.’

Vétsina nakaZzenych ma vSak pulmonalni formu TB, kterd se projevuje jak
nespecifickymi symptomy, napi. horeckou, chronicky trvajici tnavou, poklesem fyzické
vykonnosti, ubytkem na véze, nechutenstvim nebo pocenim v noci, tak pro TB
specifickymi piiznaky, konkrétné¢ vykaslavani, bolest na hrudi a v pozdéjsich stadiich
hemoptyza az hemoptoe.

2.1.4 Jak s jistotou diagnostikovat TB

Jakmile se tedy objevi pacient s vySe uvedenymi projevy, mélo by byt provedeno
komplexni vySetfeni lékafem; jako u témét kazdé nemoci je zdkladem uspéSné 1écby
vCasna diagnostika a spravné nasazena antituberkulozni terapie. Pro diagnostiku latentni
pacienta s bakterii a nasledné vytvoreni specifické imunity. V tomto ptipadé€ je vhodné
provést dal§i vySetfeni pro vyloudeni aktivni TB!® — diileZitd je podrobnd anamnéza,
skiagram hrudniku, zobrazovaci metody jako napf. CT a MR u mimoplicni formy TB pro

identifikaci 1ézi v mozku, kostech & jinych organech,!' a nezbytné je laboratorni
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mikrobiologické vySetfeni. Biologickym materidlem odebiranym pro testovani byva
nejcasteji sputum, pleuralni vypotek ¢i aspirat, v ptipadé podezieni na mimoplicni formu
TB se vysetiuje v zavislosti na lokalizaci mozkomisni mok/menstruacni krev/stfedni
proud moci/stolice aj. Doplitkové miize byt provedeno i vySetieni histopatologické, pii
kterém se hodnoti vzorek tkané =ziskany biopsii na (ne)pfitomnost granulomu
a M. tuberculosis.®

Jak jiz bylo zminéno dfive, bunécnéd sténa mykobakterii je nepropustna pro
Gramovo barveni, proto je k jejich detekci s vyhodou vyuzivano Ziehl-Neelsenovo ¢i
fluorescencni barveni, po kterém lze pod mikroskopem pozorovat bakterie jako
acidorezistentni tycky — vysledky vySetteni jsou v tomto ptipadé dostupné jiz béhem par
hodin. Mezi dalsi moZznosti rychlé detekce patii molekuldrné biologické metody, kterymi
jsou napiiklad polymerazovéa tetézova reakce ¢i ligdzova fetézovd reakce pomoci
genetickych sond a déale sem fadime urychlené kultivaéni testy zalozené na detekci
spoteby kysliku rostoucich mykobakterii ¢i detekci metabolickych produkti béhem
jejich rlstu. Pro potvrzeni pfitomnosti a ur€eni druhu mykobakterie musi byt vSak
vSechny vysledky ztéchto rychlych vySetieni jesté oveéfeny provedenim kultivace
materidlu na specialnich zivnych ptidach. Jelikoz mykobakterie ma na rozdil od ostatnich
bakterii dlouhou genera¢ni dobu — déli se jednou za 24 hodin — je to dlouhodobéjsi proces.
Kultury bakterii se odecitaji po 3, 6 a 9 tydnech, nasledné¢ je potvrzena
pfitomnost/nepfitomnost a  pifipadné¢ citlivost —mykobakterii na  zakladni
antituberkulotika.® '-1?
2.1.5 TBv dislech
KazZdoro¢né jsou takto diagnostikovany miliony novych piipadd tuberkul6zy po celém
svét¢ — konkrétné by se dala situace shrnout nasledovné: podle nejnovéjSich udaji
zvetejnénych WHO je aZ ¢tvrtina svétové populace nakazena mykobakterii, jen za rok
2018 piibylo cca 7 000 000 novych potvrzenych ptipadl, plus dalsi 3 miliony jsou
odhadovany bez ovétujiciho vysetfeni.? Onemocnéni v§ak ziistava u vétsiny nakazenych
v latentni formé, a tak se za cely zivot doty¢ného nemusi nijak projevit; uvadi se, Ze pouze
u 10% nositeld bakterie propukne v aktivni infekci.!* Tuberkuldéza se tyka vsech
vékovych kategorii obou pohlavi, dle statistik z roku 2018 bylo nejvice nakazenych mezi
muzi nad 15 let (57 %), dale byly Zeny ve véku nad 15 let (32 %) a 11 % citaly déti do
15 let.
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Béhem roku 2018 nemoci podlehlo 1,5 milionu pacientt, coz je sice o 100 tisic
mén¢ nez v predchazejicim roce, pfesto vSak TB stale figuruje na ptfednich ptickach
zebiitku smrticich infekci.?

Nejvetsim problémem zlistava TB predevsim v jihovychodni Asii (44 %), Africe
(24 %) a oblasti zapadniho Pacifiku (18 %), z jednotlivych zemi mluvime konkrétné
o Indii, Cing&, Indonésii, Filipinach, Pakistanu, Nigérii, Bangladési a statech jizni Afriky
(obr. €. 2).

V mensi mife se TB vyskytuje v zemich Stfedniho vychodu (8 %), americkych
(3 %) a evropskych statech (3 %). V Ceské republice bylo v roce 2018 evidovano 444
nakazenych TB.?

Estimated TB incidence in 2018, for countries with at least 100 000 incident cases

! o o
Number of /e - . —gﬁ’ f‘—/-?/—t I
incident cases ' ’ > India l\\‘f "w’i'ﬁ -L.Ia,.(s}f 2
J , ' ks ~
o 100 000 Bangladesh ~— s “R& o e
° 500 000 t

Indonesi e
\

South Africa %
o &

Obr. & 2: Incidence TB v roce 2018, prrevzato z WHO? pod licenci CCBY-NC-SA3.0IGO;

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/igo

Délka terapie je minimalné 6 mésict v ptipadé TB reagujici na l1éciva 1. volby
(DS-TB) a az 24 mésici (nékdy i vice) u pacientli s multirezistentni TB (MDR-TB). Pro
zajimavost z poslednich statistik (2018): péce o pacienta s DS-TB vysla v priméru na

973 USD, u pacienta s MDR-TB stila 6430 USD.?

Dulezitym krokem k redukci poctu ptipadi je sniZeni rizikovych faktori jako je koufeni,

diabetes, infekce HIV aj. podporujicich ndkazu a rozvoj TB z latentni do aktivni formy,
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dale ockovani, v€asna diagnostika nemoci a predev§im spravné zvolend 1écba

u nakazenych pacientti.?

2.2 Ockovani

Mezi preventivni opatfeni do jist€é miry zabranujici rozvoji tuberkulozy patii BCG
vakcinace novorozenci.'* Pro o¢kovani se pouziva oslabeny kmen M. bovis a nasledné
ziskana imunita zodpovida za rychlejsi a intenzivnéjsi reakci.’ BCG vakcina, zatim jako
jedina schvélena, je dobra pfedevsim na ochranu pted zavaznymi typy TB u déti a WHO
ji doporuéuje zejména v zemich s vysokou incidenci TB.2 V CR bylo povinné ockovani

do roku 2010, nyni se provadi jen u rizikovych skupin déti.

2.3 MozZnosti 1é€by

Léky na TB jsou déleny do dvou hlavnich tfid; tzv. 1 linie je tvofena léCivy uzivanymi
ve vétsSing pripadd, a to predevsim diky jejich vysoké Gi¢innosti a zaroven piijatelnému
stupni toxicity. 2. linie antituberkulotickych 1é¢iv zahrnuje zastupce vhodné pro 1écbu
rezistentnich forem TB nebo pacient, u kterych jsou léky 1. linie kontraindikovény;
nevyhodou této skupiny je niz$i u¢innost a vyssi frekvence nezadoucich uginki. "

2.3.1 Prvni linie

Prehled a stru¢na charakteristika 1é¢iv:
Isoniazid,
chemicky hydrazid kyseliny isonikotinove,
je doposud nejucinngj$i antituberkulotikum
zahrnuté v kazdé antituberkulotické

terapii.'® Je U¢inny jak na M.tuberculosis,

2T

tak na netuberkul6zni mykobakterie.

“SNH
2 Mistem jeho G€¢inku je bunécéna sténa
mykobakterie, ve které inhibuje syntézu
mykolovych  kyselin  prostfednictvim

blokady enzymu katalyzujiciho

\

N prodluZovani jejich fetézce. Isoniazid je
totiz prolécivo, z nc¢hoZ se pisobenim
mykobakterialniho enzymu

kataldzy/peroxidazy odstépuje hydrazidova
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skupina za vzniku isonikotinoylového radikélu, ktery tvoii komplex s NAD+ a ten je
velmi silnym inhibitorem NADH-dependetni enoyl-ACP reduktdzy, ktera za normalnich
okolnosti katalyzuje biosyntézu mykolovych kyselin bunééné stény.!’-1

V ptipad¢ jeho podani v monoterapii hrozi vznik rezistence (coz se netyka
profylaktického podani pfi latentni TB).® Nejvétsim problémem pii 1é¢bé isoniazidem
muze byt jeho hepatotoxicita (vétSina se metabolizuje acetylaci v jatrech) a neurotoxicita

zpusobena potlacenim funkce vitaminu Be, proto je béhem 1éCby dulezitd jeho

suplementace.

Ethambutol,

derivat ethylendiaminu,
podobné jako isoniazid

ucinkuje v bunééné

ZT

stéen¢  mykobakterie,

Ir=z

avSak troSku jinym
mechanismem —
T HO

narusuje jeji  tvorbu

zasahem  do syntézy

cukerné slozky pomoci inhibice polymerace arabinosy na arabinan. Plsobi na
M. tuberculosis i na netuberkuloidni kmeny mykobakterii.®> Oproti isoniazidu neni tak
i¢innym antituberkulotikem, avsak v kombinaci s ostatnimi snizuje jejich toxicitu.'® Jeho

vyhodou je pfedevsim absence hepatotoxicity, mize se ale objevit retrobulbarni neuritida

s poruchami vidéni ¢i hyperurikémie. 6
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Rifampicin,

lé¢ivo inhibujici DNA-dependentni RNA-polymerazu bakterii, ¢imZ naruSuje syntézu
nukleovych kyselin a proteinl, je antibiotikum ucinné zejména na 1écbu infekei
zpisobenych M. tuberculosis, M. leprae a kromé nich i stafylokokovych infekci. Musi
byt podavan v kombinacni 1écbé k prevenci vzniku rezistence. Pozorovatelnym
nezadoucim ucinkem byva oranzovo-Cervené obarveni télnich tekutin (slz, slin a moci)
a také mirna hepatotoxicita. Pro pacienty uzivajici dalsi Iéky, napft. statiny ¢i peroralni
kontracepci, mize byt nepiijemnou komplikaci také indukcni potencial rifampicinu na
metabolizujici enzymy a P-glykoprotein, ktery zapti¢inuje snizeni €inku t€chto soucasné

uzivanych 1é¢iv.3
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Pyrazinamid,

amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny,
v porovnani s ostatnimi
antituberkulotiky 1. linie méné
ucinnéjsi 1€k, lze uzit jen pii infekci
M. tuberculosis. Jedna se o prolécivo,
které musi byt nejdiive pfeménéno na
svlj aktivni  metabolit  kyselinu

pyrazinovou (POA), k ¢emuz dochazi

uvnitt mykobakterie piisobenim enzymu pyrazinamidazy (schéma ¢. 1).!” Plivodni teorie

uvadéla, ze podani pyrazinamidu je vhodné zejména v uvodni fazi 1é€by na usmrceni

mykobakterii pohlcenych makrofagy, uvnitt kterych je kyselé pH; v pozd¢jsich fazich se

stoupajicim pH vlivem odeznivajiciho zdnétu se podle ni pyrazinamid stava neti¢innym.

20

Nové dikazy vSak naznacuji, ze pyrazinamid je ucinny i pfi neutrdlnim pH. Zaroven

zUstava neobjasnén piesny mechanismus ucinku POA — nejnovéjsi poznatky zmifuji

vazbu POA na enzym aspartat dekarboxyldzu, ¢imZ naruSuji syntézu koenzymu

A nezbytného pro metabolismus mastnych kyselin.?!*> Mezi hlavni nezadouci ucinky

pyrazinamidu patii porucha jaternich funkci, nauzea, myalgie a hyperurikémie.® 2°

Z kombinace struktur pyrazinamidu a isoniazidu vychazi nami nové¢ ptipravované latky.

[ j)‘\ yraz1nam1daza

Schéma ¢. 1: Metabolizace pyrazinamidu na POA pusobenim pyrazinamiddzy
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2.3.2  Druha linie
Ptichdzi na fadu v pfipad¢ rezistence mykobakterii na 1é¢iva 1. linie:

Streptomycin bylo viibec prvni antibiotikum pouzivané proti Mycobacterium
tuberculosis. Cilem pusobeni jsou ribozomy, ve kterych inhibuje syntézu proteini
mykobakterie.?® Jeho nadmérné uzivani v monoterapii vedlo rychle k rozvoji rezistence
a kvili zavaznym NU (ototoxicita, nefro- a neurotoxicita) nachazi uplatnéni piedevsim
pii 1é¢bé recidiv TB.?°

Dalsimi pouzivanymi aminoglykosidovymi antibiotiky jsou kanamycin
a amikacin se stejnym MU i NU jako ma streptomycin. Inhibici proteosyntézy ptisobi
rovnéZz cyklické peptidové antibiotikum kapreomycin.®

Cyklicky analog D-alaninu cykloserin ucinkuje v mykobakterii na zakladé
podobnosti s touto aminokyselinou. Zplsobuje blokadu enzymt dillezitych pro syntézu
peptidoglykanti, ¢imz narusuje tvorbu bunécné stény. Jeho vyuziti je vSak znacné
omezené kvili relativng ¢astym poruchdm CNS. !> 16,24

Ethionamid, chemicky thioamid kyseliny nikotinové, je podobny isoniazidu
nejen strukturng, ale i mechanismem Uc¢inku. Prolé€ivo aktivované monooxygenazou
EthA inhibuje ptfes vznikly adukt ETH-NAD enoyl-ACP reduktdzu, ¢imz zastavuje
syntézu mykolovych kyselin a tim brani vystavbé bun&ené stény.'® 2>2° Pouziva se
v kombinaéni 16¢b& na multirezistentni kmeny mykobakterii. Analogickym MU piisobi
i prothionamid, ktery ma zaroveti i podobné vedlejsi u¢inky jako ethionamid.?’

Para-aminosalicylova Kkyselina je v porovnani s ostatnimi léivy méné ucinna
ajsou uni pomémé Casté gastrointestinalni NU. Jednd se o selektivni antimetabolit
zasahujici do syntézy kyseliny listové v mykobakterii na zaklad¢ jeho strukturni
podobnosti s prekursorem folatu kyselinou para-aminobenzoovou.?® V dnesni dobé je
jeji vyuziti minimalni.

VéEtsi skupinu 1€€iv pro terapii TB predstavuji fluorochinolony. VSechny plisobi
inhibici syntézy DNA blokddou enzymu gyrazy zodpovédného za spravny prabéh
replikace DNA. Pii 1écbé TB se v posledni dobé jevi jako nejvhodnéjsi zéstupci

levofloxacin, gatifloxacin a moxifloxacin.?*-°

Nové schvalend lé€iva pro lécbu multirezistentni tuberkuldzy jsou bedachilin

a delamanid, limitaci jejich pouziti je vSak vysokd cena a vzdy musi byt soucasti

kombinaéni terapie. Doba podéavani se pohybuje okolo 6 mésici a v ptipadé obou 1éCiv
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je vhodné monitorovat EKG, protoze maji potencial prodluzovat QT interval.?® 3!
Bedachilin, strukturné diarylchinolin, inhibuje mykobakterialni enzym ATP-syntazu,
ktery je diileZity pro tvorbu energie v bakterii.>? Kromé jiz zminéné kardiotoxicity mtize
rovnéz neptiznivé ovliviiovat jaterni funkce; navic jeho metabolizace N-demethylaci
pomoci enzymi CYP 450 zvySuje riziko interakci s ostatnimi  léky
indukujicimi/inhibujicimi tyto enzymy.** FDA schvalila bedachilin v roce 20123* a na
doporuc¢eni WHO je s vyhodou pouzivan u lécby MDR- 1 XDR-TB. Druhy uvedeny
delamanid (schvaleni EMA, 2014°") ma v porovnani s bedachilinem méné studii
o Gicinnosti;** spi§ nez u extensivné rezistentnich kmenti mykobakterii je vyuzivan pfi
1é¢bé MDR-TB. Strukturou se jedna o nitroimidazol, ktery inhibuje syntézu mykolovych
kyselin.*>

2.3.3 'V klinickém hodnoceni

Dalsim nitroimidazolem, ktery in vitro a in vivo vykazoval aktivitu proti M. tuberculosis
a nyni je pfedmétem klinického vyzkumu je pretomanid.¢

Moznost 1¢cby MDR a XDR-TB je diskutovana i u oxazolidinonovych antibiotik
linezolidu, sutezolidu a kontezolidu, inhibujicich syntézu bilkovin vazbou na
podjednotku ribozomu 50S. Spektrum ucinku linezolidu zahrnuje predevsim G+ bakterie
véetné rezistentnich kmeni, jeho nevyhodou je vSak pii dlouhodobém podéavani projev
zdvaznych NU, kterymi jsou anémie, trombocytopenie a periferni neuropatie. Pfesto uz
je v postupech WHO zatazen mezi 1éky volby v ramci 1é¢iv 2. linie.’’ Sutezolid ma
dokonce podle dosavadnich studii kromé& vysoké Gi¢innosti i dobry bezpeénostni profil,*®
stejné jako kontezolid v prvni fazi klinického hodnoceni.*

Zatim nad&né, v druhé fazi klinického testovani, vypadd i nova molekula
objevena pomoci kombinatoridlni chemie s farmakoforem diaminu vyskytujiciho se
i v molekule ethambutolu®® — jedna se o SQ109, ethylendiamin, jehoz mistem u&inku
v mykobakterii je transportér uréeny pro v€lenéni mykolovych kyselin do bunécné
stény. 3540

U makrolidu, hojn¢ vyuzivanych pii 1é¢bé infekci dychacich cest, je v posledni
dob¢ také zjistovana vyznamnéjsi aktivita proti M. tuberculosis a v soucasnosti se budou
zkouset na lécbu MDR-TB. Konkrétné¢ se jedna o dirithromycin, telithromycin,
azithromycin a erythromycin; av§ak podle WHO je jejich G€innost na M. tuberculosis

zanedbatelna.>®
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2.4 Prube¢h 1éCby

Lécba tuberkulozy je dlouhodoba, kombinovana a kontrolovana. Minimalni Gi¢inna doba
podavani antituberkulotik je 6 mésict.'* Volba rezimu 1éby zaleZi na tom, zda se jedna
o prvni setkdni organismu s bakterii, ¢i o recidivujici infekci TB nebo vici kterym
1é¢ivim je mykobakterie rezistentni.

Zékladni schéma terapie probiha ve 2 stupnich, prvni faze (inicidlni) je tvoiena
kombinaci 4 1éCiv vjedné ranni davce, konkrétné¢ isoniazidem, rifampicinem,
ethambutolem a pyrazinamidem, piipadné mohou byt doplnéna jesté o streptomycin,
a trva pfiblizn¢ 2 mésice. M¢la by probihat za hospitalizace pacienta a jeho izolace az do

doby prokdzdni nepfitomnosti bakterie kultivaénim vySetfenim.*!

Dale jiz
v ambulantnich podminkach nésleduje pfiblizné¢ po dobu 4 meésicti faze pokracovaci
sestavajici z dvojkombinace 1€éCiv isoniazid/rifampicin, v pfipadé vétsiho rizika
trojkombinace isoniazid/rifampicin/ethambutol.* Nagasovéani uzivani téchto 1é¢iv na rano
— konkrétn€ na la¢no — je velmi dilezité, nebot’ jejich vstiebavani mize byt snizeno
vlivem pfitomnosti potravy a nemusi tak byt dosaZzeno pozadovaného ucinku.

2.5 Rezistence

Problém nastava u multirezistentni TB (MDR-TB), zdvazné formy vyvolané bakteriemi
rezistentnimi na dvé nejucinnéjsi antituberkulotika rifampicin a isoniazid. Jesté vétsi
komplikaci piedstavuje extensivné rezistentni TB (XDR-TB), pii které jsou
mykobakterie rezistentni vuc¢i rifampicinu, isoniazidu, jednomu z fluorochinolonti
a injekéné podavanému 1é¢ivu z 2. linie (kanamycin, amikacin, kapreomycin).*?

Jakmile je u pacienta podezieni na nektery z typl rezistentni TB, musi byt pii
volb¢ dalSiho postupu 1écby zndma vSechna doposud jim uZivana antituberkulotika —
zadné z nich uz by nemélo byt soucasti dalsi terapie.

V piipadé MDR-TB by mély byt do terapie nasazeny alesponl 4 1é¢iva z 2. linie
(fluorochinolon + injek¢ni 1é¢ivo 2. linie + oralné podavana 1é¢iva 2. linie; piipadné
pyrazinamid), u XDR-TB jsou moZnosti velmi omezené a volba 1é¢iv individualni.*

U rezistentnich forem TB trvd 1écba vzhledem k nizkému sterilizaénimu

11, 14

potencidlu dostupnych 1é¢iv 24 mésich i déle a ve spousté procentech je nelispésna,

konéici smrti.

Mezi nejcastéjsi priCiny vzniku rezistence patii neuplna, neadekvatni a nepravidelna

1é¢ba;*® velkou roli miize hrat i non-adherence pacienta k terapii.** Na rlist po¢tu piipadi
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rezistentni TB ma do jisté miry vliv i troveil zdravotnickych systémi ve svété a samotna
nékaza jiz rezistentnimi kmeny mykobakterii v populaci.®’

Zvysujici se rezistence viuci dosavadnim IéCiviim, nutnost Ctyf- az Sesti-kombinacéni
terapie, délka 1écby a tim rostouci noncompliance pacienta a vyskyt mnohdy zédvaznych
nezadoucich U¢inkd jsou divodem snahy vyvinout nové molekuly u¢inné pii 1écbé

tuberkulzy.*

2.6 Pyridin ve strukturach lé¢iv

Pyridin je nejjednodussi dusikaty Sesti¢lenny heteroaromat, ktery
N ma znaény vyznam v mnoha oblastech pfirodnich véd — je

dilezitym rozpoustédlem, vychozi latkou pro reakce, soucasti
= molekul desitek 1é¢iv a v neposledni fad¢ duilezitou strukturou

spousty koenzym a vitamin{.*’

Ptiklad skupiny 1éC¢iv, ve které je pyridinové jadro podstatné pro ucinek,
nalezneme u antiulcer6z — inhibitori protonové pumpy (pantoprazol, lansoprazol,
rabeprazol, omeprazol). K benzimidazolovému zakladu je zde methylsulfinylovym
mustkem vazan pyridinovy kruh, protonizace jehoz dusiku v parietdlnich buikéach

v Zaludku je mezistupenl pro vytvoreni vlastni i¢inné formy lé€iva.

H HsC H R
N @) 3
/

s ]

N R200C COOR!
N— R3
\ /

R4

Zleva 2-pyridinylmethylsulfinylbenzimidazoly; 1,4-dihydropyridiny

Dalsi 1éciva s timto dusikatym heterocyklem jsou vyuzivéna v 1éCbé arterialni
hypertenze, u angindznich stavl a jako vazodilatancia. Jedna se o 1,4-dihydropyridiny,
které funguji jako blokatory kalciovych kandlli (napt. nifedipin, amlodipin, nitrendipin,

felodipin, lacidipin, isradipin, nimodipin aj.).
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Zavedeni pyridinu do molekul H; antihistaminik typu propylaminl pfineslo
podstatné¢ zvyseni ucinku. Jedna se naptiklad o chlorfeniramin, bromfeniramin ¢i
triprolidin, uzivanych v piipadé vyskytu alergickych reakcich, na Iécbu rhinitidy nebo

zmirnéni podrazdéni a svédeéni ktize pti kopiivce.

X
X =Cl chlorfeniramin
X =Br bromfeniramin
N CH
N N e 3
|
/ CH3

Pyridin m4 zastoupeni i ve strukturach protinddorovych 1é€iv — ptikladem miize
byt mocetinostat, inhibitor histon deacetyldzy (HDACI), ktery je v souCasné dobé
predmétem klinického testovani pro 1é¢bu nékolika typi rakovin (akutni myeloidni
leukémie, folikularniho lymfomu ¢i Hodgkinova lymfomu) nebo imatinib ptsobici
inhibici tyrosinkindzy, vyuzivany u chronické myeloidni leukémie.

Za povsimnuti stoji vyzkum védeckého tymu na Boloniské univerzité, ktery se
zabyva piipravou a hodnocenim 1é¢iv pro nddorova onemocnéni kosti. Vychozimi
latkami syntézy jsou aminopyridiny/aminopyrimidiny a acylchloridy odvozené od
kyseliny azelaové, pomoci Schotten-Baumannovy reakce pak vznikaji produkty

s amidovou vazbou (schéma €. 2).

X =CH,N
—~-NH
o) 0 k e (0] 0
— X/\ M
CH,Cl,, Ny, rit. | —N OCH3
Cl OCHj /
N
Schéma ¢. 2: Schotten-Baumannova reakce

Inspiraci jim byla strukturni podobnost sloucenin s dfive pfipravenymi HDAC],
napf. vorinostatem; ze série deviti ptipravenych latek vykazovaly pii hodnoceni tfi z nich

vyznamné&jsi aktivitu.®’

ZT

OH

I=z

vorinostat
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Naés pro tuto praci nejvice zajima vyznam pyridinu ve strukturach 1é€iv tuberkulozy.
Hydrazid kyseliny isonikotinové, isoniazid, ma jako zdklad pyridinovy skelet
aten je nezbytny pro jeho aktivitu; obmény jinym cyklem se neosvédCily ani dalsi
substituce jadra nepiinesla efekt.*® Strukturné se isoniazid velmi podoba vitaminu B, coZ
¢imz ho inaktivuji, jednak samotny isoniazid inhibuje enzym pyridoxin fosfokindzu,
ktery je nezbytny pro konverzi pyridoxinu na jeho i¢innou formu pyridoxal-5-fosfat. Oba
tyto mechanismy vedou k deficitu vitaminu Bg a nutnosti jeho suplementace béhem 1écby

isoniazidem.*’

H
HO 0 _N o) HO HoN S HzN S
HoN
OH
| D 5 HO/\gj 5\ [v%\
= = = =
N N NT O CH, N7 CoHs

N CsH,
Zleva kyselina isonikotinovd, isoniazid, pyridoxin, ethionamid, prothionamid

Dalsi pyridinové derivaty vyuZzivané v 1écbé TB jsou opét odvozené od kyseliny
1sonikotinove, jedna se o jeji thioamidy, konkrétné ethionamid a prothionamid. U t&chto
latek se osvédcila substituce malym alkylem v poloze 2 pyridinu.

Snahy pfipravit antimetabolit nikotinamidu, sloZky Zivotné dulezitého koenzymu
NAD, vedly na zdklad¢ strukturni podobnosti k objevu molekuly pyrazinamidu —
nikotinamid neboli pyridin-3-karboxamid je karbanalogem pyrazinamidu a vznika
nahradou -OH v karboxylové skupiné nikotinové kyseliny za amidovou skupinu -NHo.
Mononukleotid kyseliny nikotinové je v organismu vytvafen z kyseliny chinolinové
pusobenim enzymu fosforibosyltransferazy kyseliny chinolinové (QAPRT4zy).
Strukturni analogie pyrazinamidu a kyseliny chinolinové, je brana za kliCovou pii

inhibici QAPRT4zy s naslednym narusenim syntézy NAD.*

o 0 o) 0
N
Y Y T Y e ™
= OH Pz = =
N N N N
0

Zleva kyselina chinolinova, kyselina nikotinova, nikotinamid, pyrazinamid
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3. Experimentalni Cast

3.1  Pouzité pfistroje, chemikalie a metody
Syntéza vsSech slouCenin probihala v laboratofich Katedry farmaceutické chemie
a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové.

Veskeré¢ chemikalie pouzité pii piipravé sloucenin byly dodany od firmy Sigma-
Aldrich (Schnelldorf, Némecko), certifikované, v odpovidajici kvalité.

Meziprodukty a nasledné i vysledné produkty byly hodnoceny pomoci TLC
chromatografie, za vyuziti TLC desek Silica 60 F2s4 (od spolecnosti Merck, Darmstadt,
Némecko) a UV boxu s UV lampou pfi vinové délce 254 a 366 nm.

Pro CiSténi nami syntetizovanych latek jsme pouzili automatizovany chromatograf
puriFlash XS420Plus (Interchim, Montlugon, Francie) s origindlnimi kolonami od
stejného vyrobce (nesféricky silikagel, 30um). Eluce probihala gradientove a pro detekci
byl pouzit UV-VIS detektor méfici absorbanci pii vinovych délkach 254 nm a 280 nm.

Meéieni 'H-NMR a 'C-NMR spekter probihalo na Katedie organické
a bioorganické chemie pod zastitou doc. PharmDr. Jitiho KuneSe, CSc. na pfistroji Varian
VNMR S500 (Varian, Palo Alto, Kalifornie, USA) pii frekvenci 500 MHz pro 'H-NMR
a 126 MHz pro >*C-NMR. Spektra byla zméfena pii laboratorni teploté v deuterovaném
chloroformu (CDCIl3) nebo deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-ds). Chemické
posuny o (ppm) jsou nepiimo vztazeny k tetramethylsilanu (TMS) pomoci referen¢nich
signali konkrétniho deuterovaného rozpoustédla — pro DMSO-ds 2,50 ppm v 'H
a 39,70 ppm v *C spektru; pro CDCl3 7,27 ppm v 'H a 77,00 ppm v *C spektru.

IC spektra byla méfena na Katedie organické a bioorganické chemie,
spektrofotometricky pfistrojem Nicolet Impact 400 (Nicolet, Madison, WI, USA),
pomoci metody ATR (zeslabeny Uplny odraz) na krystalu germania.

Elementarni analyza latek byla provedena analyzatorem Micro Cube Element
Analyzer (Elementar Analysensysteme, GmbH, Hanau, Némecko).

Teploty tani vyslednych produkti byly zméfeny v bodotavku Stuart SMP30
(Bibby Scientific, Staffordshire, Velkd Britanie) metodou oteviené kapildry; odectené
hodnoty nejsou korigované.

Pro vytvoteni vzorct findlnich sloucenin, vypocet jejich teoretického prvkového
sloZeni a vypocet parametra lipofility (log P, CLog P) byl pouZit program ChemDraw
Professional 18.1 (PerkinElmer Informatics, Waltham, Massachusetts, USA).
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Nize uvedené procentualni vytézky reakci jsou vztazeny na chromatograficky

Cistou latku po findlnim precisténi.

3.2 Princip pfipravy produktt

Ptipravované derivaty N-pyridylbenzamidu jsou karbanaloga (zdména N-1 / N-4
v pyrazinovém kruhu za C) dfive nasyntetizovanych derivati N-pyrazinylbenzamidu,
které pfi testovani in vitro vykazovaly ur¢itou antimykobakteridlni aktivitu. Tyto derivaty
jsou retroamidy vzniklé obménou spojovaciho mustku v piivodné pripraveném anilidu

pyrazin-2-karboxylové kyseliny, u kterého byla rovnéz zjisténa antimykobakterialni

aktivita.!
7~ ~
O A R2 H —: R2
N X N N ™
R1£ h H R’I_'( A
> .z O
N N
N-fenylpyrazin-2-karboxamid N-pyrazinylbenzamid (retro amid)
Mtb H37Rv: MIC = 2-20 uM Mtb H37Rv: MIC = 12-25 uM

Pti reakci dochdzi k acylaci vybrané¢ho aminopyridinu/chlorpyridin-2-aminu
pfislusnym substituovanym benzoylchloridem (schéma €. 3). Reakce musi byt chlazena

k omezeni vzniku N,N-diacylovaného produktu.

QM
1T N ¢! _\RZ 1 N Q _/R2
| NH, - | —NH
R1 = - R1 Z
(DCM, THF, pyridin)

R'=H, Cl
R2 = H, 2-Cl, 4-CHj

Schéma ¢. 3: Reakcni schéma acylace vybraného aminopyridinu/chlorpyridin-2-aminu

25



3.3 Obecny postup piipravy produktii

Ve 100 ml Dbaince skulatym dnem jsme pfipravili smés bezvodého
tetrahydrofuranu/dichlormethanu (4 ml) a bezvodého pyridinu (950 mg, 12 mmol,
3 mol eq) ana 15 minut ponofili zazatkované do ledu. Mezitim jsme smichali vybrany
benzoylchlorid (4,8 mmol, 1,2 eq) s bezvodym tetrahydrofuranem/dichlormethanem
(10 ml) a po kapkéch za stalého michani ptidavali k vychlazené smési. Nakonec jsme
rozpustili pfislusny aminopyridin nebo chlorpyridin-2-amin (4 mmol, 1 eq) v bezvodém
tetrahydrofuranu (4 ml) a po 10 minutovém michani ptikapali k predeslé smési. V ledové
lazni jsme reakéni smés ponechali jesté¢ 15 minut a poté jsme pokracovali v michani pfi
laboratorni teplot¢.

Reakce byla hodnocena pomoci TLC s mobilni fazi hexan:ethylacetat 2:1.

Pro ¢isténi jednotlivych produkti jsme nejéastéji pouzivali vakuovou odparku,
na které jsme se po pfidani toluenu zbavily pifebyteéného pyridinu, dale vytfepavani
v délicce mezi vodu a ethylacetat, FLASH chromatografii (po adsorbci na silikagel,
mobilni faze tvofena hexanem a ethylacetitem, detekce slouc¢enin pomoci UV-VIS
detektoru pfi vlnové délce 280 nm) a v piipad¢ potieby docisténi latek se ndm osvédcila
rekrystalizace horkym ethanolem nebo pievrstveni latky trochou hexanu a ponoteni
filtra¢niho papiru na vytazeni zbytkovych necistot.

Kone¢né produkty byly charakterizovany teplotou tani, 'H a '3C NMR

spektroskopii, IC spektroskopii a elementarni analyzou.

3.4  Dodatecnd izolace volnych bazi z jejich hydrochloridi

U sloucenin JZ-EV4, JZ-EV-9 a JZ-EV12 vysledky elementarni analyzy prvnich vzorka
neodpovidaly chemickému sloZeni volnych bazi. NMR spektra téchto sloucenin se vSak
zdala byt v poradku. Pii pokusech o pfecisténi téchto sloucenin jsme si v§imli, Ze jsou
vyrazné rozpustnéj$i ve vodé nez ostatni slouceniny z dané série. To nas piivedlo
k myslence, ze izolované slou¢eniny mohou byt soli, vzhledem ke zptsobu provedeni
syntéz pravdépodobné hydrochloridy.

Vysledky prvotni elementdrni analyzy slouc¢enin JZ-EV4 a JZ-EV 12 (v tabulkach
nize oznaceno jako ,vzorek 1) skutecné¢ odpovidaly Ccistym hydrochloridim.
U slouc€eniny JZ-EV9 vysledky prvotni elementarni analyzy neodpovidaly ani volné bazi,
ani Cistému hydrochloridu — pravdépodobné se jednalo o smés s vySSim podilem

anorganické slozky.
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Pro ziskéni volnych bazi sloucenin JZ-EV4, JZ-EV9 a JZ-EV12 jsme pouzili
nasledujici postup.

Hydrochlorid byl vloZen do kadinky a rozpustén ptiblizné ve 30 ml smési ethanol-
voda (1:1, v/v). Za stalého michani byl k roztoku po malém mnozstvi pfidavan pevny
uhli¢itan sodny dekahydrat za kontroly univerzdlnim indikatorovym papirkem az do
mirné bazické reakce (ptiblizné pH 8-9). Rozpoustédla byla poté odparena za snizeného
tlaku. Pevny zbytek byl rozmisen ve 30 ml EtOAc a smés byla v délici nalevce protiepana
vodou (2-3x 30 ml). Organické podily byly poté vysuSeny bezvodym siranem sodnym.
Rozpoustédla byla odpatena za snizeného tlaku. timto postupem byly ziskéany ¢isté volné
baze, které jsou v tabulkdch v ¢asti 3.5 oznaceny jako ,,vzorek 2 a v tabulce ¢. 1

pfidomkem ,,B“.

Slouc¢eniny JZ-EV4 a JZ-EV12 byly podrobeny biologickému testovani jako

hydrochloridy i volné baze, sloucenina JZ-EV9 pouze jako volna baze.
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3.5 Nov¢ pripravené slouceniny

JZ-EV 1 2-chlor-N-(5-chlorpyridin-2-yl)benzamid

Cli oy

7

N
H

CAS: 300670-32-0

o (i

Sumarni vzorec

C12HsCI2N-O

e Teoreticky
e Prakticky

Molekulova hmotnost 267,11

Log P 3,33

Clog P 2,717

Teplota tani 152,5-154,1 °C
Vytézek reakce

1068 mg
392 mg (37 %)

Elementarni analyza
e Vypocteno

e Nalezeno

C:53,96; H: 3,02; Cl: 26,54; N: 10,49; O: 5,99
C:53,99; H: 2,96; N: 10,32

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 9.57 (bs, 1H, CONH), 8.39 (d, /= 8.8
Hz, 1H, pyridin), 7.74-7.65 (m, 3H, ArH), 7.49-7.35 (m,
3H, ArH).

BC NMR (126 MHz, CDCl3) & 165.12, 149.71, 146.20, 138.22,
134.97, 131.96, 130.98, 130.41, 129.77, 127.21, 127.02,
115.12.

IC spektrum (ATR-Ge, cm™): 3227 (v, NH); 3064; 3021; 2919; 2850;

1679 (v, C=0, amid); 1579; 1521, 1461; 1378; 1304; 1281;
1114; 1016; 839; 750; 632
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JZ-EV 2 N-(5-chlorpyridin-2-yl)benzamid

Cl XN O

=

N
H

CAS: 258338-66-8

Sumarni vzorec C12HyCIN2O
Molekulova hmotnost 232,67
Log P 2,78
Clog P 2,809
Teplota tani 120,5-123.7 °C
Vytézek reakce
e Teoreticky 930,2 mg
e Prakticky 392 mg (42 %)
Elementarni analyza
e Vypocteno C:61,95; H: 3,90; CI: 15,24; N: 12,04; O: 6,88
e Nalezeno C:61,77; H: 3,66; N: 12,01
'"H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.78 (bs, 1H, CONH), 8.39 (d, /= 8.9

Hz, 1H, pyridin), 8.17 (d, J = 2.5 Hz, 1H, pyridin), 7.94—
7.88 (m, 2H, H2’, H6"), 7.72 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H,
pyridin), 7.61-7.56 (m, 1H, H4"), 7.53-7.47 (m, 2H, H3",

H5).

BC NMR (126 MHz, CDCl3) & 165.66, 149.89, 146.52, 138.05,
133.96, 132.40, 128.86, 127.20, 126.85, 114.81.

IC spektrum (ATR-Ge, cm™): 3231 (v, NH); 1675 (v, C=0, amid); 1577;
1522; 1489; 1461; 1378; 1304; 1260; 1107; 1011; 842; 715;
696; 658; 630
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JZ-EV 3

ZN
H

CAS: 4589-12-2

~N O

N-(pyridin-2-yl)benzamid

e Teoreticky
e Prakticky

Sumarni vzorec Ci12H10N20

Molekulova hmotnost 198,23

Log P 2,22

Clog P 1,981

Teplota tani 75,6-78,4 °C, dle literatury 73-75 °C ¥
Vytézek reakce

792 mg
50,5 mg (6 %)

Elementarni analyza
e Vypocteno

e Nalezeno

C:72,71; H: 5,09; N: 14,13; O: 8,07
C:72,78; H: 4,90; N: 13,59

"H NMR

(500 MHz, CDCI5) 6 8.90 (bs, 1H, CONH), 8.43-8.40 (m,
1H, pyridin), 8.25-8.22 (m, 1H, pyridin), 7.97-7.92 (m,
2H, H2’, H6"), 7.80-7.73 (m, 1H, pyridin), 7.60-7.55 (m,
1H, ArH), 7.53-7.47 (m, 2H, H3", HS"), 7.09-7.04 (m, 1H,
ArH).

13C NMR

(126 MHz, CDCls) 6 165.81, 151.61, 147.82, 138.48,
134.30, 132.20, 128.79, 127.23, 119.89, 114.23.

IC spektrum

(ATR-Ge, cm™): 3170 (v, NH); 3024; 1670 (v, C=0, amid);
1579; 1527; 1433; 1302; 1278; 775; 722; 695; 678
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JZ-EV 4 N-(pyridin-3-yl)-benzamid

S
Z N
H CAS: 5221-40-9
Sumarni vzorec C12H10N20 volna baze; C12H11CIN2O hydrochlorid
Molekulova hmotnost 198,23 volna baze; 234,68 hydrochlorid
Log P 1,5 baze
Clog P 1,981 baze
Teplota tani vzorek 1 -222,2-225.3 °C hydrochlorid;
vzorek 2 - 109,1-114,6 °C volna baze, dle lit. 116-117 °C
50
Vytézek reakce
e Teoreticky 939 mg hydrochloridu
e Prakticky 736,2 mg (78 %) hydrochloridu

Po precisténi ziskano 593 mg volné baze.

Elementarni analyza
e Vypocteno C:72,71; H: 5,09; N: 14,13; O: 8,07 volna baze

C: 61,42; H: 4,72; N: 11,94; O: 6,82; Cl. 15,11

e Nalezeno hydrochlorid

vzorek 1 - C: 61,67; H: 4,54; N: 12,01 -> hydrochlorid

vzorek 2 - C: 72,25; H: 4,93; N: 13,95 -> volna baze

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.45 (bs, 1H, CONH), 8.94 (d,
J=2.6 Hz, 1H, pyridin), 8.31 (dd, J = 4.7, 1.5 Hz, 1H,
pyridin), 8.22-8.18 (m, 1H, pyridin), 8.00-7.96 (m, 2H,
H2',H6"), 7.64-7.58 (m, 1H, H4"), 7.57-7.52 (m, 2H, H3",
H5"), 7.41-7.37 (m, 1H, pyridin). — volna baze

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 166.12, 144.74, 142.19, 136.01,
134.55, 132.04, 128.63, 127.90, 127.48, 123.68. — volna

baze

IC spektrum (ATR-Ge, cm™): 3325 (v, NH); 3054; 1647 (v, C=0, amid);
1591; 1522; 1479; 1418; 1333; 1284; 1027; 795; 722; 704,
695; 658

31



JZ-EV 5 N-(6-chlorpyridin-2-yl)benzamid

CAS: 1545221-49-5

e Prakticky

Sumarni vzorec C12HoCIN2O
Molekulova hmotnost 232,67
Log P 3,12
Clog P 2,809
Teplota tani 46,4-48,2 °C
Vytézek reakce

o Teoreticky 930,2 mg

321,5 mg (35 %)

Elementarni analyza
e Vypocteno

e Nalezeno

C:61,95; H: 3,90; CI: 15,24; N: 12,04; O: 6,88
C:62,18; H: 3,79; N: 11,85

'H NMR

(500 MHz, CDCls) & 8.64 (bs, 1H, CONH), 8.32 (d, /= 8.2
Hz, 1H, ArH), 7.92-7.88 (m, 2H, ArH), 7.70 (t, J = 8.0 Hz,
1H, ArH), 7.60-7.55 (m, 1H, ArH), 7.52-7.45 (m, 2H,
ArH), 7.09 (d, /= 7.8 Hz, 1H, ArH).

13C NMR

(126 MHz, CDCl3) & 165.55, 151.32, 148.93, 140.98,
133.64, 132.46, 128.83, 127.16, 119.80, 112.13.

IC spektrum

(ATR-Ge, cm™): 3300 (v, NH); 2920; 1664 (v, C=0, amid);
1570; 1528; 1492; 1432; 1390; 1302; 1263; 1246; 1160;
782;702; 689; 663
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JZ-EV 6 2-chlor-N-(6-chlorpyridin-2-yl)benzamid

Cl

SN0
Z N
H

Cl

CAS: 1713531-88-4

Sumarni vzorec C12HsCILN,O

Molekulova hmotnost 267,11

Log P 3,68
Clog P 2,717
Teplota tani 89,3-95,8 °C
Vytézek reakce
e Teoreticky 1067,9 mg
e Prakticky 684,3 mg (64 %)
Elementarni analyza
e Vypocteno C:53,96; H: 3,02; Cl: 26,54; N: 10,49; O: 5,99
e Nalezeno C:54,11; H:2,72; N: 10,41
'"H NMR (500 MHz, CDCIs) 6 8.64 (bs, 1H, CONH), 8.31 (d, J=8.1

Hz, 1H, ArH), 7.76-7.68 (m, 2H, ArH), 7.48-7.40 (m, 2H,
ArH), 7.39-7.35 (m, 1H, ArH), 7.11 (d, J = 7.8 Hz, 1H,

ArH).

BC NMR (126 MHz, CDCl3) 6 164.80, 150.85, 149.12, 141.04,
134.33, 132.12, 130.90, 130.55, 129.93, 127.22, 120.23,
112.29.

IC spektrum (ATR-Ge, cm™): 3338; 3173 (v, NH); 3029; 1684 (v, C=0,

amid); 1573; 1525; 1433; 1394; 1300; 1281; 1242; 1163;
1124; 790, 729; 684
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JZ-EV 7 2-chlor-N-(pyridin-3-yl)benzamid

Ol
Z SN
H
Cl
CAS: 31639-05-1
Sumarni vzorec C12HyCIN20O
Molekulova hmotnost 232,67
Log P 2,06
Clog P 1,935
Teplota tani 124,1-127,6 °C, dle literatury 138-138,5 °C °!
Vytézek reakce

e Teoreticky
e Prakticky

929,6 mg
66 mg (7 %)

Elementarni analyza
e Vypocteno

e Nalezeno

C:61,95; H: 3,90; CI: 15,24; N: 12,04; O: 6,88
C:61,24; H: 3,02; N: 7,25 (nedostatecna Cistota)

"H NMR

(500 MHz, DMSO-ds) 6 10.91 (s, 1H, CONH), 8.96 (d,
J=2.5Hz, 1H, pyridin), 8.40 (dd, J = 4.9, 1.5 Hz, 1H,
pyridin), 8.28-8.24 (m, 1H, pyridin), 7.79-7.76 (m, 1H,
pyridin), 7.67-7.38 (m, 4H, ArH).

13C NMR

(126 MHz, CDCl3) 6 169.18, 149.44, 149.33, 136.06,
135.00, 134.92, 131.72, 130.75, 129.89, 129.30, 126.94,
123.81.

IC spektrum

(ATR-Ge, cm™): (v, NH); 2928; 1667 (v, C=0, amid);
1344; 1276; 1237; 1155; 901; 770; 748; 708; 697; 644
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JZ-EV 9 N-(pyridin-4-yl)benzamid

NT X o)

|
7

N
H

CAS: 5221-44-3

Sumarni vzorec C12H10N20 volna baze; C12H11CIN2O hydrochlorid
Molekulova hmotnost 198,23 volna baze; 234,68 hydrochlorid

Log P 1,5 baze

Clog P 1,981 baze

Teplota tani vzorek 1 - >270 °C, latka zhrudkovatéla, hydrochlorid

vzorek 2 - 201,1-204,5 °C za rozkladu, volna baze, dle
literatury 208-210 °C 32

Vytézek reakce
e Teoreticky 937,6 mg hydrochloridu
e Prakticky 205,3 mg (22 %) hydrochloridu

Po precisténi ziskano 58 mg volné baze.

Elementarni analyza
e Vypocteno C:72,71; H: 5,09; N: 14,13; O: 8,07 volna baze

C:61,42; H:4,72;N: 11,94; O: 6,82; CI: 15,11 hydrochlorid

e Nalezeno vzorek 1 - C: 48,46; H: 3,72; N: 9,50 -> neznama sme€s

s anorganickym podilem

vzorek 2 - C: 71,10; H: 4,76; N: 13,95 -> volna baze

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.59 (bs, 1H, CONH), 8.50-8.45
(m, 2H, pyridin), 7.99-7.94 (m, 2H, pyridin), 7.82—7.77 (m,
2H, H2', H6"), 7.65-7.60 (m, 1H, H4"), 7.58-7.52 (m, 2H,
H3’, H5"). — volna baze

BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 166.67, 150.47, 146.11, 134.43,
132.27, 128.67, 128.02, 114.17. — volna baze
IC spektrum (ATR-Ge, cm™): 1677 (v, C=0, amid); 1590; 1507; 1417;

1329; 1294; 1211; 826; 713; 640
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JZ-EV 10 2-chlor-N-(pyridin-2-yl)benzamid
| ~N O Cl
—
N
H
CAS: 54979-78-1
Sumarni vzorec C12HoCIN2O
Molekulova hmotnost 232,67
Log P 2,78
Clog P 1,935
Teplota tani 133,2-139,1 °C, dle literatury 135-137 °C >3
Vytézek reakce

e Teoreticky
e Prakticky

929,6 mg
266,2 mg (29 %)

Elementarni analyza
e Vypocteno

e Nalezeno

C:61,95; H: 3,90; CI: 15,24; N: 12,04; O: 6,88
C:61,63; H: 3,53; N: 11,58

"H NMR

(500 MHz, CDCl3) 6 9.66 (bs, 1H, CONH), 8.40 (d, /= 8.4
Hz, 1H, pyridin), 7.89-7.84 (m, 1H, ArH), 7.78-7.71 (m,
1H, ArH), 7.71-7.66 (m, 1H, ArH), 7.45-7.39 (m, 2H,
ArH), 7.38-7.33 (m, 1H, ArH), 7.01-6.95 (m, 1H, ArH).

13C NMR

(126 MHz, CDCl3) & 165.25, 151.41, 147.49, 138.56,
135.31, 131.65, 131.02, 130.38, 129.75, 127.12, 120.02,
114.53.

IC spektrum

(ATR-Ge, cm™): 3173; 3118 (v, NH); 2987; 1679 (v, C=0,
amid); 1578; 1536; 1434; 1310; 1282; 1051; 772; 750; 711;
608
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JZ-EV 11 4-methyl-N-(pyridin-2-yl)benzamid

SN0
Z N
H
CHs;
CAS: 14547-80-9
Sumarni vzorec Ci3H12N20
Molekulova hmotnost 212,25
Log P 2,71
Clog P 2,48
Teplota tani 99,5-103,4 °C, dle literatury 101-103 °C >3
Vytézek reakce
e Teoreticky 848 mg
e Prakticky 161,6 mg (19 %)
Elementarni analyza
e Vypocteno C: 73,56; H: 5,70; N: 13,20; O: 7,54
e Nalezeno C:73,78; H: 5,33; N: 12,88
'"H NMR (500 MHz, CDCl;) & 8.78 (bs, 1H, CONH), 8.43-8.38 (m,

1H, pyridin), 8.28-8.25 (m, 1H, pyridin), 7.84 (d, J = 8.2
Hz, 2H, benzen), 7.78-7.73 (m, 1H, pyridin), 7.30 (d, J =
8.2 Hz, 2H, benzen), 7.08-7.04 (m, 1H, pyridin), 2.43 (s,
3H, CH3).

BC NMR (126 MHz, CDCl3) 6 165.67, 151.68, 147.80, 142.83,
138.44, 131.39, 129.46, 127.24, 119.77, 114.17, 21.49.

IC spektrum (ATR-Ge, cm™): 3234 (v, NH); 3055; 1670 (v, C=0, amid);
1578; 1537; 1435; 1309; 1268; 1241; 774, 748; 725; 697,
616
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JZ-EV 12 4-methyl-N-(pyridin-3-yl)benzamid

O
Z N
H
CHs;
CAS: 33543-23-6
Sumarni vzorec C13H12N20 volna baze; C13H13CIN2O hydrochlorid
Molekulova hmotnost 212,25 volné baze; 248,71 hydrochlorid
Log P 1,99 baze
Clog P 2,48 baze
Teplota tani vzorek 1 -270,2-276,5 °C, latka uhelnati, hydrochlorid;
vzorek 2 - 126,9-129,0 °C, volnd baze, dle literatury
126,5 °C >
Vytézek reakce
e Teoreticky 993,7 mg hydrochloridu
e Prakticky 838,8 mg (84 %) hydrochloridu

Po ptecisténi ziskano 576 mg volné baze.

Elementérni analyza

e Vypocteno C: 73,56; H: 5,70; N: 13,20; O: 7,54 volna baze
C: 62,78; H: 5,27; N: 11,26; O: 7,16; Cl: 7,93 hydrochlorid
e Nalezeno vzorek 1 - C: 62,76; H: 4,95; N: 11,28 -> hydrochlorid
vzorek 2 - C: 73,51; H: 5,49; N: 13,21 -> volna baze
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.35 (s, 1H, CONH), 8.94 (d,

J=2.6 Hz, 1H, pyridin), 8.30 (dd, J = 4.7, 1.5 Hz, 1H,
pyridin), 8.19 (ddd, J= 8.3, 2.6, 1.5 Hz, 1H, pyridin), 7.93—
7.87 (m, 2H, H2’, H6"), 7.41-7.32 (m, 3H, pyridin, H3",
HS5"), 2.38 (bs, 3H, CH3). — volna baze

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 165.90, 144.61, 142.17, 142.13,
136.08, 131.64, 129.15, 127.94, 127.44, 123.65, 21.19. —

volna baze

IC spektrum (ATR-Ge, cm™): 3323 (v, NH); 2971; 1652 (v, C=0, amid);
1529; 1481; 1290; 804; 750; 709; 667
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JZ-EV 13 N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-methylbenzamid

CHs
CAS: 335420-09-2

Sumarni vzorec Ci3H11CIN20
Molekulova hmotnost 246,69
Log P 3,26
Clog P 3,308
Teplota tani 127,3-132.3 °C
Vytézek reakce

e Teoreticky
e Prakticky

986,3 mg
460,5 mg (47 %)

Elementarni analyza
e Vypocteno

e Nalezeno

C: 63,29; H: 4,49; CI: 14,37; N: 11,36; O: 6,49
C:63,42; H:4,10; N: 11,25

"H NMR

(500 MHz, CDCI3) 6 8.69 (bs, 1H, CONH), 8.39 (d, /=8.9
Hz, 1H, pyridin), 8.18 (d, J= 2.6 Hz, 1H, pyridin), 7.81 (d,
J=28.1Hz, 2H, H2’, H6"), 7.71 (dd, J = 8.9, 2.6 Hz, 1H,
pyridin), 7.30 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H3’, HS"), 2.43 (s, 3H,
CH3).

3C NMR

(126 MHz, CDCls) 6 165.56, 149.99, 146.49, 143.10,
138.01, 131.07, 129.53, 127.21, 126.71, 114.76, 21.51.

IC spektrum

(ATR-Ge, cm™): 3244 (v, NH); 3065; 1679 (v, C=0, amid);
1575; 1530; 1507; 1376; 1297; 1103; 837; 747; 721; 602
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JZ-EV 14 N-(6-chlorpyridin-2-yl)-4-methylbenzamid

Cl
| N O
Z N
H
CHs
CAS: 1713531-87-3
Sumarni vzorec Ci3H11CIN2O
Molekulova hmotnost 246,69
Log P 3,61
Clog P 3,308
Teplota tani 106,0-107,9 °C
Vytézek reakce
o Teoreticky 986,3 mg
e Prakticky 479 mg (49 %)
Elementarni analyza
e Vypocteno C: 63,29; H: 4,49; Cl: 14,37; N: 11,36; O: 6,49
e Nalezeno C:63,25; H: 4,30; N: 11,35
'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.53 (bs, 1H, CONH), 8.33 (d, /J=8.1

Hz, 1H , pyridin), 7.82-7.78 (m, 2H, H2", H6"), 7.71 (t, J =
8.0 Hz, 1H , pyridin), 7.30 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H3", H5"),
7.10-7.08 (m, 1H , pyridin), 2.43 (s, 3H, CH3).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 165.45, 151.44, 148.94, 143.22,
140.96, 130.81, 129.54, 127.19, 119.67, 112.07, 21.49.

IC spektrum (ATR-Ge, cm™): 3292 (v, NH); 1655 (v, C=0, amid); 1570;
1535; 1506; 1408; 1389; 1301; 1266; 1244; 1161; 1113;
794; 743
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3.6  Biologické testovani latek

3.6.1 Antimykobakterialni aktivita

In vitro testovani nami pripravenych latek probihalo na Katedie Iékarskych
a biologickych véd Farmaceutické fakulty pod vedenim PharmDr. Ondfeje Jand'ourka,
Ph.D.

U vsech latek byla zkouSena in vitro aktivita vici Mycobacterium smegmatis
DSM 43465 (ATCC 607) a Mycobacterium aurum DSM 43999 (ATCC 23366),
dodanych z Némecké sbirky mikroorganismi a bunécnych kultur (Braunschweig,
Némecko); dale bylo testovani provadéno na avirulentnim kmenu Mycobacterium
tuberculosis H37Ra  ITM-M006710 (ATCC  9431) ziskaném z Belgickych
koordinovanych sbirek mikroorganismd.

Stanoveni antimykobakteridlni aktivity prob&hlo mikrodilu¢ni metodou za vyuziti
96-jamkové mikrotitraéni desticky, pfiCemz jednotlivé jamky obsahovaly roztok
zkousen¢ latky ptislusné koncentrace, zivné médium a naockovany kmen mykobakterii.
Kultiva¢ni médium bylo tvofeno bujonem Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko) obohacenym 0,4 % glycerolu (Sigma-Aldrich) a 10 % rtstového dopliku
Middlebrook OADC (Himedia, Mumbai, India), ktery obsahoval kyselinu olejovou,
albumin, dextrézu a katalasu. Testované latky rozpusténé v DMSO byly natedéné
dvojkovym ftedénim tak, Ze jejich vysledné koncentrace v jamkach, po pfidani
mykobakterialni suspenze, byly 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,81 a 3,91 ug/ml
Jako standardy pro vyhodnoceni aktivity byly pouZity isoniazid (INH), rifampicin (RIF)
a ciprofloxacin (CPX) (Sigma-Aldrich). Zaroven byla provedena pozitivni (bujon,
DMSO, bakterie) a negativni (bujon, DMSO) kontrola.

Mikrotitracni desticka byla inkubovdna ve tmé& pii 37 °C bez tfepani
(M. smegmatis po dobu 2 dnli, M. aurum 3 dn a M. tuberculosis 5 dnil). Poté byla do
jamek pfidana smés 0,02% roztoku sodné soli resazurinu a 10% vodného roztoku Tweenu
80, nasledovala opét inkubace (M. smegmatis 2,5 hod, M. aurum 4 hod a M. tuberculosis
24 hod). Po uplynuti téchto dob byla na zdkladé¢ barevnych zmén stanovena
antimykobakteridlni aktivita (tabulka ¢. 1), vyjadiend jako minimalni inhibicni

cvwr

na rizovou (indikujici riist mykobakterii).
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Tabulka ¢. 1: Vysledky testovani antimykobakterialni aktivity vyjadrené jako MIC (ug/ml) nové

pripravenych latek v porovndni se standardy. Slouceniny jsou srovnany dle substituce na

pyridinovém jadre.

@)

NH

R2

Obecna struktura testovanych latek

M. M. Mtb
Fyridin K smegmatis aurum H37Ra
JZ-EV 3 2-NH> H 250 > 500 250
JZ-EV 10 2-NH> 2-Cl >500 > 500 >500
JZ-EV 11 2-NH> 4-CH; 62,5 125 125
JZ-EV 4* 3-NH: H 250 > 500 > 500
JZ-EV 4B** 3-NH: H 125 250 250
JZ-EV 7 3-NH: 2-Cl 125 > 500 500
JZ-EV 12*% 3-NH: 4-CHs 125 250 250
JZ-EV 12B** 3-NH: 4-CH; 250 250 125
JZ-EV 9B** 4-NH> H 250 > 500 250
JZ-EV 2 2-NH»-5-Cl H 62,5 > 500 > 500
JZ-EV 1 2-NH»-5-Cl 2-Cl >500 > 500 >500
JZ-EV 13 2-NH»-5-C1 | 4-CHs; >500 > 500 >500
JZ-EV 5§ 2-NH»-6-Cl H 125 > 500 125
JZ-EV 6 2-NH»-6-Cl 2-Cl 62,5 250 62,5
JZ-EV 14 2-NH»-6-C1 | 4-CHs; 31,25 > 500 15,625
INH - - 7,81-15,625 3,91 0,25
RIF i i 156125 | 039-078 | 002
0,0039
CPX ] ] 0,0625- 0,015625- 0.125-0.25
0,125 0,03125

* hydrochlorid; ** volna baze
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3.6.2 Invitro cytotoxicita

U vsech pripravenych sloucenin byla hodnocena in vitro cytotoxicita k rozliSeni
specifického plisobeni a nespecifického cytotoxického ucinku. Testovani bylo provedeno
v laboratotich Katedry farmakologie a toxikologie 1¢¢iv Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové s vyuzitim kolorimetrické metody CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (CellTiter 96; PROMEGA, Fitchburg, USA).

Pro hodnoceni cytotoxicity byla pouzita hepatocelularni bunécnda linie HepG2
karcinomu lidskych jater dodand od Health Protection Agency Culture Collections
(ECACC, Salisbury, UK). Kultivace bunék HepG2 probihala v mediu MEM — Minimum
Essentials Eagle Medium (Sigma-Aldrich) s 10 % fetdlniho hovéziho séra (PAA
Laboratories, Pasching, Austria), 1 % L-glutaminu (Sigma-Aldrich) a roztokem
neesencialnich aminokyselin (Sigma-Aldrich) ve zvlhéené atmosféie s obsahem 5 % CO»
pti 37°C.

Pro subkultivaci byly pouzity buiky po oSetfeni trypsinem/EDTA (Sigma-
Aldrich) pti 37 °C.

Nejprve byly bunky nasazeny do 96-jamkové desticky v hustot¢ 10 000 na jednu
jamku. Po 24 hodindch byly k bunkdm pfidany jednotlivé testované latky rozpusténé
v DMSO. Podle rozpustnosti konkrétnich sloucenin byly koncentrace téchto latek
v rozmezi 1-1000 uM. Soucasné byla na desti¢ku aplikovana pozitivni kontrola (100%
zivotnost buné€k) a negativni kontrola (100% toxicita, buiikky s 10% DMSO). Vse bylo
uskute¢néno ve tfech opakovanich. Po 24 hodinach kultivace ve zvlhéené atmosfére
s obsahem 5 % CO; pii 37 °C bylo pfidano ¢inidlo ze sady CellTiter 96®. Nasledovaly
dalsi 2 hodiny inkubace pii 37 °C, po jejichZ uplynuti byla méfena absorbance pii vlnové
délce 490 nm (TECAN, Infinite M200, Austria).

Pro zavérecné vyhodnoceni cytotoxicity tvofily experimentalni skupinu bunky
oSetfené zkouSenymi latkami, kontrolni skupinou byly latkami neoSetiené HepG2 buriky.

Vysledky byly vyjadfeny jako inhibicni koncentrace ICso, tj. koncentrace
slouceniny vedouci ke snizeni viability bunék o 50 % oproti kontrole (tabulka ¢. 2).
Hodnota ICso byla vypoctena nelinearni regresi z inhibi¢nich kiivek (graf zavislosti
procentualni viability bun€k na koncentraci zkouSenych latek) pomoci softwaru
GraphPad Prism 8. Vybrané inhibi¢ni kfivky testovanych latek jsou uvedeny niZe
(obr. €. 3).
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Tabulka ¢. 2: In vitro cytotoxicita testovanych latek merend na bunécné linii HepG2

Testované slouceniny ICso (nM) Rozmezi koncentraci
(uM)
JZ-EV 1 >50%* 1-1000
JZ-EV 2 >250%* 1-1000
JZ-EV 3 >1000** 1-1000
JZ-EV 4 >1000** 1-1000
JZ-EV 5 504,1 1-1000
JZ-EV 6 362,6 1-1000
JZ-EV 7 423,5 1-1000
JZ-EV 9 >500%* 1-1000
JZ-EV 10 >500* 1-1000
JZ-EV 11 620,7 1-1000
JZ-EV 12 >1000** 1-1000
JZ-EV 13 >50% 1-1000
JZ-EV 14 375,7 1-1000

* stanoveni ICso pfi vy$si koncentraci latek nebylo mozné kvili jejich vysrazeni v bunééném
kultivaénim médiu

** hodnoty ICso byly nad limitem testované koncentrace

Omezena rozpustnost slouc¢enin JZ-EV 1, JZ-EV 2, JZ-EV 9, JZ-EV 10, JZ-EV 13
v bunééném kultivatnim médiu neumoZnila stanoveni ICso; hodnoty ICso téchto
sloucenin jsou zna¢né¢ vys$si nez nejvyssi namétend koncentrace (50, 250 a 500 uM). Dle
pribéhu inhibi¢nich kiivek lze v testovaném koncentraénim rozmezi ptedpokladat
absenci cytotoxicity u latek JZ-EV 1, JZ-EV 10 a JZ-EV 13. Za slouceniny bez toxického
ucinku miizeme pokladat i JZ-EV 3, JZ-EV 4, JZ-EV 12, jejichz hodnoty ICso jsou nad
limitem nejvyssi testované koncentrace (1000 uM). Naopak urcity stupen cytotoxicity

vykazuji latky JZ-EV 5, JZ-EV 6, JZ-EV 7,JZ-EV 11 a JZ-EV 14.
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4. Diskuze

Predmétem diplomové prace byla syntéza a ndsledné hodnoceni biologické aktivity
derivati N-pyridylbenzamidu. Vychozi aminopyridiny nebo chlorpyridin-2-aminy byly
acylovany substituovanymi benzoylchloridy za vzniku N-acylovanych sloucenin.
V ramci této prace bylo nasyntetizovano 13 latek (4 nové, v literatufe dosud nepopsané
latky a dalSich 9 s vydanou publikaci, ne vSak na vyhodnoceni antimykobakteridlniho
ucinku), které tvoii pouze Cast rozsahlejsi série derivatl pfipravovanych na Katedie
farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy doktorandkou Dariou Nawrot.

Vytézky chromatograficky cistych produktli se pohybovaly v rozmezi 6-84 %,
pramérny vytézek je zhruba 39,9 %. K nejvétSim ztratdm dochdzelo zejména pii
precistovani; u nékterych latek stacila FLASH chromatografie, zatimco u jinych bylo
zapotiebi i1 dalSich Cisticich krokt, napt. vytiepavani v délici nalevce nebo rekrystalizace
z horkého ethanolu.

Pro potvrzeni totoznosti a Cistoty kone¢nych produkti byla provedena
charakterizace 'H a '*C NMR, IC spektry a elementarni analyzou. Dal§im voditkem pro
identifikaci struktur bylo méfeni teploty tani a nasledné porovnani odectenych hodnot
s dostupnymi udaji v literatufe. VSechny pfipravené slouceniny jsou pevné latky, bilé,
pfipadné lehce naZloutlé barvy, bez zapachu.

Pomoci chemického programu ChemDraw Professional 18.1 byly urcéeny dalsi
charakteristiky struktur, konkrétné¢ sumarni vzorce, molekulové hmotnosti, teoretické
prvkové sloZeni, hodnoty log P a Clog P. Posledni dva zmiflované parametry vypovidaji
o lipofilité slouCenin, ktera je dilezitym ukazatelem pro predpovéd’, zda bude dana latka
snadno pronikat pres lipofilni bunécnou sténu mykobakterie. Plati, ze ¢im je hodnota
vys$i, tim lipofilng$i sloucenina je, zaroven by ale dle pravidel Lipinského neméla
presahovat 5. Hodnoty log P naSich latek se pohybovaly v rozmezi 1,50 az 3,68; pro
Clog P byly vypocitané hodnoty mezi 1,935 az 3,308. Obecné vyssi lipofilitu vykazovaly
struktury odvozené od chlorpyridin-2-amintl, coZ je nazorn€ zobrazeno na grafu (graf
¢. 1). Nejlipofilng;si slouceninou z ptipravené série latek je JZ-EV 6 (log P = 3,68), totiz
2-chlor-N-(6-chlorpyridin-2-yl)benzamid; témét srovnatelnou hodnotu log P = 3,61 mé
1 N-(6-chlorpyridin-2-yl)-4-methylbenzamid (JZ-EV 14).
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Porovnanim vlivu lipofility na antimykobakterialni aktivitu téchto latek mizeme
sledovat patrnou tendenci lipofilnéjSich latek k vykazovani vyssi Gc€innosti (graf €. 2;
aktivita vii¢i M. aurum neni zobrazena, jelikoz vétSina z pfipravenych sloucenin byla
neaktivni). Naptiklad sloucenina JZ-EV 14 s nejvyssi aktivitou z této fady derivati (MIC
pro Mth H37Ra 15,625 pg/ml, pro M. smegmatis 31,25 pg/ml) ma ve své strukture kromée
2-amino-6-chlorpyridinu v poloze 4 methylem substituované benzenové jadro.
Lipofilng;si substituce benzenového jadra, konkrétné chlorem v poloze 2, pfinesla vyssi
aktivitu 1u JZ-EV 6 (MIC = 62,5 pg/ml pro M. smegmatis i Mtb H37Ra). Naopak
derivaty s nesubstituovanym benzenovym jadrem vykazuji nizsi aktivity. Shrnuti téchto

vysledkt je uvedeno v tabulce €. 3.
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Graf ¢. 2: Zavislost antimykobakteridalni aktivity vyjadrené jako log (1I/MIC [uM]) na log P

Tabulka ¢. 3: Porovnani latek s nejvyssi antimykobakterialni aktivitu vyjadrenou jako MIC

(ug/ml) v zavislosti na substituci benzenového jadra

@) R2
N
X
NH
/
pyridin R? M.
M. aurum Mtb H37Ra
smegmatis
JZ-EV 5 | 2-NH»-6-Cl H 125 > 500 125
JZ-EV 6 | 2-NH»-6-Cl 2-Cl 62,5 250 62,5
JZ-EV 14 | 2-NH»-6-Cl 4-CH3 31,25 >500 15,625

Porovnanim vyse uvedeného a diive ziskanych vysledkd! lze konstatovat, Ze

lipofilni substituce obou aromatickych jader ve vétSin€ piipadt ptiznivé ovlivituje

antimykobakteridlni aktivitu latek — v pfipad€ derivati pyridinu je z pfipravenych

sloucenin nejvyhodné&jsi 2-amino-6-chlor- substituce pyridinu a chlorem ¢i methylem

substituované benzenové jadro. Predikovana lipofilita vSak neni jednoznacnym
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determinantem antimykobakterialni aktivity, nebot’ i n€které vysoce lipofilni slouceniny
byly neaktivni.

Sérii  téchto latek jsme se zacali zabyvat diky prokazané in vitro
antimykobakteridlni aktivité diive piipravenych derivati N-pyrazinylbenzamidu. U nich
se nejvice osveédCily substituované 5-chlorpyrazin-2-aminy, z nichz nékolik latek mélo
MIC v rozmezi 3,13-25 pg/ml viici Mtb H37Rv; derivaty odvozené od 6-chlorpyrazin-2-
amint a nechlorovanych pyrazinaminti vykazovaly niz§i G¢innosti.!

Nas zajimalo, jaky vliv bude mit na Gc¢innost sloucenin zdména atomu dusiku
v molekule pyrazinu za uhlik, ¢imz dostaneme derivaty pyridinu, které se jiz
v molekulach uzivanych nejen v terapii TB hojné¢ uplatnily. V ramci nové ptipravované
série maji vyS§si aktivitu derivaty 6-chlorpyridin-2-amind v porovnani s jejich 5-chlor
izomery, zejména co se ty¢e M. smegmatis a Mtb H37Ra (MIC = 15,625-125 png/ml),
dokonce i nechlorované derivaty jsou srovnatelné/vice G¢inné nez 5-chlorpyridin-2-
aminy.

MIC dfive publikovanych N-pyrazinylbenzamidd se u nejucinngjSich derivati
pohybovala v rozmezi 3.13-25 pg/ml.! MIC nami ptipravenych N-pyridylbenzamidi se
u nejucinnéjSich derivati pohybovala v rozmezi 15,625-62,5 png/ml. Obecné,
N-pyrazinylbenzamidy jsou tedy aktivnéj$i nez N-pyridylbenzamidy. Nicméné pfii
pfimém srovnani MIC dvojic stejné substituovanych derivati pyrazinu proti Mtb H37Rv,
respektive derivatl pyridinu proti Mtb H37Ra (tabulka €. 4) nalézdme i ptipady, kdy je
N-pyridylbenzamid aktivnéjsi nez N-pyrazinylbenzamid (latky JZ-EV 6 a JZ-EV 14).
Porovnani téchto dvou kmenl je mozné, nebot poskytuji srovnatelné¢ vysledky;
virulentni formy Mtb H37Rv.>

V piipadé spolecné testovaného kmenu M. smegmatis jsou prevazné u¢innéjSimi

derivaty N-pyridylbenzamidu (tabulka €. 5).
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Tabulka ¢. 4: Porovnani aktivit vyjadirenych jako MIC (ug/ml) proti Mtb H37Rv

u N-pyrazinylbenzamidii a proti Mtb H37Ra u stejné substituovanych N-pyridylbenzamidii

Z |
N H R
N X
R1
P 0]
N

\/—N

N-pyrazinylbenzamidy' N-pyridylbenzamidy

kod* R! R? MIC kod pyridin R? MIC
la H H 100 JZ-EV 3 2-NH> H 250
2a 5-Cl H > 100 JZ-EV 2 | 2-NH-5-Cl H > 500
3a 6-Cl H > 100 JZ-EV 5 | 2-NH,-6-Cl H 125
1j H 2-Cl > 100 JZ-EV 10 2-NH> 2-Cl > 500
2j 5-Cl 2-Cl > 100 JZ-EV 1 | 2-NHx-5-Cl1 | 2-Cl > 500
3j 6-Cl 2-Cl > 100 JZ-EV 6 | 2-NH:-6-Cl1 | 2-Cl 62,5
1h H 4-CH; | =100 JZ-EV 11 2-NH> 4-CHj3 125
2h 5-C1 | 4-CH3 6,25 JZ-EV 13 | 2-NH»2-5-C1 | 4-CH3 | =500
3h 6-Cl | 4-CH; | =>100 JZ-EV 14 | 2-NH»-6-Cl | 4-CH3 | 15,625

* kod v puvodni publikaci

Tabulka ¢. 5: Porovnani aktivit vyjadienych jako MIC (ug/ml) proti M. smegmatis

u N-pyrazinylbenzamidii a stejné substituovanych N-pyridylbenzamidii

N-pyrazinylbenzamidy' N-pyridylbenzamidy

kod* R! R? MIC kod pyridin R? MIC
la H H > 500 JZ-EV 3 2-NH» H 250
2a 5-Cl H > 500 JZ-EV 2 | 2-NH,-5-Cl H 62,5
3a 6-Cl H > 500 JZ-EV 5 | 2-NH»-6-Cl H 125
1j H 2-Cl 250 JZ-EV 10 2-NH> 2-Cl > 500
2j 5-Cl 2-Cl > 500 JZ-EV 1 | 2-NH2-5-C1 | 2-Cl > 500
3j 6-Cl 2-Cl > 500 JZ-EV 6 | 2-NH2-6-Cl1 | 2-Cl 62,5
1h H 4-CHsz | =500 JZ-EV 11 2-NH> 4-CHs | 62,5
2h 5-CI | 4-CH3 | =500 JZ-EV 13 | 2-NH»2-5-C1 | 4-CH3 | =500
3h 6-Cl | 4-CH; | =500 JZ-EV 14 | 2-NH»-6-C1 | 4-CHs | 31,25

* kod v privodni publikaci
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Z naméfenych hodnot aktivit latek, které byly testovany ve formé volnych bazi
i hydrochloridi (JZ-EV 4, JZ-EV 12), nelze urcit vyznamné rozdily v G¢innosti.
V piipadé JZ-EV 4 volnd baze vykazovala vys$si aktivitu vici mykobakteriim nez
prislusna sil, u JZ-EV 12 byly aktivity soli/volné baze vyssi 1 nizsi v zavislosti na druhu
mykobakterie. U obou latek se vSak jednalo o zanedbatelné rozdily v podobé jednoho
kroku na tedici Skéle.

Hodnoty biologického testovani latky JZ-EV 7 jsou pouze orientacni vzhledem
k lehkému znedisténi molekuly viditelném na 'H NMR spektru, Tt a vysledcich
elementarni analyzy; s ohledem na malé mnozstvi ziskaného produktu vsak nebylo
mozné realizovat dalsi Cistici kroky.

K vyhodnoceni in vitro cytotoxicity pfipravenych sloucenin byla vyuzita metoda
CellTiter 96, ktera je zaloZena na redukci tetrazolové slou¢eniny MTS metabolicky
aktivni buiikou na barevny formazan a nasledném meéteni jeho absorbance. V piipadé
poklesu poctu zivych bun€k se snizuje i tvorba formazanu a tim i hodnota absorbance,
tzn. hodnota absorbance je pfimo imérnd poctu zivych, tj. metabolizujicich bunék.

Kvantitativni srovnani mezi jednotlivymi latkami bylo mozné diky vypoctu ICso.
V pouzitém rozmezi koncentraci neni pfedpokladan zadny toxicky ucinek na bunky
HepG2 u sloucenin JZ-EV 3, JZ-EV 4 a JZ-EV 12. U latek JZ-EV 1, JZ-EV 2, JZ-EV 9,
JZ-EV 10, JZ-EV 13 dochézelo i1 pii nizSich koncentracich k vyznamnému srézeni
v kultivaénim médiu, proto nebylo mozné piesné urcit jejich hodnoty ICso. Z priabéhu
inhibi¢nich kiivek vSak lze u sloucenin JZ-EV 1, JZ-EV 10 a JZ-EV 13 ptedpokladat
absenci cytotoxicity. Urcité stadium toxicity dle hodnot ICso v rozmezi 362,6—620,7 uM
vykazuji latky JZ-EV 5, JZ-EV 6, JZ-EV 7,JZ-EV 11, JZ-EV 14.

Pro posouzeni selektivniho G¢inku k mykobakteriim oproti lidskym bunikam byly
vypocitany indexy selektivity SI (SI = ICso [uM] / MIC [uM]). Na zaklad¢ vyslednych
hodnot SI <10 (napf. konkrétné¢ u latky snejvy$$i naméfenou antimykobakteridlni
aktivitou JZ-EV 14 pro M. smegmatis SI = 3 a pro Mtb H37Ra SI = 6) vypovidajicich
o nedostatecné selektivité nelze tyto slouceniny oznacit za potencialné bezpecné a tudiz

ne vhodné pro dalsi vyvoj.
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5. Zavér
V teoretické Casti této diplomové prace jsem se zaméfila na charakterizaci tuberkulézy,
byla zde struéné¢ popsana podstata onemocnéni, klinické projevy, diagnostika,
epidemiologie, zminéno bylo také dostupné ocCkovani. Dale jsem uvedla moZnosti
soucasné terapie s charakteristikou jednotlivych 1éCiv, nejcastéji volené rezimy lécCby
a diskutovan byl i problém vzristajici rezistence. Jelikoz pro nase latky ptipravované
v experimentalni ¢asti tvofi klicovou strukturu pyridin, byla dal§i kapitola teorie
vénovana piinosu tohoto heterocyklu v molekulach jiz pouzivanych Iéciv.

V ramci praktické ¢asti bylo ptipraveno 13 derivati N-pyridylbenzamidu, z nichz
4 jsou nové, v literatufe dosud nepopsané latky a dalsich 9 jiz ma vydané publikace, zadné
vSak na vyhodnoceni antimykobakteridlniho ucinku. Pfi syntéze dochézelo k acylaci
vybranych aminopyridinti nebo chlorpyridin-2-amint substituovanymi benzoylchloridy.
Finalni produkty byly charakterizovany 'H a '*C NMR spektry a IC spektry, dale byla
provedena elementarni analyza, zméfeny teploty tani a pomoci programu ChemDraw
Professional 18.1 uréeny molekulové hmotnosti a vypocitany hodnoty log P, Clog P.

Vsechny latky byly podrobeny biologickému testovani na antimykobakterialni
aktivitu, pfi¢emz nejlepSich vysledkli dosahovaly derivaty s lipofilni substituci
pyridinového (R! = 6-Cl) i benzenového (R? = 2-Cl, 4-CH3) jadra. Slougeninou s nejvyssi
ucinnosti je JZ-EV 14 s MIC pro Mtb H37Ra 15,625 pg/ml (63,3 uM) a pro M. smegmatis
31,25 pg/ml (126,7 uM). Dle vypocitanych indexti selektivity vSak nelze tuto latku
oznacit za bezpe¢nou, hodnoty SI byly vyrazné pod hranici 10 (pro M. smegmatis SI1 =3

a pro Mtb H37Ra SI = 6).
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