UNIVERZITA KARLOVA

FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA FARMACEUTICKE CHEMIE A
FARMACEUTICKE ANALYZY

Navrh, syntéza a hodnoceni derivati pyridinu jako

potencialnich antimikrobnich sloucenin

Diplomova prace

Andrea Bachtikova

Vedouci prace: doc. PharmDr. Jan Zitko, Ph.D.
Konzultant: PharmDr. Martin Juhas

Hradec Kralové, 2022



,Prohlasuji, ze tato prace je mym ptivodnim autorskym dilem. Veskerd literatura a dalsi
zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouZité literatury a

v praci fadné citovany. Prace nebyla vyuZita k ziskéni jiného nebo stejného titulu.*

Hradec Kralové, srpen 2022 Andrea Bachtikova



Podékovani

M¢ nejvétsi podékovani patii vedoucimu diplomové prace doc. PharmDr. Janu Zitkovi
PhD. a mému konzultantovi PharmDr. Martinu Juhdsovi za odborné vedeni, pomoc a
ochotu pfi vypracovani této diplomové prace. Déle bych chtéla podékovat vSem, kdo se

podileli na analyze pfipravenych sloucenin a jejich biologickém testovani.

Tato prace byla podpofena Ministerstvem $kolstvi, mladeze a t&lovychovy Ceské
republiky (SVV 260 547) a projektem “Grantova schémata na UK” (reg. ¢.
CZ.02.2.69/0.0/0.0/19_073/0016935)



Obsah

ABSTRAKT .....ccovvvuvrecicrnreccscnnns 6
ABSTRACT .....ccovvvuvrecvcvnrrccscnnns 7
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ....ouuucuerireerircnensesessessssssessssesssssssessssessessssesssesss 8
1 CIL PRACE couueieincsncssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasassess 10
2  TEORETICKA CAST 11
2.1 TUBERKULOZA ...cuttiiittatteeiteette ettt e sttt e iee et e eeteeabe e s it e eabeesstesabeesneeenbeesseesnseans 11
2.2 ANTIMIKROBNI REZISTENCE .....ceeutetieiieniieteeitesteenteetesieenteesesseenseenseseeenseensesneenees 13
2.3 BIOLOGICKA CAST...ctiiiiiiriiiiiciieictetesteste ettt sttt s 15
2.3.1 Drive publikované latky typu pyridin + aminothiazol ................................ 15
2.3.2  Potencidlni cile deriVALil ..................cccccueeeeiieeeeaeiiiieeeeiieeeeeeeeee e 18

2.4 VLASTNOSTI AMINOTHIAZOLU/AMINOOXAZOLU ....ccveriieiienieniienieeiesireneeeneesneenees 20
2.4.1  Chelatacni VIASINOSLH .............ccceeeiieeeiieecie e 20
2.4.2  PAINS (Pan-assay interference COMpOUNdS) .............ccccceuceeeeeseeannennnnnn. 21
2.4.3 Metabolicka (ne)stabilita 2-aminothiazolu.....................ccc.cccoovevveeennannn.. 22
2.4.4  Rozpustnost thiazol v 0XAZOL...............c.cccceeveiieiciieiiieeeie e, 23

2.5 CHEMICKA CAST.cutiiiiiiiteeiieeit ettt ettt ettt ettt e sb e sabeesaeesabeesbeesareens 24
2.5.1 Priprava 2-aminothiQzolu ...................cccccoovoueiiiiiiiiiiiiiieieeeeee e, 24
2.5.2  Priprava 2-aminooXazol...................ccccccoovoueiiiaiiiiiieiieiieeeee e 25
2.5.3  Vznik amidoveé VAzDy .............cccceeviieiiiieiiiieee e 26

3 EXPERIMENTALNI CAST 29
3.1 POUZITE PRISTROJE, CHEMIKALIE, METODY ......ooceiiiuiieeeeiiieeeeeiireeeeeeiueeeeeeeveeeeenns 29
3.2 PRINCIP PRIPRAVY PRODUKTU ......eeruiieiieriieeiiesiieenieesteenseesnseesseesnseesseesnseesssesnseens 31
3.3 SYNTEZA .ottt ettt ettt e b e e bt et st e bt e eabe e bt eareens 32
3.3.1  Syntéza acylChloridu .................cccoevviiiiiiiiiiiieeieeee e 32
3.3.2  ReAKCE S CDL ... 33

3.4 POSTUP PRIPRAVY PRODUKTU .....eeviriiiniieieniienieeieeitenteesesieesteetesieesseesesisesaeennens 34
3.5 CISTENI SLOUCENIN ....covuiviieeeieeeeeeeesseeesssesessssesessessssessesssssasssssesessssesessnessanes 36
3.6 SOUHRN PRIPRAVENYCH SLOUCENIN.....cccttttteriitantteniteenteesiteenseesireesueesreesieesaneens 37
3.7 BIOLOGICKE HODNOCENI SLOUCENIN........ccutruteuieureieientenieeteeeeeeeenneeeseennesreseeenene 49
3.7.1  Antimykobakterialni ktivita .................cccocovviiiiiniiiiiiiiiiiieiiec e 49



3.7.2  ANtIDAKIETIQINT QKITVITA ... 51

3.7.3  Antifungalni QREIVITA ..............cccoooeeieiiiiiieieeeeeeee e 52
3.7 4 CYLOTOXICIA oot e e aee e e e nnaaaeeees 53
VYSLEDKY A DISKUZE ......oveueeeeresreesessessessessessessesssssssessessessessessessesssssssesssse 55
ZAVER covcttcsrnscsisssssssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 63

SEZNAM POUZITE LITERATURY 64




Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Nazev diplomové prace: Navrh, syntéza a hodnoceni derivatl pyridinu jako potencialnich

antimikrobnich slou¢enin

Resitel: Andrea Bachtikova

Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Jan Zitko, Ph.D.
Konzultant: PharmDr. Martin Juhas

I vdnes$ni dobé¢ je tuberkuldza celosvétovym problémem. Dle WHO se jedna
0 2. nejcastgj$i pri¢inu Umrti na infekéni onemocnéni, pficemz u klasickych
antituberkulotik, ktera jsou v terapii vyuzivdna uz desitky let, je ¢im dal castéji
zaznamenavan vyskyt rezistence. Tyto skutecnosti jsou hlavnimi divody, pro€ je potieba

vénovat se vyzkumu novych potencialnich 1é¢iv.

V této diplomové praci je prezentovan design, syntéza a hodnoceni antimikrobnich
vlastnosti série substituovanych N-oxazolyl a N-thiazolylkarboxamidi rGznych

pyridinkarboxylovych kyselin.

Finalni slou¢eniny byly charakterizovany 'H a '3C-NMR spektroskopii, IC spektry,

teplotou tani a HRMS (hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim).

U ziskanych slou€enin byla testovana aktivita in vitro proti M. tuberculosis H37Rv,
M. tuberculosis H37Ra a ¢tyfem dalSim, klinické méné vyznamnym mykobakteridlnim
kmenim. Déle byla u sloucenin testovana antibakterialni aktivita na ¢tyfech kmenech G+
a ctyfech kmenech G- bakterii, antifungalni aktivita na kvasinkdch a plisnich,

a v neposledni fad¢ cytotoxicita slouc¢enin za vyuziti HepG2 bunécné linie.

Obecné¢ vykazovaly slouceniny obsahujici oxazoly vysokou aktivitu proti
mykobakteriim, zejména Mycobacterium tuberculosis (nejlepsi MIC H37Ra = 3,13
pug/mL), véetné multirezistentnich kment. Slibna aktivita byla pozorovana také proti
riznym bakterialnim a houbovym kmentim. Zadna ze slouenin nebyla vyznamné

cytotoxicka vic¢i bunééné liniit HepG2.



Abstract
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Tuberculosis is a global problem even today. It is the second most common cause of death
from infectious diseases according to the WHO and resistance to common
antituberculosis drugs, which have been used in therapy for decades, increases. These

facts are the main reasons why research into new potential drugs is needed.

This thesis presents design, synthesis and evaluation of antimicrobial properties
of aseries of substituted N-oxazolyl and N-thiazolyl carboxamides of different

pyridinecarboxylic acids.

Final compounds were characterized by 'H and '*C-NMR spectroscopy, IR spectra,

melting point and HRMS (High resolution mass spectrometry).

Obtained compounds were tested for in vitro activity against M. tuberculosis H37Rv,
M. tuberculosis H37Ra and four other clinically less important mycobacterial strains. In
addition, compounds were tested for antibacterial activity against four G+ and four G-
bacterial strains, antifungal activity against yeasts and fungi, and finally cytotoxicity of

the compounds using HepG2 cell line.

In general, oxazole-containing compounds showed high activity against mycobacteria,
especially Mycobacterium tuberculosis (best MIC H37Ra = 3.13 pg/mL), including
multidrug-resistant strains. Promising activity was also observed against various bacterial
and fungal strains. None of the compounds was significantly cytotoxic against the HepG2

cell line.
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1 Cil prace

Cilem této diplomové prace je navrhnout a ptipravit sérii sloucenin, které¢ budou izosterni
k diive publikovanym 2-aminothiazolovym slouCenindm s prokazanou urcitou
antimikrobni aktivitou, kdy ve struktufe novych sloucenin se misto 2-aminothiazolu
(2-AMT) bude nachazet fragment 2-aminooxazolu (2-AMO). Snahou je zjistit, zda
izosterni zdménou siry za kyslik miizeme ziskat slouceniny, které budou vykazovat
stejnou (nebo dokonce lepsi) antimikrobni aktivitu za piipadného zlepSeni fyzikalne-
chemickych vlastnosti. Zakladni strukturu navrhovanych sloucenin se zndzornénou

izosterni zaménou mizeme vidét na nasledujicim obrazku (Obrazek 1).

Obrazek 1: Obecna struktura sloucenin a znazornénad izosterni zamena

Piipravené slou¢eniny budou testovany in vitro na antimykobakterialni, antibakterialni

a antifungalni aktivitu a na pfipadnou cytotoxicitu.

V radmci prace budou syntetizovany slouc¢eniny obsahujici jak fragment 2-aminooxazolu,
tak fragment 2-aminothiazolu pro lepsi moZnost porovnani fyzikalné-chemickych

vlastnosti a antimikrobni aktivity.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Tuberkuloza

Tuberkuldza (TBC) je celosvétové rozsifené infekéni onemocnéni, které predstavuje
jednu z hlavnich pfi¢in umrti. Az do pandemie koronaviru SARS-CoV-2 (COVID-19)
byla tuberkuldza hlavni pfi¢inou umrti zpisobenych jedinym patogenem, ¢imz piedbéhla

dokonce i HIV/AIDS.!

Onemocnéni provazi lidstvo od nepaméti. Dlkazy, v podobé kosternich pozustatka,
pochazejici z mladsi doby kamenné, tuberkul6za se vyskytovala ve starém Recku i Rimé.
Ve stfedoveku pattila k velmi ¢astym pfi¢inam umrti a patii mezi né dodnes, predevsim

v rozvojovych zemich.?

Z dtvodu stalé aktudlnosti onemocnéni vydava Svétova zdravotnické organizace (WHO)
kazdorocné Global tuberculosis report — dokument, jehoz hlavnimi cili je poskytnout
kompletni a aktudlni informace o nemoci, stavu epidemie, strategiich, opatienich

a cilech.!

Plvodcem onemocnéni je Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Jedna se o aerobni,
ty¢inkovitou, pomalu rostouci bakterii.> Pro vysoky obsah lipidii v bun&né sténé je
acidorezistentni — pomalu se barvi a barveni je té¢Zko vymyvatelné kyselinou i alkoholem,
coz je typickym znakem, diky kterému ji lze odli§it od ostatnich mikrobd.?
Charakteristickd je pfitomnost mykolovych kyselin, coZz jsou mastné kyseliny s 60—90
atomy uhliku.® Jedna se o nezbytnou slozku mykobakteridlni bun&éné stény. Povrch
mykobakterii je diky nim hydrofobni, coZ sniZzuje mykobaktericidni aktivitu alveolarnich
makrofagt, diky ¢emuz mohou mykobakterie dlouhodobé piezivat v bunkach lidského

t&la.>*

Nékaza se zpravidla prenasi inhalacni cestou, tedy pomoci kapének pii kontaktu
s nemocnym, piipadn€ vdechnutim mykobakterii, které se volné vznaSeji ve vzduchu.
Ojedinéle dochazi k prenosu piimym kontaktem (tzv. inokulacni tuberkulozy).

Z uvedeného vyplyva, Ze branou vstupu tedy nejéastéji byvaji dychaci cesty.?

Po vdechnuti jsou mykobakterie fagocytovany alveolarnimi makrofagy, dochazi
k hromadéni T-lymfocyti v plicnich alveoldch a naslednému vytvoteni zanétlivého

loziska (tzv. tuberkulozni uzlik). Tato fadze onemocnéni byva oznacovéana jako primarni
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infekce a zpravidla byva asymptomatickd.’? Rozvoj onemocnéni a prechod do aktivni
formy zavisi na imunokompetenci hostitele (napf. u osob s HIV je zvySené riziko
piechodu do aktivni formy).® Imunitni systém mtize mykobakterie zcela zlikvidovat, nebo
mohou v téle zlstat v latentni forme. Ve vétSing€ pripadt dochdzi diky rozvoji bunécné
imunity ke spontdnnimu zhojeni zanétlivych lozisek a jedinym znakem prodé¢lané infekce
je pozdni pfrecitlivélost (tzv. tuberkulinova reakce), zprostiedkovand pamétovymi
T-lymfocyty. Po wurcit¢ dobé ovSem milze dojit k reinfekci (inhalaci novych
mykobakterii) nebo reaktivaci onemocnéni po dlouhém obdobi latence, které muze trvat
i n¢kolik let. Tato chronickd forma byva oznaovana jako sekundarni nebo také
postprimarni infekce. V této fazi dochazi k destrukci plicni tkdné (nebo jinych tkani

v zavislosti na lokalizaci).>*

Tuberkuléza mtize postihnout prakticky jakykoliv orgéan v téle, ovSem nejcastéji byvaji
postizené jiz zminované plice. V ramci mimoplicni lokalizace se miize jednat o postizeni

pleury, lymfatickych uzlin, kosti, kloubii nebo urogenitalniho traktu.’

Prvni dva mésice jsou pacientim podavany léky prvni linie (isoniazid, rifampicin,
pyrazinamid, ethambutol), po nichz nasleduje dal$i obdobi 46 mésicu s rifampicinem

a isoniazidem, aby byli pIné vylégeni.®

TBC se vyskytuje ve vSech ¢astech svéta. V roce 2020 se nejvice novych ptipadi vyskytlo
v regionu WHO v jihovychodni Asii (43 % novych piipadt), dale v africkém regionu
WHO (25 % novych ptipadl) a v regionu WHO v zdpadnim Pacifiku (18 % novych
piipadil). Dvé tietiny novych ptipadi piipada témto osmi zemim: Indie, Cina, Indonésie,
Filipiny, Péakistan, Nigérie, Bangladés a Jihoafrickd republika. Pandemie COVID-19
zvratila léta trvajici celosveétovy pokrok ve snizovani poctu umirajicich na TBC, pficemz
poprvé doslo k mezirocnimu nartistu (o 5,6 %) od roku 2005 a celkovy pocet umrti v roce
2020 se vratil na troven roku 2017. Celosvétovy pocet imrti oficidlné klasifikovanych
jako zptisobené TBC v roce 2020 byl 1,3 milionu, tedy témét dvojndsobny nez v roce

2015.!

V Ceské republice v roce 2020 bylo hlaseno celkem 368 pfipadii onemocnéni
tuberkulozou vSech forem a lokalizaci (3,4 ptipadu na 100 000 obyvatel). Pfi porovnani
s predchozim rokem se stav hlaSenych ptipadd snizil (o 96 ptipadi méné oproti roku
2019). Z dlouhodobého hlediska vyskyt TBC u nas vykazuje trvale klesajici trend

a v mezinarodnim srovnani CR patii k zemim s nizkym vyskytem tohoto onemocnéni.’
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V roce 2020 bylo nahldSeno celkem 24 umrti na TBC, kdy po¢ty mohou zahrnovat

i dodateéné nahlasena umrti za predchozi obdobi.’

2.2 Antimikrobni rezistence

Dramaticky nartst celosvétového vyskytu tuberkuldzy a vznik rezistence Mtb na 1é¢iva

piedstavuje vyznamnou vyzvu pro 1é¢bu tuberkuldzy. '

Mtb je od ptirody vybavena pfirozenou vnitini rezistenci vii¢i vétSin€ antibiotik, ale ¢asto
také rezistenci ziskdva v reakci na antibiotika. Kombinace vnitinich a ziskanych
mechanism rezistence k 1é¢iviim, které zahrnuji genetické mutace, chromozomalni
zmeény, nepropustnost bunééného obalu, eflux 1é¢iv, degradaci a modifikaci 1é¢iv, zménu
cile a maskovani cile, ¢ini butiky Mtb rezistentni k vétsing tiid antibiotik,'® coZ nejen

omezuje pouziti stdvajicich antibiotik, ale také zt&Zuje vyvoj novych 1é¢iv.!!

Rezistentni kmeny Mtb se objevuji v nemocni¢nim i komunitnim prostfedi a vykazuji
riizné Grovné rezistence vici 1é¢iviim.'® WHO pro klasifikaci rezistence TBC na 1é¢iva
pouziva pét kategorii. Jedna se o TBC rezistentni na isoniazid, TBC rezistentni na
rifampicin (RR-TB), multirezistentni TBC (MDR-TB), preextenzivné rezistentni TBC
(pre-XDR-TB) a extenzivné rezistentni TBC (XDR-TB).!

RR-TB je rezistence pouze vici rifampicinu, nikoli vii¢i jinym 1é¢iviim prvni nebo druhé
linie. MDR-TB je definovana jako rezistence vii¢i nejméné dvéma nejsilngj$im 1ékim
proti TBC, isoniazidu a rifampicinu. Lécba RR-TB a MDR-TB je obvykle delsi, trva
18 mésict nebo déle a sestava z vybranych 1é¢iv prvni linie spolu s riznymi kombinacemi
definovéna jako MDR-TB plus rezistence na nejméné jedno 1é¢ivo z kazdé ze dvou
dilezitych tfid 1é¢iv druhé linie (fluorochinolon a injekénich ptipravkl) pouzivanych
vrezimu lécby MDR-TB. To znamend, ze zahrnuje rezistenci vici isoniazidu
a rifampicinu, navic rezistenci vii¢i nékterému z fluorochinolont (jako je levofloxacin
nebo moxifloxacin) a viici alespoil jednomu ze tif injek¢nich 1é¢iv druhé linie (amikacin,

kapreomycin nebo kanamycin).!>!3

Zacatkem roku 2021 WHO nové definovala formu tuberkulézy oznacovanou jako
pre-XDR-TB, ¢imz zdlraznila zdvaznost rezistentnich forem. Jako pre-XDR-TB je
oznacovana tuberkuloza spliujici definicic MDR-TB nebo RR-TB, kterd je zaroven

rezistentni vii¢i kterémukoliv z flourochinolont. '
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Dlouhodobé 1écba TBC casto vede k nedodrzovani 1ékového rezimu pacienty a mé za
nasledek rychlou evoluci Mtb z monorezistentni na MDR-TB a XDR-TB. Zakladnim
krokem v boji proti rezistenci mykobakterii k 1é¢iviim je pochopeni mechanismu, které

se podileji na vzniku rezistence k antibiotikéim.!°

Mycobacterium tuberculosis si vyvinula fadu molekuldrnich mechanisma, které
umoziuji neutralizovat cytotoxicitu vétSiny toxickych chemickych latek vcetné

antibiotik. Jedna se o pfirozenou, tzv. vnitini rezistenci.'!

Ziskana rezistence k 1écivim u Mtb vznikéd primarné v dusledku mutaci chromozomu,
gentl kodujicich cile 1é¢iv, nebo enzymt aktivujicich 1é¢iva.!>! Mutace se vyvijeji
v disledku nepfietrzitého vystaveni 1é¢ivim béhem dlouhodobého 1é¢ebného rezimu
anedodrzovani lécebného rezimu. Koncentrace 1éCiv je tedy hlavnim faktorem
ovliviujicim mutace spojené s rezistenci.!! Ziskana rezistence je pfenosna. Neu¢inné 1éky
nebo nizké davky 1€kl proti tuberkuldze pouzivané béhem 1écby mohou poskytnout

bakteriim vyhodu k pieZiti ve formé selekce rezistentnich kmend pro dal$i mnoZeni.?

Zjisténi 1€kové rezistence vyZaduje bakteriologické potvrzeni TBC a testovani na lékovou
rezistenci pomoci rychlych molekularnich testt, kultiva¢nich metod nebo sekvenacnich
technologii. Lécba vyzaduje podavani 1é¢iv druhé linie po dobu 9 az 20 mésicu,
podpofenou poradenstvim a monitorovanim nezadoucich uéinka. V roce 2020 WHO

doporucila novy kratsi (911 mésicti) a plng oralni reZim pro pacienty s MDR-TB.!

Bylo zjisténo, ze v roce 2017 bylo celosvétové hlaSeno 558 000 piipadit TBC
rezistentnich na rifampicin (RR-TB) a z nich 82 % ptedstavovala multirezistentni TBC

(MDR-TB).!°

V Ceské republice byl za rok 2020 na citlivost k antituberkulotikiim testovan material od
258 pacientd. Ve 20 piipadech (7,8 %) byla zjiSténa rezistence na isoniazid,
v 16 piipadech (6,2 %) na streptomycin, ve 12 na pyrazinamid (4,7 %), v 10 pfipadech
na rifampicin (3,9 %) a v 7 na etambutol (2,7 %). Multirezistence byla zjiSténa

v 10 ptipadech (3,9 %).°
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2.3 Biologicka Cast

2.3.1 Dtive publikované latky typu pyridin + aminothiazol

Slouceniny obsahujici ve své struktuie 2-aminothiazolovy skelet jsou znamé Sirokym
spektrem biologickych aktivit. Mohou vykazovat napiiklad protinddorové, antivirové,
antibakterialni, antimykotické, antituberkulotické, antiprotozodlni, antioxidacni,

antihypertenzni, nebo protizanétlivé uéinky.'’

Design sloucenin, kterym se tato diplomova prace vénuje je odvozen od diive
publikovanych antibakteridln¢ a antimykobakteridlné u¢innych sloucenin — predevsim

inhibitord B-ketoacyl-ACP-syntazy III (FabH).

Jednd se naptiklad o hybridni slouceniny o N
piipravené Zitkem a kol.,'® zaloZené na kombinaci S Ntiy R
. . . L X [ )—NH N
antituberkulotika prvni linie pyrazinamidu (PZA) R X N
)
a 4-arylthiazol-2-aminu, dfive identifikovaného = 1

antimykobakterialniho skeletu.!” Bylo ptipraveno 18 sloucenin (1), z nichZ nejaktivngjsi

6-chlor-N-[4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-yl|pyrazin-2-karboxamid s hodnotou minimalni

-----

(M. tuberculosis, M. kansasii a M. avium).18

O
o ) , . . . S MR,
DalSim strukturné podobnym slouc¢eninam, které taktéz | >—NH
e . N . . N
prokéazali u¢inky proti Mtb, se vénovali Li akol.?°

R 2

Ptipravili dvé série sloucenin vytvofenim amidové vazby

mezi aromatickou kyselinou a 4-fenylthiazol-2-aminem nebo 4-(4-bromfenyl)thiazol-2-
aminem. Tyto thiazolové derivaty (2) byly po absolvovani enzymovych testi
vyhodnoceny jako silné inhibitory FabH s hodnotami ICso v rozmezi od 5,8 uM do
48,1 uM. Vétsina syntetizovanych sloucenin zaroven vykazovala antibakterialni aktivitu,

kdy hodnoty MIC t&chto sloucenin se pohybovaly od 1,56 ug/ml do 100 pg/ml.?°

Pyridin — dusikaty, Sesticlenny heterocyklus — je pfirozenou soucasti | AN
mnoha molekul, jako jsou vitaminy, koenzymy a alkaloidy. Pyridinové =
skelety jsou znamé pro své antimikrobilni, antivirové, antioxidagni, | 57~ -NH2
protizanétlivé, antiamébické, antidiabetické, antimalarické 3H
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a antipsychotické vlastnosti, proto byvaji sou¢4sti mnoha 1é¢iv.?! P¥ikladem ndm miize

byt 1é¢ivo prvni linie pfi 16¢bé tuberkuldzy — isoniazid (3).

V ramci vysokokapacitniho screeningu (HTS) provedeného ’ S>\

. . ~—NHR
Ananthanem a kol.?? (prostfednictvim systému Tuberculosis | AN N
Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility) byla %

testovana rozsahld knihovna slou¢enin na aktivitu proti R = fenyl, pyridin-2-yI
4

M. tuberculosis H37Rv. Jako jeden zhiti byl oznacen

4-(pyridin-2-yl)thiazol-2-aminovy skelet (4), ktery kombinuje oba dva vySe zminéné
fragmenty (jak fragment 2-aminothiazolu tak fragment pyridinu). Databaze zahrnovala
18 sloucenin, obsahujicich ve své struktufe zminény skelet sarylovym nebo
arylalkylovym substituentem na aminoskupiné v poloze 2. Analyza vztahu struktury
a ucinku prokazala, ze pyridylovy substituent v poloze 4 thiazolového kruhu (zejména
2-pyridylovy substituent), je klicovym strukturnim pozadavkem pro silnou aktivitu proti
Mtb. Pii porovnani Udaji o aktivité¢ vyplynulo, Ze 2-pyridylové izomery jsou vysoce
aktivni, zatimco odpovidajici 4-pyridylové izomery jsou bud slab& aktivni nebo

neaktivni. Taktéz 3-pyridylovy izomer se ukézal jako neaktivni.??

V navaznosti na tuto studii, definujici pomérné jasné 0 X
vztahy struktury a u¢inku (SAR), z né¢hoZ vyplyva, I S/>\N>H&\©
ze centralni thiazolovy fragment a 2-pyridyl | AN N

pfipojeny na C4 thiazolu nelze modifikovat bez = S

ztraty uginku, byly ptipraveny N-2 arylové derivaty (5) Meissnerem a kol.>* Zavedenim
substituovanych benzoylovych skupin na N-2 aminothiazolu se podatilo nékolikanasobné
zvysit aktivitu pivodniho hitu, kdy jako jeden znejslibnéjSich analogli se ukazal

N-(3-chlorbenzoyl)-4-(2-pyridinyl)-1,3-thiazol-2-amin s MIC = 0,024 pM.*

Od  4-(pyridin-2-yl)thiazol-2-aminového  skeletu byly
odvozeny dalsi slou¢eniny. Mjambili a kol.?* pfipravili dalsi

substituované N-benzoylderivaty (6), které byly testovany na

antimykobakterialni a antiplazmoidalni aktivitu. Z analyzy

SAR vyplynulo, Ze optimalni antimykobakteridlni aktivitu vykazuji slouceniny
s 2-pyridylovym kruhem v poloze 4 thiazolového skeletu a substituovanym fenylem

spojenym s thiazolem amidovym linkerem. Neju¢innéjS§im substituentem na fenylové
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¢asti byl 4-Br. U sloucenin se substituovanym fenylem se hodnoty MIC proti Mtb H37Rv
pohybovaly v rozmezi od 0,8 pM do 18,6 uM.*

Dale se obménam téchto sloucenin vénoval Kesicki a kol.,? kteii sledovali vliv substituce
thiazolového jadra v poloze C2 a C4 a zdmén thiazolového jadra na aktivitu sloucenin.
Zjistili, ze poloha C2 thiazolu mtze pojmout fadu lipofilnich substituentt, zatimco pozice

C4 i zaména thiazolového jadra jsou citlivé na zmény.?

Vsechny ¢tyfi zminované studie se shoduji na tom, ze pyridin-2-ylové skupina v poloze

C4 thiazolového kruhu je pro aktivitu nezbytna a jeji nahrada vedla ke ztrat¢ aktivity.

Fragment pyridinu a 2-aminothiazolu ve své¢ struktufe obsahuji také slouceniny, u kterych
byla prokdzana urcita schopnost inhibice bakterialni methionin aminopeptidazy (MetAP).
Pii screeningu knihovny potencidlnich inhibitori methionin aminopeptidazy
u Escherichia coli (EcMetAP1) byl jako hit oznacen N-(1,3-thiazol-2-yl)pyridin-2-
karboxamid. Luo a kol.?® pfipravili né&kolik strukturnich obmén této slouceniny
a vysledky ukazaly, Ze thiazol-2-ylamid kyseliny pyridin-2-karboxylové je klicovym

strukturnim prvkem pro Gi¢innou inhibici enzymu.?

Déle byla pripravena knihovna 0 57 0 i/\>
3-substituovanych thiazol-2-ylamidii EN;\EJ\H SN | Ny N SN
kyseliny pyridin-2-karboxylové (7 a 8), které¢ ZNH N

byly hodnoceny z hlediska jejich inhibi¢ni O)\R O)\R
aktivity vii€i methionin aminopeptidaze 7 8

u Escherichia coli (EcMetAPl) a Saccharomyces cerevisiae (ScMetAP1).
Ze 41 testovanych sloucenin vykazovaly vSechny slouceniny inhibici EcMetAPI
s hodnotami ICso niz8§imi neZ 10 uM a vétSina z nich vykazovala lepsi aktivitu nez
puvodni hit (ICso = 5,0 uM EcMetAP). Bylo prokazano, ze zavedenim 3-N-acylové
skupiny nebo 3-O-acylové skupiny doslo k vyraznému zvysSeni aktivity vii¢i EcMetAP1
a ScMetAP1. Pouze par sloucenin bylo testovano na antibakteridlni aktivitu a jejich
aktivita byla ve vétSin€ ptipadi slabd. Na aktivitu proti Mtb slouceniny testovany

nebyly.?®

Juhasem a kol.?’ byla pfipravena pyrazinovd analoga vySe zminénych sloudenin,
u kterych inhibice mykobakteridlni MetAP testovana byla. Z enzymatickych testl
vyplynulo, Ze nejvyssi aktivitu ukazaly 3-substituované N-(thiazol-2-yl)pyrazin-2-
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karboxamidy (9) substituované v poloze 3 benzamidem.

O S
Ukézalo se, ze ve vétSing piipadi dochézi k dalsimu zvySeni N fJ\N \N\
inhibi¢ni aktivity slou¢enin zavedenim substituentu do polohy 2 [ — H
fenylového jadra benzamidu. Nejvyssi aktivita byla pozorovana § o J\H .
pfi substituci 2-Br. Mira inhibice byla siln€ zavisla na pouzitém 9

kovovém kofaktoru, pfiCemz nejvy$si inhibice byla
zaznamenéna v piitomnosti Ni**. Nékolik sloucenin také vykazovalo primérnou u¢innost

in vitro proti Mtb H37Ra i H37Rv.?’

2.3.2 Potencialni cile derivatu

2.3.2.1 FabH

Jak uz bylo zminéno, mykolové kyseliny jsou mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem,
které predstavuji zakladni slozky bunééné stény mykobakterii. Vzhledem k jejich
vyznamu umoziuje charakterizace klicovych enzymi, podilejicich se na biosyntéze,
nejen pochopit jejich tlohu ve fyziologii mykobakterii, ale mlize také vést k identifikaci
novych cili pro 1éCiva. Mykolaty jsou syntetizovany nejméné dvéma samostatnymi
elongacnimi systémy, syntdzami mastnych kyselin typu I (FAS-I) a typu II (FAS-II).
Mezi slozkami FAS-II je znaény zédjem vénovan kondenzacnim enzymim, které
katalyzuji tvorbu vazeb uhlik-uhlik. Jedna se o enzymy, které se podileji na iniciaci
(FabH), elongaci (B-ketoacyl-ACP-syntazy A a B - KasA a KasB) a terminaci (polyketid

syntaza 13 - Pks13), vedouci k plnohodnotnym mykolovym kyselinam.?®

Enzym FabH (B-ketoacyl-ACP-syntaza III neboli KAS III) je jednim z velmi slibnych
antimikrobnich cild, ktery hraje klicovou roli v po¢ate¢nim kroku biosyntézy mastnych
kyselin pomoci FAS typu I1.>° Je v§udypfitomny u bakterii a je nezbytny pro jejich pieziti.
Vykazuje nizkou homologii s kondenza¢nimi enzymy vyskytujicimi se u ¢lovéka, proto

se KAS III stal atraktivnim cilem pro vyvoj novych antibakterialnich latek.>

2.3.2.2 MtMetAPI

Mykobakteridlni methionin aminopeptidaza (MtMetAP) je povazovéana za dalsi slibny
cil. Methionin aminopeptidazy (MetAP) se fadi mezi metaloenzymy a jsou piitomné
ve vSech zivych organismech. Jsou zodpovédné za Stépeni N-koncového methioninu
ze vznikajicich proteinii a polypeptidi. Byly identifikovany dva typy — MetAP I
a MetAP II. U prokaryotnich organismi se vyskytuje pouze MetAP typu I, zatimco

eukaryotni organismy maji oba typy.*'*> Pfitomnost MetAP je nezbytnd pro
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zivotaschopnost bun¢k a bylo prokdzano, ze pro E. coli nebo Salmonella typhimurium je
naruSeni genu pro MetAP smrtelné. Na rozdil od vétSiny prokaryot, M. tuberculosis ma
dvé izoformy — MtMetAP1la a MtMetAP1c. Ob¢ izoformy MtMetAP maji méné nez 48%

podobnost s lidskymi MetAP, coz z nich &ini pomémé vhodny cil antimikrobni terapie.*?
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2.4 Vlastnosti aminothiazolu/aminooxazolu

2.4.1 Chelatacni vlastnosti

V literatufe bylo popsano velké mnozstvi slouc¢enin na bazi 1,3-thiazolu jako ligand,
které proptjcuji sloucenindm schopnost koordinovat rizné kovové ionty. Koordina¢ni
schopnost thiazolylovych ligandi je z velké ¢asti ptisuzovéana ptitomnosti atomi dusiku
a siry v péti¢lenném kruhu jako potencialnich donort elektronti. Pokud jde o koordina¢ni
schopnost atomt S a N v 1,3-thiazolovém kruhu, bézné¢ je atom dusiku (diky vyssi
elektronegativité a tim padem vyssi nukleofilit¢) mnohem G¢innéj$im donorem nez atom
siry. Kromé toho je pfi urCovani piesné povahy téchto interakci ligandu s kovem dulezita

povaha kovu i substituentdi na heterocyklickém ligandu.?+33-36-37

Schopnost koordinovat ionty kovli maji i dalsi thiazolové derivaty, predevsim ty, které
maji v poloze 2 zaveden elektron-donorovy substituent.** Jednim z takovy derivati je
pravé 2-aminothiazol. Obdobné schopnosti mé 1 jeho kyslikaty izoster 2-aminooxazol.
Oba zminéné ligandy nesou ve svém heterocyklu celkem tfi nukleofilni, potencialné
vazebna centra: endocyklicky atom N, exocyklicky N (NHz skupina) a endocyklicky atom
S (resp. O). I pfes existenci vice vhodnych donorovych atomu, ve vétSin€ piipada
koordinace s kovovymi ionty, zlstava nejpravdépodobnéjSim donorem heterocyklicky

dusik.3*8

Z 2-aminothiazoli a 2-aminooxazoli mohou byt pfipraveny Schiffovy baze reakci
primarni aminoskupiny s aldehydem nebo ketonem, kdy dochazi k ndhrad€ karbonylové
skupiny aldehydu/ketonu iminoskupinou. Vznikld azomethinova C=N vazba dodava
vzniklym Schiffovym bazim schopnost vytvofeni komplexu s kovy prostfednictvim

koordinace s atomem dusiku.>®
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2.4.2 PAINS (Pan-assay interference compounds)

Nekteré slouceniny obsahujici ve své struktufe fragment 2-aminothiazolu jsou

povazovany za potencidlni PAINS.*

Bylo identifikovano celkem 14 podtiid 2-AMT, které byly zatfazeny do kategorie
PAINS.#

Pan-assay interference compounds (PAINS) jsou slouceniny poprvé popsany Baellem
a Hollowayem a jsou charakteristické ptitomnosti strukturnich rysi, které podporuji
nespecifickou aktivitu slou¢enin vii¢i mnoha proteinovym ciltim.*! Tyto strukturni rysy
mohou slou€enindm proptjcovat schopnost interferovat s biologickymi testy

a poskytovat tak falesné pozitivni vysledky (napfiklad v ramci HTS).*°

Mechanismy jsou rizné a zahrnuji napiiklad reaktivitu s biologickymi a biochemickymi
nukleofily (jako jsou thioly a aminy); fotoreaktivitu; chelataci kovl (kterd miize
zpisobovat interferenci s proteiny, testovacimi ¢inidly, nebo mize vnéaset kontaminanty
v podobé tézkych kovl); redoxni aktivitu; fyzikalné-chemické interference (jako je
tvorba micel); nebo fotochromni vlastnosti, které mohou interferovat s absorpci c¢i

fluorescenci, kterych je typicky vyuzivano pti hodnoceni test(.*?

Slouc¢eniny, které maji znamé jadro PAINS, by tedy mély byt do optimalizace struktury
zahrnovany s velkou opatrnosti, protoze je pomérné vysoka pravdépodobnost, Ze se
ukéze, ze plivodni slibné hity nejsou progresivni a ¢asto vedou ke stanoveni matoucich

vztahtl struktury a u¢inku.*?

V soucasné dobé¢ jsou Siroce vyuzivany elektronické filtry, které mohou zpracovat stovky
a tisice sloucenin béhem né¢kolika sekund a pouZzivaji se k identifikaci PAINS s cilem

vylougit je z dali analyzy.*
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2.4.3 Metabolicka (ne)stabilita 2-aminothiazolu

Nékteré chemické funkéni skupiny se podileji na vzniku toxickych reaktivnich metaboliti

a jsou hlaseny jako strukturni vystrahy.

Je zndmo, Ze 1€¢iva obsahujici thiazolové a 2-aminothiazolové skupiny vytvareji reaktivni
metabolity reakci katalyzovanou cytochromem P450 (CYP). Tyto reaktivni metabolity
mohou kovalentné modifikovat zakladni bunécné makromolekuly, vést k toxicité
a vyvolavat idiosynkratické nezddouci ucinky IéCiv. Biotransformace thiazolové
a 2-aminothiazolové skupiny mize vést k reaktivnim metabolitim typu epoxidu, S-oxidu,

N-oxidu a oxaziridinu (Obrazek 2).44

R—{’:)O \ R)L%+

epoxid - 53 4 : S-oxid
Ds :
SR i
Oﬁ / R = H, NHR', NH; \ N
b, o
R” S o e
N-oxid oxaziridin

Obrazek 2: Mozné cesty metabolické biotransformace thiazolu,
prevzato a upraveno z:*

Epoxidace thiazolu je termodynamicky a kineticky vyhodnéjsi ve srovnani s S-oxidaci,
N-oxidaci a tvorbou oxaziridinu. A¢koli energetickd bariéra pro tvorbu oxaziridinu je
pouze nepatrné vétsi nez pro epoxidaci, metabolit oxaziridinu je mnohem méné¢ stabilni.
Lze tedy konstatovat, ze tvorba epoxidu na thiazolovém kruhu je nejvyhodné;si reakci
zprostiedkovanou CYP. Epoxidace probihd snadnéji v pfitomnosti aminoskupiny

v poloze C2.4

Thiazolovy kruh miiZze snadno podléhat oxidacnimu S$tépeni katalyzovanému CYP
a vzniku a-dikarbonylovych metabolitii a thioamidovych derivati. Pravé thioamidoveé
metabolity byvaji povazovany za zdroj toxicity thiazol.*

Oxidac¢nim reakcim, které vedou ke vzniku toxickych metabolitii, je mozné se vyhnout

zavedenim alkylové skupiny do polohy C5 thiazolu (nebo 2-aminothiazolu).*
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2.4.4 Rozpustnost thiazol vs oxazol

Rozpustnost ma zdsadni vyznam pro schopnost sloucenin stat se 1écivem. Slouceniny
s nizkou rozpustnosti znané ztézuji vyvoj léciv a mohou zpiisobovat problémy pfi

testech in vitro a in vivo.*®

V literatufe byva heterocyklicky thiazol oznaCovan jako dobfe rozpustny v etheru

a alkoholu, ov§em malo rozpustny ve vodé.*”*

Oxazoly jsou oznaCovany taktéz jako nerozpustné¢ ve vode (s vyjimkou nékterych

methyloxazoli), jsou rozpustné v alkoholu, etheru, kyseliné octové a benzenu.*’

Azzali a kol. ve své publikaci zaznamenali, Ze slouCeniny obsahujici ve své struktufe
2-aminooxazol by mohli mit oproti 2-aminothiazolovym derivatim nékteré vyhody, jako

pravé lepsi rozpustnost.>”

V ramci hodnoceni rozpustnosti nami ptipravenych sloucenin byla zaznamenana shoda
s vySe zminénym tvrzenim. Pfi porovnani n€kolika dvojic izosternich derivati vyssi
N . . , v . 5] v
rozpustnost ve vodé byla zaznamenana u 2-aminooxazolovych sloucenin.”’ Ovsem pro
vyvozeni jednoznacného zavéru ohledné zlepSené rozpustnosti zaménou 2-aminothiazolu

za 2-aminooxazol by bylo zapotiebi hodnoceni vétsiho souboru sloucenin.
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2.5 Chemicka cast

2.5.1 Piiprava 2-aminothiazolu

Thiazoly obecné¢ l1ze ptipravit Hantzschovou syntézou, Gabrielovou syntézou nebo Cook—

Heilbornovou syntézou.>

Jednou z nejstarSich metod ptipravy 2-aminothiazolti je Hantzschova thiazolova syntéza.
Touto reakci je mozné pfipravit pomérné Ccisté slouCeniny ve vysokém vytézku
z o-bromoketonu a thiomo&oviny,>>** ovSem je mozné k piipravé pouzit i dalsi
a-halogenketony/a-halogenaldehydy.> Ptikladem je chloracetaldehyd, ktery je schopen

reagovat s thiomo&ovinou (Schéma 1).%

o H,N s toluen, 80°C N
CI_/: + \f > [ \>—NH2
H,N - HCI S
- H,O

Schéma 1: Priprava 2-aminothiazolu Hantzschovou syntézou, prevzato a upraveno z:>’
Reak¢éni mechanismus spocivda v nukleofilnim ataku atomu siry thioamidu (resp.
thiomocCoviny) na alfa uhlik o-halogenkarbonylu za vzniku meziproduktu, ktery

naslednou dehydrataci vede k odpovidajicimu thiazolu (Obrazek 3).>

S R2_0O R0, M2 N Ry
-"'_'_'_'_._‘_“_"H.\_‘ %
R 3 X -IU T i/\>_R1 = o=
2Ny RE>X -HX  Rs7OR RY S “H0 g3 S

Obrdzek 3: Reakcni mechanismus Hantzschovy thiazolové syntézy, pievzato a upraveno z: 32
Jednou z moZnych variant pfipravy je i reakce acetaldehydu s thiomoc€ovinou za pouZiti

vhodného katalyzatoru (jako napiiklad montmorillonit-K nebo jod).*%>
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2.5.2 Ptiprava 2-aminooxazolu

Oxazoly byvaji ¢asto pfipravovany pomoci Robinsonovy-Gabrielovy syntézy. Jedna se
o reakci, pfi niz a-acylaminoketon podléha intramolekularni cyklizaci a dehydrataci
za vzniku oxazolového kruhu. Mechanismus reakce lze vidét nize (Obrazek 4).
Ke katalyze reakce je zapottebi dehydratacni ¢inidlo, kterym mutze byt PCls, POCI3, P2Os,

SOCly, nebo silna mineralni kyselina (napf. H2SO4).%%6!

R' H R! R!
2,770 o He B2 - 3 2 4} 4’
W Q)k‘/ H ®\ 2 ‘\_;-. )»/ N)S/RZ
’&/o’ &H - H )0 }-9
R® R3 R3
2 3 4 5

Obrazek 4: Mechanismus Robinsonovy-Gabrielovy syntézy, prevzato z internetového zdroje®

Dale mohou byt oxazoly pfipraveny z amidl a a-halogenketonti nebo a-halogenaldehydii.
Tato metoda je podobna ptiprave thiazold, avSak oxazoly v porovnani s thiazoly vznikaji
pii vyssich teplotach a v nizsich vytézcich (v nékterych pripadech jsou vytézky tak nizké,
ze izolace oxazolu je velmi problematickd). Pfi pfipravé oxazoll je obvyklé zahiivat
reaktanty pii 120 °C po dobu jedné az dvou hodin, zatimco thiazoly se snadno tvoii jiz

pii mirném zahiivani.*’

Pro piipravu 2-aminooxazolti se vétSinou vyuziva dvou metod. Prvni zahrnuje reakci
a-halogenkarbonylové slouceniny sureou v dimethylformamidu pii vysoké teploté
nékolik hodin. OvSem pro nékteré tepelné nestalé derivaty 2-aminooxazoll tuto cestu
syntézy nelze pouzit. Dilezitd je kontrola teploty reakce z diivodu mozné tvorby

nezadoucich meziproduktt (imidazol, imidazolon).%?

Druhou moznosti je reakce o-hydroxyketonu (glykolaldehydu) s kyanamidem (nebo
substituovanym kyanamidem). Reakce se provadi pii 40-50 °C ve vodném prostiedi nebo
v pfitomnosti mineralni kyseliny, plnici v tomto ptipadé funkci katalyzatoru. Lepsi
vytézky poskytuje reakce v tetrahydrofuranu (THF) pfi vysokém pH (10-12).%* Reakéni

schéma mizeme vidét nize (Schéma 2).

NaOH O
N=—NH, + HO _~ > o NHe
° THF, 0-20 °C N

Schéma 2: Pfiprava 2-aminooxazolu, pievzato a upraveno z: %
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2.5.3 Vznik amidové vazby

Amidova vazba se obvykle vytvaii spojenim karboxylovych kyselin a amin. OvSem
kvtli pfirozené rovnovaze mezi karboxylovou kyselinou a aminem smétujici k tvorbé soli
neni mozna piima kondenzace t&chto dvou funkénich skupin za laboratorni teploty.®®
Pro tento typ reakce je potieba vysokych teplot (az >200 °C),°® které jsou obvykle
Skodlivé pro integritu substrati (kdy muze dochazet k jejich tepelnému rozkladu).

t.57 Karboxylové

Z tohoto divodu byva nutné karboxylovou kyselinu nejprve aktivova
kyseliny mohou byt aktivovany na acylhalogenidy, acylazidy, acylimidazoly, anhydridy,

estery a dalsi.

Mechanismus aktivace spo¢iva v zamén¢ hydroxylové funkéni skupiny karboxylové
kyseliny za lépe odstupujici skupinu a vzniku meziproduktu, ktery umozni atak

aminoskupiny na elektrondeficientni karbonylovy uhlik.%8-6°

Existuji rizné zpuisoby tvorby amidové vazby:

a) reaktivni acylacni ¢inidlo se vytvari z kyseliny v samostatném kroku pted reakci
s aminem
b) acylaéni Cinidlo se vytvafi in situ z kyseliny v pfitomnosti aminu pfiddnim

aktiva¢niho (couplingového) ¢inidla.6% ¢

2.5.3.1 ACYLHALOGENIDY

Jako jednu z nejjednodussich metod aktivace karboxylové kyseliny je povazovana tvorba
acylchloridu. K tomuto ucelu je moZno vyuzit thionylchlorid, oxalylchlorid, chlorid
fosfority, trichlorid fosforylu a pentachlorid fosforylu. Mechanismus aktivace pfi pouZiti

thionylchloridu a oxalylchloridu je patrny ze schématu (Schéma 3).%

0 (OKQE\ ® A
{ — $5 . | ; s
0 /icrg’“m 5 wc? ER'lL\C‘ H 50z =+ HCl

0 o)(o) 0
\—v Ci)Jﬁ_‘,(:l — o SEe g of —> 1 A4 co, + co + Ha
@ : :

RJLOH

Schéma 3: Mechanismus aktivace karboxylové kyseliny pomoci oxalylchloridu a thionylchloridu, prevzato a upraveno
. 69
z:

Ob¢ reakce mohou byt podpoieny piidavkem katalytického  mnozstvi

N, N-dimethylformamidu (DMF).”
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Jednou z hlavnich nevyhod pouziti vyse uvedenych chlorac¢nich Cinidel je vznik kyseliny
chlorovodikové jako vedlejsSiho produktu, coz miize pusobit problematicky pfi pouziti
substratl, které jsou citlivé na pfitomnost kyseliny a vyzaduji nekyselé reakcni

podminky.%

Amidova vazba potom vznika reakci acylchloridu s vybranym aminem. Vzhledem ke
skutecnosti, ze pfi reakci opét vznika kyselina chlorovodikova, je zapotiebi pouziti baze
(zpravidla terciarniho aminu), abychom zabranili vzniku nereaktivni hydrochloridové
soli.®? Reakci lze urychlit ptidanim katalytického mnozstvi 4-dimethylaminopyridinu

(DMAP).”!

Dals$i moznosti, kterd mlize za nékterych okolnosti byt vyhodnéjsi, je vyuziti acylfluoridu
jako aktivniho meziproduktu. Za vyhodu lze povazovat napiiklad mensi citlivost na
vlhkost a zaroven vyssi reaktivitu s aminy. Pro tvorbu acylfluoridu je bézné vyuzivano
fluoridu  kyanurového,”?  ptipadné mlze byt pouzit  fluor-N,N,N',N'-

tetramethylformamidinium hexafluorfosfat (TFFH).”
V ojedinélych piipadech se k tvorb& amidové vazby mohou vyuZzivat i acylbromidy.%’

2.53.2 ACYLAZIDY

Za jednu z prvnich metod tvorby amidové vazby je povaZovan coupling za vyuZiti
acylazidového meziproduktu. Acylazidy mohou byt pfipraveny dvoukrokovou syntézou
z estertl, kdy nejprve reakci s hydrazinem vznikd acylhydrazid a v druhém kroku je
pfeménén na azid pomoci kyseliny dusi¢né nebo alkylnitritu. OvSem v nékterych

pripadech mtize k vedlejsi reakci dojit za vzniku isokyanétu.®-%

2.5.3.3 ACYLIMIDAZOLY

Velmi vyuzivanym couplingovym €inidlem je 1,1 -karbonyldiimidazol (CDI). Umoziiuje
jednostupiiovou syntézu, kdy nejprve dochdzi k tvorbé aktivovaného meziproduktu
N-acylimidazolu, ktery poté reaguje s piislusnym aminem. Diky imidazolu, uvoliiujicimu

se b&hem reakce, neni tieba dalsi baze k zabranéni tvorby hydrochloridové soli.”*%°

2.5.3.4 ANHYDRIDY
Anhydridy jsou latky, které snadno reaguji s celou fadou nukleofild, samoziejmé
1 s aminy. Pro reakci je moZné pouzit jednoduché symetrické anhydridy, ale i smiSené

anhydridy odvozené od isourey nebo anhydridy odvozené od kyseliny fosforec¢né.
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Symetrické anhydridy mohou vznikat zahtivanim pfislusné kyseliny, nebo reakci dvou
molekul kyseliny v pfitomnosti N,N -dicyklohexylkarbodiimidu (DCC). Anhydrid

v dal§im kroku reaguje s aminem, pfi¢emZ neni nutné pouzit zadnou dal3i bazi.*

2.5.3.5 AKTIVOVANE ESTERY

Jednou z klasickych metody ptipravy amidii je esterova aminolyza. Zpravidla se
pouzivaji aromatické estery, které oproti alkylesteriim snaze hydrolyzuji a jsou schopné
reagovat s celou fadou nukleofili diky zvysené elektrofilité karbonylového centra, ktera
zalezi na charakteru vybraného alkoholu. Aktivni estery mohou byt pfipraveny reakci
s DCC nebo metodou smésnych anhydridii. Nejbéznéji vyuzivané alkoholy v amidovém
couplingu jsou naptiklad p-nitrofenol, pentafluorfenol, 2.4,5-trichlorfenol nebo

N-hydroxysukcinimid:®®
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3 Experimentalni Cast

3.1 Pouzité ptistroje, chemikalie, metody

Vsechny chemikalie byly ziskany od spolecnosti Sigma-Aldrich/Merck (Darmstadt,
Némecko) nebo Fluorochem (Hadfield, Derbyshire, Spojené kralovstvi) a byly pouzity
bez dalsiho ¢isténi. Rozpoustddla byla zakoupena od spoleénosti Penta (Praha, Ceska
republika) nebo Merck (Némecko), voda Milli-Q byla pfipravena pomoci purifika¢niho
systému Millipore (Merck-Millipore, Darmstadt, Némecko). Bezvoda rozpoustédla byla
zakoupena od spoleénosti VWR (Stiibrna Skalice, Ceska republika).

Prabéh reakci byl sledovan na hlinikovych TLC deskach Silica 60 F2s4 (Merck, Némecko)
a pomoci TLC-MS Advion Expression CMS (Advion, Ithaca, NY, USA). Teploty tani
byly méfeny na pfistroji Stuart SMP30 (Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK)

metodou v oteviené kapilaie.

IC spektra byla zaznamenana pomoci FT-IR spektrometru Nicolet 6700 (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) pomoci metody zeslaben¢ celkové reflektance (ATR)

na germaniovém krystalu.

NMR spektra byla zaznamenana na pfistroji Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, CA,
USA) pii frekvenci 500 MHz pro 'H a 126 MHz pro '*C nebo Jeol INM-ECZ600R pri
frekvenci 600 MHz pro 'H a 151 MHz pro *C. Chemické posuny se vztahovaly nepfimo
k tetramethylsilanu prostiednictvim signalu rozpoustédla (2,50 pro 'H a 39,7 pro 1*C
v DMSO-ds, 7,25 pro 'H a 77,19 pro B3C v CDCls-ds, 2,02 pro 'H a 29,01 pro Bc

v acetonu-ds) a uvadény v ppm (9).

Pro ¢isténi slou€enin byl vyuzit flash chromatograf PuriFlash 5 (Interchim, Montlugon,

Francie).

Cistota nové pfipravenych sloudenin byla méfena pomoci piistroje Nexera® UHPLC
system (Shimadzu, Kjoto, Japonsko) spojenym s PDA detektorem (SPD-M20A)
na kolon¢ Ascentis® CI18 (1003 mm, 3 um, Supelco®) za pouziti mobilni faze
acetonitril/voda v izokratickém nebo gradientovém rezimu. Data byla zpracovdna pomoci
softwaru LabSolutions (v. 5.92, Shimadzu, Kjoto, Japonsko). Zasobni roztok kazdé
slou€eniny (0,5 mg/ml) byl pfipraven rozpusténim ptislusSného mnozstvi v methanolu.

Pracovni roztoky byly pfipraveny ziedénim zasobnich roztokii smési acetonitrilu a vody

29



(1:1, v/+) na hodnotu koncentrace 50 pg/ml. Detektor PDA zaznamenaval absorpcni
spektra v rozsahu 190 az 380 nm, a pro hodnoceni Cistoty byla pouzita vinova délka

254 nm.

Hodnoty Log P a Clog P byly zjistény pomoci programu ChemDraw Professional, verze
17.1.0.105 (PerkinElmer Informatics, Inc., Waltham, MA, USA).

Identifikace HRMS byla provedena pomoci pfistroje Q-Exactive Focus (Thermo
Scientific, San José, CA, USA) s HESI (Heated electrospray ionization) a data byla
zpracovana pomoci softwaru Xcalibur (Thermo Scientific). Rozhrani pro ionizaci
vyhtivanym elektrosprejem II (HESI-II) v pozitivnim iontu s nésledujicim nastavenim:

napéti spreje 0,5-5 kV; uroven S-Cocky RF +50 V; teplota kapilary 350 °C.

Data byla ziskdna v rezimu MS s plnym skenovanim (FullMS) s rozliSenim (m/Am) =
70 000 s piesnosti mefeni < 2,06 ppm s hmotnostnim rozsahem kvadrupolového filtru

90-450 m/z.
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3.2 Princip ptipravy produkti

Slouceniny, které jsme v ramci této prace piipravovali, vznikly spojenim heterocyklické
karboxylové kyseliny a heterocyklického aminu pomoci amidové vazby. Pro reakci bylo
vyuzito tfech zékladnich pyridinkarboxylovych kyselin (pikolinové, nikotinové
a isonikotinové¢), jejich derivati substituovanych methylovou skupinou nebo chlorem,
piipadné chinoxalin-2-karboxylové kyseliny jako vétsi strukturni obmény. Amidy téchto
kyselin vznikly reakci s 2-aminooxazolem, 4-fenyl-2-aminooxazolem,
2-aminothiazolem, nebo 4-fenyl-2-aminothiazolem. Obecné vzorce sloucenin mizeme

vidét na nasledujicim obrazku (Obrazek 5).

SERIE A SERIE B
X X
RN HN— | RN HN—<\]
[ S
~
N/ O N @)
X=0,S
R = CHj, Cl

Obrazek 5: Obecné vzorce pripravenych sloucenin

V ramci téchto syntéz jsme piipravili dvé série latek. Latky ze série A ve své struktuie
obsahuji 2-aminothiazol, ¢i 2-aminooxazol substituovany fenylem. Struktury latek

ze série B obsahuji vySe zminéné heterocyklické aminy bez fenylové substituce.

Pro ptipravu slou€enin jsme vyuzili dva zékladni reakéni principy. Prvni moznosti byla
syntéza chloridu karboxylové kyseliny reakci s thionylchloridem nebo oxalylchloridem.

Druhou moZnosti byl amidovy coupling za pomoci CDI.
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3.3 Syntéza
3.3.1 Syntéza acylchloridu

Cilem prvniho kroku reakce bylo zvybrané pyridinkarboxylové kyseliny pfipravit

acylchlorid, reaktivngj$i funkeni derivat karboxylové kyseliny.
Obecny princip reakce vystihuje Schéma 4.

R'. N SOClI, / (COCI), R'. N

N N
| COOH > | COcCl
R2NF DMF (kat.) R2Z N

DCM, rt/50°C

R', R? =H, CH,, Cl

Schéma 4: Priprava chloridu pyridinkarboxylové kyseliny pomoci oxalylchloridu/thionylchloridu
Jako katalyzator zde vystupuje DMF, jehoz reakci s oxalylchloridem/thionylchloridem
vznikd meziprodukt imidoylchlorid, ktery je schopen dal reagovat s karboxylovou
kyselinou za vzniku acylchloridu. Pfi reakci je uvoliiovéan oxid uhlicity, coz se projevuje

vyvojem bublin.

V druhém kroku (Schéma 5) probihala reakce chloridu pyridinkarboxylové kyseliny
sjednim ze Ctyt heterocyklickych aminti uvedenych vySe, za tcasti DMAP jako
katalyzatoru a N, N-diisopropylethylaminu (DIPEA) nebo pyridinu jako baze,
vychytavajici uvolnujici se protony k zabranéni zmény pH reakce, ktera by mohla vést
k vzniku neZadouci soli heterocyklického aminu. Zaroven je nutné reakci udrzovat
dostate¢n¢ chlazenou, abychom ptedesli vzniku nezaddouciho N,N-diacylovaného

produktu.”
X
[ >—NH,
R3 N

X
1
RN RU_NL HN—Q 1
= . 2 O
R2 DMAP, DIPEA / pyridin R

DCM, 0°C ->rt

X=0,8
R', R?=H, CHg, CI
R3 = H, fenyl

Schéma 5: Reakce chloridu pyridinkarboxylové kyseliny s aminem za ucasti DMAP a DIPEA
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3.3.2 Reakce s CDI

Druhou moznosti byla reakce, kdy pomoci 1,1 -karbonyldiimidazolu (CDI) dochazi
k aktivaci karboxylové kyseliny. Mechanismus aktivace mizeme vidét na nasledujicim

obrazku (Obrazek 6).
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Obrdazek 6: Mechanismus aktivace karboxylové kyseliny pomoci CDI, pievzato z:7

Probihda zde nukleofilni substituce, pii niz karboxylova funk¢éni skupina atakuje
karbonylovy uhlik CDI a tvofi reaktivni meziprodukt N-acylimidazol. Béhem tvorby
meziproduktu je uvolilovan CO;, cozZ se projevuje vyvojem bublin. Po ukonceni vyvoje
bublin vSechny molekuly karboxylové kyseliny byly pfeménény na meziprodukt
a aktivace je u konce. V druhém kroku syntézy probiha reakce mezi N-acylimidazolem
a aminoskupinou vybraného heterocyklického aminu za vzniku amidové vazby, pfi¢emz
dochézi k uvolnéni molekuly imidazolu. Pro zvyseni reaktivity bylo do reakce pouZito

katalytické mnozstvi imidazol hydrochloridu,”” ktery piisobi jako zdroj protont.
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3.4 Postup pfipravy produkti

A) REAKCE S OXALYLCHLORIDEM

Vybrana pyridinkarboxylova kyselina (2 mmol; 1 eq) byla navazena do vysuSené banky
s kulatym dnem a rozpusténa v 10 ml bezvodého DCM. Poté byl pfidan oxalylchlorid
(2,2 mmol; 1,1 eq), par kapek DMF a smés ponechédna michat za laboratorni teploty,

dokud se objevuje péna.

Do jiné banky byl navazen ptislusny amin (2,2 mmol; 1,1 eq) a rozpustén v 10 ml
bezvodého DCM. Poté byla smés umisténa do ledu a za stalého michani piidany DIPEA
(6 mmol; 3 eq) a DMAP (10 % eq). K této smési byl pomalu ptikapavan vznikly chlorid
pyridinkarboxylové kyseliny a smés byla ponechdna michat pies noc pfi laboratorni

teploté.
Tento postup byl pouZit pro slouceniny AB1, AB2, AB3 a AB9.

Tabulka 1: Vychozi latky pouzité pri reakci s oxalylchloridem

kyselina amin
AB1 | kyselina pikolinova 4-fenyl-2-aminooxazol
AB2 | kyselina nikotinova 4-fenyl-2-aminooxazol
AB3 | kyselina isonikotinova 4-fenyl- 2-aminooxazol
AB9 | kyselina pikolinova 2-aminooxazol

B) REAKCE S THIONYLCHLORIDEM

ZA POUZITI ROZPOUSTEDLA

Vybrana pyridinkarboxylova kyselina (2 mmol; 1 eq) byla navazena do banky s kulatym
dnem a rozpusténa v 15 ml bezvodého toluenu. Poté byl pfidan thionylchlorid (10 mmol;
5 eq), par kapek DMF a smés byla zahtivana pod zpétnym chladi¢em pfi teploté 110 °C
pfiblizné hodinu. Nasledovalo odpateni toluenu na vakuové odparce a zbytek reakéni

smési byl rozpustén v bezvodém DCM.

Do dalsi baniky byl navazen amin (2,2 mmol; 1,1 eq) a rozpuStén v 10 ml DCM. Poté byla
smés umisténa do ledu a za stalého michani pfidany DIPEA (6 mmol; 3 eq) a DMAP
(10 % eq). K vzniklé smési byl pomalu pfikapavan vznikly chlorid pyridinkarboxylové

kyseliny. Bylo ponechano reagovat do druhého dne.
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Postup byl pouzit pfi ptipraveé slouceniny AB4.

Tabulka 2: Vychozi latky pouzité pri reakci s thionylchloridem

kyselina amin

AB4 | kyselina 5-methylpyridin-3-karboxylova | 4-fenyl-2-aminooxazol

BEZ POUZITI ROZPOUSTEDLA

Pyridinkarboxylova (pfipadné chinoxalin-2-karboxylova) kyselina (2 mmol; 1 eq) byla
navazena do banky, k ni pfidan thionylchlorid (20 mmol; 10 eq) a bylo michano
za laboratorni teploty (pfipadné zahtato na cca 50-60 °C) dokud se smés nestala Cirou.
Poté byl thionylchlorid odpatfen na vakuové odparce a zbytek reakéni smési suspendovan

v bezvodém DCM (1ml).

Do nové banky byl navdzen amin (2,2 mmol; 1,1 eq) a rozpustén ve smési bezvodého
DCM a bezvodého pyridinu (1:1). Pro nékteré slouceniny byla misto pyridinu pouzita
DIPEA (6 mmol; 3 eq.). Smés byla umisténa do ledu a za stalého michani byl pomalu
pfikapavan vznikly chlorid pyridinkarboxylové kyseliny suspendovany v bezvodém

DCM. Reakce byla ponechdna michat do druhého dne.

Timto zplsobem byla pfipravena vétSina sloucenin.

Pro AB26 jsme vychazeli ze 4 mmol pyridinkarboxylové kyseliny.
C) REAKCE S CDI

ZA POUZITI ROZPOUSTEDLA

Pyridinkarboxylova kyselina (2 mmol; 1 eq) byla navaZena do bainky s kulatym dnem
arozpusténa v bezvodém dimethylsulfoxidu (DMSO). Potom ptiddno CDI (2,2 mmol;
1,1 eq) a imidazol hydrochlorid (10 % eq). Smés byla michdna a zahtivana na 50 °C
pfiblizn€ hodinu. Déle byl pfiddn amin (2,2 mmol; 1,1 eq) a smés byla ponechdna michat

pfes noc pii laboratorni teploté.
Postup byl pouzit pro ptipravu slouc¢eniny AB21.

Tabulka 3: Vychozi latky pouzité pri reakci s CDI (za pouziti rozpoustédla)

Kyselina amin

AB21 kyselina nikotinova 4-fenyl-2-aminothiazol
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AKTIVACE V PEVNE FAZI

Pyridinkarboxylova kyselina (4 mmol; 1 eq) byla navaZena do banky s kulatym dnem,
piidan CDI (4,4 mmol; 1,1 eq) a smés byla tavena pomoci fénu/horkovzdusné pistole,
dokud bylo pozorovano Suméni (uvolnovani CO,). Poté bylo ptidano rozpoustédlo (par
ml bezvodého THF), amin (4,4 mmol; 1,1 eq) a smés byla michdna a zahtivéana pti 50 °C

do druhého dne.
Postup byl pouzit pro piipravu slouceniny AB25.

Tabulka 4: Vychozi latky pouzité pri reakci s CDI (pri aktivaci v pevné fazi)

kyselina amin

AB2S5 | kyselina 2-chlorpyridin-4-karboxylova 2-aminothiazol

Pribéh vSech reakei byl sledovan pomoci TLC s mobilni fazi hexan:ethyl-acetat (2:1),

vysledek reakce a vznik produktu byl ovéfen pomoci TLC-MS.

3.5 Cisténi sloucenin

Pii cisténi sloucenin byla pouZita rotani vakuova odparka pro zbaveni se zbytkl
rozpoustédel a pyridinu (pfidanim toluenu a odpatenim). Néasledovalo pfevedeni pomoci
ethyl-acetatu do d¢lici nélevky a vytfepani mezi ethyl-acetat a vodu, u které bylo pH
upraveno na 8-9. Po odd¢leni fazi bylo provedeno TLC pro ovéfeni, zda ve vodné fazi

neziistaly zbytky produktu. Vytfepani bylo provedeno vzdy 2-3x.

Pro zbaveni se zbytki vody bylo pouzito tfepani ethyl-acetitové faze s nasycenym
roztokem chloridu sodného, vysuSeni organické vrstvy nad bezvodym siranem sodnym
a pfefiltrovani pfes vatu. U finalniho ¢isténi byla vyuzita flash chromatografie. Produkt
byl adsorbovéan na silikagel, jako mobilni faze byly pouZzity hexan:aceton, piipadné
hexan:ethyl-acetat a pro detekci byl zvolen UV/VIS detektor, ptipadné detektor rozptylu
svétla odpafovanim (ELSD). U nékterych produktl byla pro docisténi provedena

rekrystalizace z horkého ethanolu.

Pro potvrzeni Cistoty produktid byla vyuzita HPLC analyza. Konecné produkty byly
charakterizovany 'H a '3C NMR spektroskopii, IC spektroskopii, teplotou tani a HRMS.
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3.6 Souhrn pfipravenych slou¢enin

SERIE A

Systematicky ndzev: N-(4-fenylthiazol-2-yl)pikolinamid N N)Q N
H
Oznaceni: AB20 \ Z
CAS: 457940-30-6
Sumarni vzorec CisHiiN3OS
Molekulova hmotnost = 281,333
Log P 3,74
Clog P 3,11834
Teplota tani 127,8-130,2 °C
Teoreticky vytézek 564,4 mg
Prakticky vytézek 42,6 mg (7,55 %)
IC spektrum (ATR-Ge, cm 1) 3347, 3116, 2925, 1684 (1NHCO), 1618,
1604, 1569, 1471, 1458.
'"H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 11.23 (s, 1H), 8.66 (dd, J =4.7, 1.7 Hz,

1H), 8.29 (dt, J =7.7, 1.1 Hz, 1H), 7.93 (td, ] = 7.7, 1.7 Hz,
1H), 7.90 — 7.85 (m, 2H), 7.53 (dd, T = 7.7, 4.7 1H), 7.45 —
7.39 (m, 2H), 7.36 — 7.29 (m, 1H), 7.21 (s, 1H)

BC NMR (151 MHz, CDCl3) 6 162.19, 157.31, 150.63, 148.72, 147.90,
137.87, 134.53, 128.83, 128.12, 127.43, 126.21, 122.95,
108.05.

HRMS (HESI+) m/z = 282.0693 (teoreticky pro M+H" m/z =

282.0696, error -0.86 ppm).

Systematicky nazev: N-(4-fenyloxazol-2-yl)pikolinamid \ Nx N

Oznaceni: AB1 7

Sumarni vzorec CisH11N3O2

Molekulova hmotnost = 265,272

Log P 2,38

Clog P 2,4308

Teplota tani 106,7-109.4 °C

Teoreticky vytézek 531,1 mg

Prakticky vytézek 185,6 mg (34,94 %)

IC spektrum (ATR-Ge, cm 1) 3351, 3165, 1708 (bNHCO), 1591, 1570,
1537.

"HNMR (500 MHz, DMSO) 6 11.56 (s, 1H), 8.76 (dd, J = 4.7, 1.7 Hz,

1H), 8.51 (s, 1H), 8.16 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 8.10 (td, J = 7.7,
1.7 Hz, 1H), 7.77 (s, 2H), 7.73 (dd, J = 7.7, 4.7 Hz, 1H), 7.45
(t,J = 7.7 Hz, 2H), 7.38 — 7.31 (m, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO) 6 163.14, 152.97, 149.01, 148.59, 139.74,
138.45, 132.70, 130.94, 129.00, 128.23, 127.92, 125.21,
123.11.

HRMS (HESI+) m/z = 266.0919 (teoreticky pro M+H" m/z =

266.0924, error —1.72 ppm).
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Systematicky nazev: N-(4-fenylthiazol-2-yl)nikotinamid o) S/\>_©
N

Oznaceni: AB21
CAS: 14397-15-0

Sumarni vzorec Ci1sH11N3OS

Molekulova hmotnost = 281,333

Log P 3,32

Clog P 2,76834

Teplota tani 228,3-230,9 °C

Teoreticky vytézek 563,1 mg

Prakticky vytézek 173,5 mg (30,81 %)

IC spektrum (ATR-Ge, cm 1) 3107, 2927, 1677 (tNHCO), 1602, 1587,
1569, 1446.

'"H NMR (600 MHz, DMSO) 6 12.97 (s, 1H), 9.21 (dd, J = 2.3, 0.9 Hz,
1H), 8.76 (dd, J = 4.8, 1.6 Hz, 1H), 8.42 (ddd, J = 8.0, 2.3,
1.6 Hz, 1H), 7.94 — 7.89 (m, 2H), 7.69 (s, 1H), 7.55 (ddd, J =
8.0,4.8,0.9 Hz, 1H), 7.44 — 7.38 (m, 2H), 7.33 — 7.26 (m,
1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO) 6 164.55, 158.75, 153.47, 149.75, 136.45,
134.81, 129.31, 128.55, 128.42, 126.33, 124.12, 109.33.

HRMS HRMS (HESI+) m/z = 282.0693 (teoreticky pro M+H" m/z =
282.0696, error —1.04 ppm).

Systematicky ndzev: N-(4-fenyloxazol-2-yl)nikotinamid o O/\>_©
Oznaceni: AB2 NF N)%N
\ H
=

Sumarni vzorec CisHiiN3Oz

Molekulova hmotnost = 265,272

Log P 1,95

Clog P 2,0808

Teplota tani 223,6 °C

Teoreticky vytéZek 530,5 mg

Prakticky vytézek 65 mg (12,25 %)

IC spektrum (ATR-Ge, cm 1) 3058, 1697 (tNHCO), 1619, 1594, 1449,
1429.

'H NMR (500 MHz, DMSO) 6 11.99 (s, 1H), 9.14 (d, J = 2.2 Hz, 1H),
8.80 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 8.50 (s, 1H), 8.34 (dt,J=7.9,2.2
Hz, 1H), 7.78 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.59 (dd, J = 7.9, 4.8 Hz,
1H), 7.45 (t,J = 7.5 Hz, 1H), 7.34 (t,J = 7.5 Hz, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO) 6 163.77, 153.36, 152.99, 149.10, 139.24,
135.92, 132.09, 130.73, 128.85, 128.66, 128.08, 125.01,
123.64.

HRMS (HESI+) m/z =266.0921 (teoreticky pro M+H" m/z =

266.0924, error —1.23 ppm).
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Systematicky nazev: N-(4-fenylthiazol-2-yl)isonikotinamid o S/\>_©
N

Oznaeni: AB22 @)k N
N A

CAS: 14397-16-1

Sumarni vzorec Ci1sH11N3OS

Molekulova hmotnost 281,333

Log P 3,32

Clog P 2,76834

Teplota tani 207,2-208.,9 °C

Teoreticky vytézek 562,6 mg

Prakticky vytézek 47,6 mg (8,46 %)

IC spektrum (ATR-Ge, cm 1) 2927, 1677 (tNHCO), 1577, 1558, 1446,
1415.

'"H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 11.74 (s, 1H), 8.59 (d, J = 5.0 Hz, 2H),

7.64 (d,J = 7.5 Hz, 2H), 7.53 (d, J = 5.0 Hz, 2H), 7.27 (t, J =
7.5 Hz, 2H), 7.24 — 7.19 (m, 2H).

BC NMR (151 MHz, CDCl3) § 163.94, 159.03, 150.69, 150.50, 139.22,
133.89, 128.89, 128.40, 126.19, 121.03, 108.76
HRMS (HESI+) m/z =282.0693 (teoreticky pro M+H" m/z =

282.0696, error —1.04 ppm).

Systematicky nazev: N-(4-fenyloxazol-2-yl)isonikotinamid i Ni/h>_©
X

Oznaceni: AB3 l\} % ;

Sumarni vzorec CisH1iN3O2

Molekulova hmotnost = 265,272

Log P 1,95

Clog P 2,0808

Teplota tani 168,8-170,7 °C

Teoreticky vytézek 532,4 mg

Prakticky vytéZek 171,3 mg (32,18 %)

IC spektrum (ATR-Ge, cm 1) 3151, 1704 (uNHCO), 1622, 1603, 1572,
1476, 1448.

'H NMR (500 MHz, DMSO) 6 12.07 (s, 1H), 8.85 — 8.79 (m, 2H), 8.51

(s, 1H), 7.92 — 7.87 (m, 2H), 7.81 — 7.75 (m, 2H), 7.45 (t, ] =
7.9 Hz, 2H), 7.38 — 7.31 (m, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO) 6 163.72, 153.14, 150.48, 139.88, 139.32,
132.19, 130.68, 128.86, 128.11, 125.02, 121.76.
HRMS (HESI+) m/z =266.0921 (teoreticky pro M+H" m/z =

266.0924, error —1.23 ppm).
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Systematicky nazev: 2-chlor-N-(4-fenylthiazol-2-yl)isonikotinamid

Oznaceni: AB23

CAS: 1043211-02-4

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytézek
Prakticky vytézek

IC spektrum

"H NMR

13C NMR

HRMS

C15H10CIN3OS

315,775

4,22

3,50021

157,8-161,6 °C

631,6 mg

84,2 mg (13,33 %)

(ATR-Ge, cm™") 3076, 1680 (sNHCO), 1545, 1470, 1445.
(500 MHz, DMSO) 5 13.16 (s, 1H), 8.64 (d, J = 5.1 Hz, 1H),
8.15(d,J = 1.5 Hz, 1H), 8.00 (dd, J = 5.1, 1.5 Hz, 1H), 7.95
(d,J = 7.4 Hz, 2H), 7.76 (s, 1H), 7.45 (t, J = 7.4 Hz, 2H),
734 (t,J = 7.4 Hz, 1H),

(126 MHz, DMSO) 6 163.03, 158.30, 151.42, 151.30, 149.77,
143.22, 134.57, 129.26, 128.43, 126.25, 123.20, 121.89,
109.62.

(HESI+) m/z =316.0303 (teoreticky pro M+H" m/z =
316.0306, error —0.86 ppm).

Systematicky nazev: 2-chlor-N-(4-fenyloxazol-2-yl)isonikotinamid

Oznaceni: AB26

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytézek
Prakticky vytéZzek

IC spektrum

'"H NMR

3C NMR

HRMS

C15H10CIN3O2

299,714

2,86

2,82732

karbonizovalo pii 221,9 °C

1198,6 mg

78 mg (6,51 %)

(ATR-Ge, cm 1) 3149, 1618 (vNHCO), 1591, 1570, 1537.
(600 MHz, ACETON) & 10.89 (s, 1H), 8.60 (d, J = 5.0 Hz,
1H), 8.21 (s, 1H), 8.00 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.93 (dd, J = 5.0,
1.5 Hz, 1H), 7.82 — 7.73 (m, 2H), 7.40 (t, J = 7.5 Hz, 2H),
7.32 (t,J =7.5 Hz, IH).

(151 MHz, ACETON) & 151.88, 150.87, 128.78, 128.24,
125.33, 122.69, 121.07.

(HESI+) m/z =300.0531 (teoreticky pro M+H" m/z =
300.0534, error —1.11 ppm).
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Systematicky nazev: 5-methyl-N-(4-fenyloxazol-2-yl)nikotinamid 0 0/\>\©
N

Oznaceni: AB4

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytézek
Prakticky vytézek

IC spektrum

'HNMR

13C NMR

HRMS

N7 | H/k\
NS
CH,
Ci6H13N302
279,299
2.44
2,5798
258,6 °C
560,7 mg

60 mg (10,71 %)

(ATR-Ge, cm 1) 2926, 1691 (1NHCO), 1615, 1592, 1516,
1489.

(600 MHz, DMSO) 6 11.90 (s, 1H), 8.95 (s, 1H), 8.64 (s, 1H),
8.48 (s, 1H), 8.17 (s, 1H), 7.78 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.45 (t, J
= 7.6 Hz, 2H), 7.34 (t,J = 7.6 Hz, 1H), 2.39 (s, 3H).

(126 MHz, DMSO) 8 163.88, 153.30, 146.26, 139.26, 136.09,
133.08, 132.05, 130.73, 128.84, 128.22, 128.06, 125.00,
17.75.

(HESI+) m/z =280.1077 (teoreticky pro M+H" m/z =
280.1080, error —1.17 ppm).
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SERIE B

Systematicky ndzev: N-(thiazol-2-yl)pikolinamid 0 s/\>

Oznaceni: AB17

CAS: 301208-58-2

Sumarni vzorec CoH7N30S8

Molekulova hmotnost = 205,235

Log P 1,65

Clog P 1,02034

Teplota tani 143,2-145,3 °C

Teoreticky vytézek 410,4 mg

Prakticky vytézek 138,1 mg (33,65 %)

IC spektrum (ATR-Ge, cm 1) 3182, 1675 (1NHCO), 1524, 1489, 1472,
1451, 1417.

'"H NMR (500 MHz, DMSO) 6 12.00 (s, 1H), 8.76 (ddd, J = 4.7, 1.7,
1.1 Hz, 1H), 8.18 (dt, J = 7.7, 1.1 Hz, 1H), 8.10 (td, J = 7.7,
1.7 Hz, 1H), 7.71 (ddd, J = 7.7, 4.7, 1.1 Hz, 1H), 7.58 (d, J =
3.6 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 3.6 Hz, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO) & 162.76, 157.53, 149.16, 148.15, 138.47,
138.32, 127.90, 123.13, 114.64.

HRMS (HESI+) m/z =206.0381 (teoreticky pro M+H" m/z =
206.0383, error —0.74 ppm).

Systematicky nazev: N-(oxazol-2-yl)pikolinamid o o
. P
Oznaceni: AB9 N N~ °N
| H

Sumadrni vzorec CoH7N308

Molekulova hmotnost = 189,174

Log P 0,28

Clog P 0,3328

Teplota tani 128,6-131,2 °C

Teoreticky vytézek 379,7 mg

Prakticky vytéZek 223 mg (58,73 %)

IC spektrum (ATR-Ge, cm 1) 3136, 1696 (bNHCO), 1585, 1476, 1459,
1429.

'"H NMR (500 MHz, DMSO) 6 11.41 (s, 1H), 8.74 (ddd, J = 4.7, 1.7,
1.1 Hz, 1H), 8.13 (dt,J = 7.7, 1.1 Hz, 1H), 8.08 (td, J = 7.7,
1.7 Hz, 1H), 7.99 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 7.71 (ddd, J = 7.7, 4.7,
1.1 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 1.1 Hz, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO) & 162.93, 152.54, 148.75, 148.44, 138.20,
137.29, 127.63, 127.13, 122.84.

HRMS (HESI+) m/z =190.0608 (teoreticky pro M+H" m/z =

190.0611, error —1.51 ppm).
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Systematicky nazev: N-(thiazol-2-yl)nikotinamid

Oznaceni: AB18

CAS: 14397-12-7

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytézek
Prakticky vytézek

IC spektrum

'HNMR

13C NMR

HRMS

CoH7N30S

205,235

1,22

0,67034

195,3-197,0 °C

411,3 mg

269,7 mg (65,57 %)

(ATR-Ge, cm 1) 3151, 2929, 1661 (vNHCO), 1599, 1579,
1565, 1472, 1436.

(500 MHz, DMSO) 6 12.88 (s, 1H), 9.20 (d, J = 2.1 Hz, 1H),
8.78 (dd, J =4.8, 1.7 Hz, 1H), 8.41 (dt, J = 8.0, 2.1 Hz, 1H),
7.64 —7.53 (m, 2H), 7.31 (d, J = 3.6 Hz, 1H).

(126 MHz, DMSO) 8 164.21, 158.97, 153.01, 149.35, 137.47,
136.05, 128.45, 123.76, 114.24.

(HESI+) m/z = 206.0380 (teoreticky pro M+H" m/z =

Systematicky nazev: N-(oxazol-2-yl)nikotinamid

Oznaceni: AB10

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytézek
Prakticky vytézek

IC spektrum

"HNMR

13C NMR
HRMS

206.0383, error —1.03 ppm).
O (@) N\
N~ N/l\\/N>
| H
N

CoH7N302

189,174

-0,14

-0,0171999

154,8-159,7 °C

378,9 mg

39,2 mg (10,35 %)

(ATR-Ge, cm ™) 3151, 3110, 1706 (uNHCO), 1625, 1591,
1498, 1417.

(500 MHz, DMSO) 5 11.88 (s, 1H), 9.12 (d,J = 2.1 Hz, 1H),
8.77 (dd, J = 4.8, 1.7 Hz, 1H), 8.32 (dt,J = 7.9, 2.1 Hz, 1H),
7.94 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 7.56 (dd, J = 7.9, 4.8 Hz, 1H), 7.22
(d,J = 1.0 Hz, 1H).

(126 MHz, DMSO) 6 152.73, 149.16, 135.87, 123.55.
(HESI+) m/z = 190.0609 (teoreticky pro M+H" m/z =
190.0611, error —0.88 ppm).
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Systematicky nazev: N-(thiazol-2-yl)isonikotinamid O S/\>

Oznaceni: AB19
CAS: 14397-13-8

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytézek
Prakticky vytézek

IC spektrum

'"H NMR

3C NMR

HRMS

Systematicky nazev: N-(oxazol-2-yl)isonikotinamid

Oznaceni: AB11

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytézek
Prakticky vytéZek

IC spektrum

"H NMR

13C NMR
HRMS

CoH7N30S

205,235

1,22

0,67034

193,6-195,3 °C

410,6 mg

307 mg (74,77 %)

(ATR-Ge, cm™') 3186, 2952, 1683 (uNHCO), 1549, 1490,
1435, 1414.

(600 MHz, DMSO) 5 12.93 (s, 1H), 8.79 — 8.73 (m, 2H), 7.96
—7.92 (m, 2H), 7.56 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 3.6 Hz,
1H).

(151 MHz, DMSO) 6 164.64, 159.35, 150.94, 140.09, 137.72,
122.33, 114.77.

(HESI+) m/z = 206.0381 (teoreticky pro M+H" m/z =

206.0383, error —0.69 ppm).
O O \
@)‘\NJ\\}
| H
N~

CoH7N30>

189,174

-0,14

-0,0171999

175,1-177,5 °C

380 mg

182 mg (47, 89 %)

(ATR-Ge, cm 1) 3158, 3127, 2933, 1618 (1NHCO), 1591,
1570, 1537.

(500 MHz, DMSO) & 12.03 (s, 1H), 8.82 — 8.71 (m, 2H), 7.95
(d, J=1.0 Hz, IH), 7.91 — 7.85 (m, 2H), 7.24 (d, J = 1.0 Hz,
1H).

(126 MHz, DMSO) & 150.36, 140.73, 136.09, 121.83.
(HESI+) m/z = 190.0609 (teoreticky pro M+H" m/z =
190.0611, error —1.24 ppm).
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Systematicky nazev: 2-chlor-N-(thiazol-2-yl)isonikotinamid 0 s

Oznaceni: AB25

CAS: 1019457-08-9

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytézek
Prakticky vytézek

IC spektrum

'"H NMR

3C NMR

HRMS

I\ N/‘\\N
N~ H
Cl
CoHsCIN3OS
239,677
2,12
1,40221
152,4-154,0 °C
958,7 mg

265,3 mg (27,67 %)

(ATR-Ge, cm 1) 3077, 1592 (vNHCO), 1527, 1477, 1460,
1423.

(500 MHz, DMSO) 6 13.06 (s, 1H), 8.62 (s, 1H), 8.10 (s, 1H),
7.96 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 7.59 (s, 1H), 7.33 (d, J = 3.6 Hz,
1H).

(126 MHz, DMSO) & 163.60, 159.89, 151.38, 151.27, 143.91,
136.87, 123.15, 121.89, 114.71.

(HESI+) m/z = 239.9990 (teoreticky pro M+H" m/z =
239.9993, error —1.33 ppm).

Systematicky nazev: 2-chlor-N-(oxazol-2-yl)isonikotinamid

Oznaceni: AB15

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytézek
Prakticky vytézek

IC spektrum

"HNMR

13C NMR
HRMS

(0] O/\>
s
I\ N N
N~ H
Cl

CoHeCIN3O2

223,616

0,76

0,729316

158,3-161, 7 °C

447.2 mg

111,3 mg (24,89 %)

(ATR-Ge, cm 1) 3205, 1615 (bNHCO), 1591, 1576, 1541,
1463.

(600 MHz, DMSO) 6 12.24 (s, 1H), 8.60 (d, J = 5.0 Hz, 1H),
7.97 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 7.89 (dd, J
— 5.0, 1.3 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 1.0 Hz, 1H).

(151 MHz, DMSO) 6 150.89, 150.77, 122.68, 121.51.
(HESI+) m/z = 224.0217 (teoreticky pro M+H" m/z =
224.0221, error —1.71 ppm).
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Systematicky nazev: N-(thiazol-2-yl)chinoxalin-2-karboxamid

Oznaceni: AB28
CAS: 871561-02-3

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytézek
Prakticky vytézek

IC spektrum

'H NMR

3C NMR

HRMS

©:N\j)?\N/JS\\/N\>
H
N

Ci12HsN4OS

256,283

2,15

1,66975

251,4 °C

512,1 mg

112 mg (21,87 %)

(ATR-Ge, cm™") 2941, 1663 (sNHCO), 1538, 1490.

(600 MHz, DMSO) 5 12.57 (s, 1H), 9.51 (s, 1H), 8.24 (d, J =
7.8 Hz, 1H), 8.18 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.02 — 7.94 (m, 2H),
7.59 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 7.36 (d,J = 3.6 Hz, 1H).

(151 MHz, DMSO) & 162.85, 158.21, 144.43, 143.83, 143.66,
140.40, 138.47, 133.06, 132.03, 130.32, 129.62, 115.18.
(HESI+) m/z = 257.0488 (teoreticky pro M+H" m/z =
257.0492, error —1.52 ppm).

Systematicky nazev: N-(oxazol-2-yl)chinoxalin-2-karboxamid

Oznaceni: AB14

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytéZek
Prakticky vytézek

IC spektrum

"H NMR

13C NMR

HRMS

(@) /OL\/N\>
LY

C12HsN4O2

240,222

0,79

0,99686

162,8-165,3 °C

480,6 mg

89,3 mg (18,58 %)

(ATR-Ge, cm ') 3161, 2927, 1688 (sNHCO), 1623, 1482,
1415.

(500 MHz, DMSO) 5 11.86 (s, 1H), 9.50 (s, 1H), 8.29 — 8.24
(m, 1H), 8.24 — 8.20 (m, 1H), 8.06 — 7.9 (m, 3H), 7.26 (d, J
— 1.0 Hz, 1H).

(126 MHz, DMSO) 6 162.37, 152.43, 143.90, 143.39, 143.13,
139.72, 137.37, 132.50, 131.51, 129.68, 129.11, 127.21.
(HESI+) m/z = 241.0715 (teoreticky pro M+H" m/z =
241.0720, error —2.06 ppm).
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Systematicky nazev: 2-chlor-6-methyl-N-(thiazol-2-yl)isonikotinamid

Oznaceni: AB27

CAS: 1565518-90-2

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytézek
Prakticky vytézek

IC spektrum

'H NMR

13C NMR

HRMS

C1oHsCIN3OS

253,704

2,83

1,90121

198,6 °C

507,5 mg

133 mg (26,21 %)

(ATR-Ge, cm 1) 3072, 2925, 1673 (vNHCO), 1543, 1489,
1386, 1325.

(600 MHz, DMSO) 8 12.93 (s, 1H), 7.85 (s, 1H), 7.81 (s, 1H),
7.55(d,J =3.6 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 2.51 (s,
3H).

(151 MHz, DMSO) 8 163.73, 160.74, 150.49, 144.06, 121.34,
120.09, 114.78, 24.21.

(HESI+) m/z = 254.0144 (teoreticky pro M+H" m/z =
254.0149, error —1.85 ppm).

Systematicky nazev: 2-chlor-6-methyl-N-(oxazol-2-yl)isonikotinamid

Oznaceni: AB13

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytézek
Prakticky vytéZzek

IC spektrum

'"H NMR
13C NMR

HRMS

(0] (0] N\
oy o
N2 H
CH3

C10HsCIN3O

237,643

1,46

1,22832

148,5-153,2 °C

475,1 mg

60 mg (12,63 %)

(ATR-Ge, cm ') 3263, 3107, 2926, 1593 (vNHCO), 1544,
1400, 1356.

(600 MHz, DMSO) & 12.11 (s, 1H), 7.92 (d, J = 1.0 Hz, 1H),
7.76 (s, 2H), 7.25 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 2.54 (s, 3H).

(151 MHz, DMSO) 6 160.18, 149.88, 135.58, 120.85, 119.58,
23.62.

(HESI+) m/z = 238.0374 (teoreticky pro M+H" m/z =
238.0378, error —1.74 ppm).
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Systematicky nazev: 5-methyl-N-(oxazol-2-yl)nikotinamid O 0/\>

N7 N/k\ N
Oznageni: AB24 ) H
CHj
Sumarni vzorec C10H9N302
Molekulova hmotnost = 203,201
Log P 0,34
Clog P 0,4818
Teplota tani 171,0-174,7 °C
Teoreticky vytézek 406,3 mg
Prakticky vytézek 45,3 mg (11,15 %)
IC spektrum (ATR-Ge, cm 1) 3157, 3136, 2929, 1715 (tNHCO), 1625,
1436, 1416, 1301.
"H NMR (600 MHz, DMSO) 6 11.73 (s, 1H), 8.89 (d, J = 2.1 Hz, 1H),
8.58 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 8.19 — 8.04 (m, 1H), 7.90 (s, 1H),
7.17 (d,J = 1.0 Hz, 1H), 2.34 (s, 3H).
3C NMR (151 MHz, DMSO) 6 153.63, 146.91, 133.51, 129.27, 18.26.
HRMS (HESI+) m/z = 204.0765 (teoreticky pro M+H" m/z =
204.0767, error —1.01 ppm).
Systematicky nazev: 2-methyl-N-(oxazol-2-yl)isonikotinamid 0 /O[\\/\>
X N N
Oznaceni: AB12 NS
CHs

Sumarni vzorec
Molekulova hmotnost
Log P

Clog P

Teplota tani
Teoreticky vytéZek
Prakticky vytézek

IC spektrum

"H NMR

13C NMR
HRMS

C10HoN3O2

203,201

0,56

0,4818

148,8-151,6 °C

407,5 mg

290,9 mg (71,39 %)

(ATR-Ge, cm ') 3157, 3128, 1716 (1NHCO), 1622, 1602,
1423, 1410, 1298,

(600 MHz, DMSO) 5 11.79 (s, 1H), 8.63 (d, J = 5.2 Hz, 1H),
7.95 (s, 1H), 7.75 (d,J = 1.0 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 5.2 Hz,
1H), 7.22 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 2.56 (s, 3H).

(151 MHz, DMSO) 6 158.90, 149.68, 121.14, 118.89, 24.06.
(HESI+) m/z = 204.0765 (teoreticky pro M+H" m/z =
204.0767, error —1.06 ppm).

48



3.7 Biologické hodnoceni slouc¢enin

3.7.1 Antimykobakterialni aktivita

3.7.1.1 Antimykobakteridlni aktivita prott Mtb H37Ra, M. smegmatis, M. aurum,
M. avium, M. kansasii

Testovani na antimykobakteridlni aktivitu bylo provedeno srychle rostoucimi
Mycolicibacterium smegmatis DSM 43465 (ATCC 607), Mycolicibacterium aurum DSM
43999 (ATCC 23366) a nekterymi atypickymi mykobakteriemi, konkrétné se jednalo
0 Mycobacterium avium DSM 44156 (ATCC 25291), Mycobacterium kansasii DSM
44162 (ATCC 12478) z Némecké sbirky mikroorganismii a bunéénych kultur
(Braunschweig, Némecko) a s avirulentnim kmenem Mycobacterium tuberculosis H37Ra
ITM-M006710 (ATCC 9431) z Belgickych koordinovanych sbirek mikroorganismu
(Antverpy, Belgie).

Antimykobakteridlni aktivita byla stanovena pomoci mikrodiluéni metody s vyuzitim
96jamkové mikrotitracni desticky. Jako kultivaéni médium byl pouzit bujon Middlebrook
7H9 (Merck, Darmstadt, Némecko) obohaceny o 0,4% glycerol (Merck, Darmstadt,
Némecko) a 10% rustovy doplnék Middlebrook OADC (Himedia, Mumbai, Indie).
Kmeny mykobakterii byly kultivovany na obohaceném Middlebrook 7H9 agaru
a suspenze byly pfipraveny v obohaceném Middlebrook 7H9 bujonu. Konecna hustota
byla upravena na hodnotu 1,0 podle McFarlandovy stupnice a zfedéna bujonem v poméru

1:20 (pro rychle rostouci mykobakterie) nebo 1:10 (pro ostatni mykobakterie).

Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich), poté byl pfidan bujon
Middlebrook 7H9, aby se dosahlo koncentrace 2000 pg/ml. Pfi stanoveni aktivity byly
jako standardy pouzity isoniazid (INH), rifampicin (RIF) a ciprofloxacin (CIP) (Merck).
Konec¢nych koncentraci bylo dosaZzeno binarnim fedénim a pfidanim mykobakterialni
suspenze, kdy vysledné koncentrace byly 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,81
a 3,91 pg/ml. Kone¢nd koncentrace DMSO v zadné jamce nepiesahla 2,5% (v/v)
aneovlivnila rist mykobakterii. Byly zahrnuty pozitivni (bujon, DMSO, bakterie)
1 negativni (bujon, DMSO) kontroly ristu.

Destic¢ky byly uzavieny polyesterovou lepici folii a inkubovany ve tmé pti 37 °C bez
michani. Pro M. smegmatis po 48 hodinach inkubace nésledoval ptidavek 0,01% roztoku

resazurinu sodné soli, pro M. aurum piidavek nasledoval po 72 hodinach inkubace,

49



pro M. avium a M. kansasii po 96 hodinach inkubace a pro Mtb H37Ra po 120 hodinach
inkubace. Poté byly mikrotitraéni destiCky inkubovany jest¢ dalsi 2,5 hodiny pro
stanoveni aktivity proti M. smegmatis, 4 hodiny pro M. aurum, 5—6 hodin pro M. avium

a M. kansasii, a 18 hodin pro Mtb H37Ra.

Antimykobakterialni aktivita byla vyjadfena jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
v ug/ml a byla stanovena na zakladé¢ zmény zbarveni, pficemz modré zbarveni znacilo,
ze testovand slouCenina v dané koncentraci vykazuje aktivitu (nebyl pozorovéan rust
mykobakterii) a rizové zbarveni znacilo, ze testovana sloucenina v dané koncentraci
antimykobakterialni aktivitu nevykazuje. MIC (v pg/ml) byla stanovena jako nejnizsi
koncentrace, kterd zabranila zméné modré barvy na riizovou. Experimentalni stanoveni

bylo provedeno vzdy ve dvou opakovanich.

3.7.1.2 Antimykobakterialni aktivita proti Mtb H37Rv a MDR kmentm

Byla pouzita mikrodiluéni metoda zaloZena na mikrotitra¢nim testu s Alamarovou modii.
Testovany kmen Mtb H37Rv CNCTC My 331/88 (ATCC 27294) byl ziskdn z Ceské
narodni sbirky typovych kultur (CNCTC) Statniho zdravotniho tstavu (Praha, Ceska
republika). Multirezistentni kmeny Mtb s laboratornim identifika¢nim oznacenim IZAK
a MATI byly ziskany z Oddéleni klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice Hradec
Kralové od MUDr. Pavly Paterové, PhD. Mtb s laboratornim oznacenim IZAK, bylo
izolovano od 63let¢tho muze z bronchidlniho aspiratu v roce 2020, testovano
a interpretovano podle breakpointi CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
v roce 2020. Mtb s laboratornim oznacenim MATI, bylo izolovano od 23letého muze
ze sputa v roce 2021, testovano a interpretovano podle breakpoint CLSI v roce 2021.

U obou kment byla zaznamenana citlivost pouze na ethambutol (EMB).

Ke kultivaci byl pouzit bujon Middlebrook 7H9 deklarovaného pH 6,6 (Sigma-Aldrich)
obohaceny o 0,4% glycerol (Sigma-Aldrich) a 10% rastovy doplnék OADC (Himedia,
Mumbai, Indie).

Testované slouceniny byly rozpustény, zftedény v DMSO a smichany s bujonem (25 pl
roztoku DMSO v 2,475 ml bujonu) a 100 pl bylo umisténo do jamek mikrotitracnich
desticek. Mykobakterialni inokula byla suspendovéana v izotonickém solném roztoku
a hustota byla upravena na 0,5-1,0 podle McFarlandovy stupnice. Tyto suspenze byly

nafedény 107! a pouzity k inokulaci testovacich jamek, pti¢emz do kazdé jamky bylo
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pfidano 100 pl mykobakterialni suspenze. Kone¢né koncentrace testovanych sloucenin

v jamkach byly 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13 a 1,56 pg/ml. Jako standard byl pouzit INH.

Pozitivni kontrola (viditelny rust) sestavala z bujonu, mykobakterialni suspenze
a DMSO. Po péti dnech inkubace bylo pfiddno celkem 30 pl pracovniho roztoku
Alamarové modii (smes 0,02% resazurinové sodné soli (aq. sol.) a 10% Tween 80
v poméru 1:1). Vysledky byly poté stanoveny po 24 hodinach inkubace. MIC (v pg/ml)
byla stanovena jako nejnizsi koncentrace, ktera zabranila zmén€ modré barvy na rizovou.

Vsechny experimenty byly provadény ve dvou opakovéanich.

3.7.2 Antibakterialni aktivita

Mikrodilu¢ni bujonova metoda byla provedena podle pokyntt EUCAST (The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) s drobnymi upravami. Osm
testovanych bakteridlnich kmend (étyfi G+ a &tyfi G-) bylo zakoupeno z Ceské sbirky
mikroorganismti (CCM, Brno, Ceska republika) nebo z Némecké sbirky mikroorganismi
a bunéénych kultur (DSM, Braunschweig, Némecko): Staphylococcus aureus subsp.
aureus CCM 4223 (ATCC 29213), meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus subsp.
aureus (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), Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 (ATCC
27853). Kultivace probihala v kationtové upraveném Mueller-Hintonové bujonu

(CAMHB, M-H 2 Broth, Merck, Darmstadt, Némecko) pfi teploté 35 + 2 °C.

Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO (Merck), aby vznikly zasobni roztoky.
Konecnd koncentrace DMSO v kultivatnim médiu nepfesdhla 1 % (v/v) celkového
sloZeni roztoku a neovlivnila riist bakterii. Pozitivni kontroly riistu se skladaly vyhradné
z testovanych mikrobt, zatimco negativni kontroly ristu se skladaly z kultiva¢niho média
a DMSO. Antibakterialni aktivita byla vyjadifena jako minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) v uM po 24 a 48 hodinach statické inkubace ve tmé a vlhkém prostiedi pti teploté
35+ 2 °C. Pro hodnoceni koncového bodu MIC byla pouZita vizualni kontrola a indikator
metabolické aktivity, Alamar Blue (AlamarBlueTM Cell Viability reagent, ThermoFisher
Scientific, USA). Do testi byly zapojeny interni standardy kvality gentamicinu
a ciprofloxacinu (oba od spolec¢nosti Merck). MIC standard viz Tabulka 5. VSechny

experimenty byly provadény v duplikatech.
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Tabulka 5: Hodnoty MIC standardii (ciprofloxacin, gentamicin) v uM

kmen ciprofloxacin (uM) gentamicin (uM)
Staphylococcus aureus 0.773 2,094
MRSA 0,386 > 16,750
Staphylococcus epidermidis 0,773 0,131
Enterococcus faecalis 3,090 > 16,750
Escherichia coli 0.024 2,094
Klebsiella pneumonie 0,193 1,047
Acinetobacter baumannii 1,545 16,750
Pseudomonas aeruginosa 1,545 1,047

3.7.3 Antifungélni aktivita

Hodnoceni antifungalni aktivity bylo provedeno mikrodiluéni bujéonovou metodou.
Pro tyto tcely bylo pouzito celkem osm kmenti hub (Etyfi kvasinky a Etyfi plisné), a to:
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, Aspergillus flavus CCM 8363, Lichtheimia
corymbifera CCM 8077 a Trichophyton interdigitale CCM 8377 (ATCC 9533).
Testované kmeny byly zakoupeny z Ceské sbirky mikroorganismii (CCM, Brno, Ceska
republika) nebo z Americké sbirky typovych kultur (ATCC, Manassas, VA, USA).

Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO a dvojnésobné zfedény médiem RPMI
1640 s glutaminem a 2% glukozou, pufrovanym na pH 7,0 pomoci MOPS (kyselina
3-morfolinopropan-1-sulfonovd). Kone¢n4d koncentrace DMSO v testovacim médiu
nepiesdhla 1 % (v/v) celkového slozeni roztoku. Inkubace probihala ve tmé a ve vlhkém
prostiedi pfi teploté 35 + 2 °C po dobu 24 a 48 hodin (72 a 120 hodin pro Trichophyton
interdigitale). Pozitivni riistové kontroly se skladaly vyhradné z testovaného mikroba,
zatimco negativni rastové kontroly se skladaly z kultivaéniho média a DMSO.
Pro vyhodnoceni koncového bodu MIC byla pouzita vizudlni kontrola a indikéator

metabolické aktivity, Alamar Blue (ThermoFisher Scientific, USA). Jako standardy byly
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pouzity amfotericin B (Merck) a vorikonazol (Toronto Research Chemicals, CA). MIC

standardt viz Tabulka 6. VSechny experimenty byly provadény v duplikétech.

Tabulka 6: Hodnoty MIC standardii (amfotericin B, vorikonazol) v uM

kmen amfotericin B (uM) vorikonazol (uM)
Candida albicans 1,082 > 45,806
Candida krusei 1,082 > 45,806
Candida parapsilosis 0,541 > 45,806
Candida tropicalis 1,082 > 45,806
Aspergillus fumigatus 4,329 2,863
Aspergillus flavus 4,329 > 45,806
Lichtheimia corymbifera 1,082 > 45,806
Trichophyton interdigitale 1,082 > 45,806

3.7.4 Cytotoxicita

Pro testovani cytotoxicity sloufenin byla vyuzita bunéénd linie lidského
hepatocelularniho jaterniho karcinomu HepG2 zakoupend z Health Protection Agency
Culture Collections (ECACC, Salisbury, UK). Byla kultivovana v DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium — high glucose) (Sigma-Aldrich, USA) doplnéném
10% fetalnim hovézim sérem (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko),
1% roztokem L-glutaminu (Sigma-Aldrich) a roztokem neesencialnich aminokyselin
(Sigma-Aldrich) ve zvlh¢ené atmosfétre s 5% obsahem CO; pii 37 °C. Pro subkultivaci
byly buiky sklizeny po oSetfeni trypsinem/EDTA (Sigma-Aldrich) pii 37 °C.
Pro hodnoceni cytotoxicity byly jako experimentalni skupiny pouzity buniky oSetfené

testovanymi latkami. Neosetfené buniky HepG2 slouzily jako kontrolni skupiny.

Bunky byly 24 hodin pfed experimentem nasazeny do 96jamkové desti¢ky v hustoté
10 000 bun¢k na jamku. Nésledujici den byly buiiky oSetfeny kazdou z testovanych latek
rozpuSténou v DMSO. Testované latky byly pfipraveny v raznych inkubacnich
koncentracich (1-1000 uM) v trojkombinacich podle jejich rozpustnosti. Soucasn¢ byly
v trojkombinacich pfipraveny kontroly ptedstavujici 100% Zivotaschopnost bunék,
0% zivotaschopnost bun¢€k (buiiky osetfené 10% DMSO), kontrolu bez bun¢k a kontrolu

vehikula. Po 24hodinové inkubaci ve zvlhéené atmosféte obsahujici 5% CO- pii 37 °C
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bylo ptidano ¢inidlo ze soupravy CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay (CellTiter 96, PROMEGA, Fitchburg, WI, USA). Po dvou hodinéch inkubace pii
37 °C byla zaznamenana absorbance vzorkii pfi 490 nm (TECAN, Infinita M200,
Rakousko). Standardni toxikologicky parametr ICso byl vypocten nelinearni regresi
ze semilogaritmického grafu inkubacni koncentrace versus procento absorbance
vzhledem k neoSetfenym kontroldm pomoci softwaru GraphPad Prism 9, (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA).
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4 Vysledky a diskuze

V ramci této prace se podatilo piipravit 23 sloucenin — 9 sloucenin strukturniho typu A,
a 14 sloucenin strukturniho typu B — z nichz tfi slouceniny (AB17, AB18 a AB19) byly

jiz dtive pfipraveny a testovany na inhibi¢ni aktivitu proti bakterialni MetAP.*?

Praktické vytézky se pohybovaly v rozmezi od 7 % do 75 % vytézku teoretického.
Pro potvrzeni Cistoty byla vyuzita HPLC analyza a finalni slouceniny byly
charakterizovany 'H a '3C NMR spektroskopii, IC spektroskopii, teplotou tani a HRMS

(hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim).

Tabulka 7: Vysledky antimykobakterialniho testovani a cytotoxicity — série A.

SERIE A
O X N
)k /k\
R N N
H
y ICso
SLOUCENINY MIC (png/mL)
(uM)
KOD R X Mtb M. M. M. M.
H37Ra | avium kans. smeg. | aurum HepG2
AB20 pyridin-2-yl S| 391 >500 3,91 >500 >500 >100
AB1 pyridin-2-yl o] 391 31,25 3,91 125 31,25 883.,4
AB21 pyridin-3-yl S| =500 >500 >500 >500 >500 >25
AB2 pyridin-3-yl O 125 n.a. n.a. 500 250 610,3
AB22 pyridin-4-yl S 7,81 >500 7,81 > 500 >500 >100
AB3 pyridin-4-yl O | 31,25 n.a. n.a. 125 31,25 879,3
AB23 | 2-Cl-pyridin-4-yl | S | 3,91 15,625 | <3,91 | 15,625 | 31,25 102,6
AB26 | 2-Cl-pyridin-4-yl | O | 7,81 15,625 | 15,625 | 31,25 7,81 136,1
AB4 | 5-Me-pyridin-3-yl | O | >250 >250 >250 >250 >250 >100

n.a. — data nejsou k dispozici (not available)
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Tabulka 8: Vysledky antimykobakteridalniho testovani a cytotoxicity — série B.

SERIE B
LAY
)k /k\
R N N
H
y ICso
SLOUCENINY MIC (pg/mL)
(uM)
KOD R X Mtb M. M. M. M.
H37Ra | avium kans. smeg. | aurum HepG2
AB17 pyridin-2-yl S| 31,25 n.a. n.a. 62,5 7,81 >1000
AB9 pyridin-2-yl O| 625 n.a. n.a 125 31,25 | >1000
ABI18 pyridin-3-yl S 250 n.a. n.a >500 250 >1000
AB10 pyridin-3-yl O | 31,25 n.a. n.a. 62,5 15,625 | >1000
ABI19 pyridin-4-yl S 250 >500 250 >500 >500 | >1000
AB11 pyridin-4-yl O | 15,625 n.a. n.a 62,5 15,625 | >1000
AB25 | 2-Cl-pyridin-4-yl | S | >500 >500 >500 >500 >500 >250
ABI15 | 2-Cl-pyridin-4-yl | O | 3,125 3,125 3,125 6,25 3,125 664,1
AB28 | chinoxalin-2-yl | S | >250 >250 7,81 >250 >250 >50
AB14 | chinoxalin-2-yl | O | 15,625 n.a. n.a. 62,5 15,625 | >1000
AB27 2-Cl-6-Me- S| =500 >500 >500 >500 >500 >250
pyridin-4-yl
ABI13 2-Cl-6-Me- o <391 3,91 7,81 7,81 3,91 959.,4
pyridin-4-yl
AB24 | 5-Me-pyridin-3-yl | O | 7,81 125 62,5 >500 31,25 | >1000
ABI12 | 2-Me-pyridin-4-yl | O | 3,91 62,5 31,25 250 15,625 | >1000

n.a. — data nejsou k dispozici (not available)
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Tabulka 9: Hodnoty MIC standardii

MIC (pg/mL)
Mtb H37Ra M. avium M. kans. M. smeg. M. aurum
CIP 0,25 0,25-0,5 0,25 0,125 0,015625
INH 0,25 1000 3,125-6,25 | 15,625-31,25 3,91
RIF 0,003-0,0015 | 0,0625-0,03125 0,025 12,5 0,39

CIP — ciprofloxacin, INH — isoniazid, RIF — rifampicin

V tabulkach (Tabulka 7 a Tabulka 8) miizeme vidét, Ze vétSina slouCenin prokdzala
uréitou antimykobakteridlni aktivitu. Nékteré slouceniny vykazovaly dokonce Siroké

spektrum Gc¢inku a byly aktivni proti v§em testovanym mykobakteridlnim kmentim.

Z 23 ptipravenych sloucenin jich 9 ukéazalo aktivitu <7,81 pg/mL proti klinicky

vyznamnému kmenu Mtb H37Ra, kdy tato hodnota odrazi jest¢ pomérne€ dobrou aktivitu.

U sloucenin série A se aktivita mezi oxazolovymi a thiazolovymi derivaty vyrazné
nelisila. Naptiklad u sloucenin AB20 a ABI byly namétfeny stejné hodnoty MIC
derivat, coZ ale mohlo byt zpiisobeno chybou metody. U série B 1ze pozorovat vyrazné
zvySeni aktivity pfi nadhradé thiazolu oxazolem, kdy ptikladem ndm miliZe byt jedna
z nejaktivnéjSich sloucenin — ABIS (MIC <3,91 ug/mL) a jeji neaktivni thiazolovy
analog — AB25 (MIC >500 pg/mL). Ve vétSin¢ ptipadt tedy zavedeni 2-AMO vedlo
ke zméné€ netcinnych derivatd na afinné. Neni ovSem jasné, zdali k tomuto jevu
dochézelo na zéklad¢ lepSiho priniku membranami v disledku zlepSeni fyzikalné-

chemickych vlastnosti, nebo se na tom podilela interakce se specifickym cilem.

Slouceniny s pyridinovym jadrem se obecné zdaji aktivnéj§i nez slouceniny
s chinoxalinovym jadrem, ackoliv vramci této prace nebylo pfipraveno dostatek
sloucenin pro vyvozeni jednozna¢ného zaveéru. Nizsi aktivita by mohla byt zptisobena
niz$i rozpustnosti ve vode a zhorSenou penetraci v porovnani s ostatnimi slou¢eninami.
Rozsifeni série o slouceniny obsahujici dalsi typy (hetero)aromatickych jader a stanoveni
podrobnéjsiho vztahu struktury a uc¢inku ztoho vyplyvajiciho, je soucasti ¢lanku

publikovaného Juh4sem a kol.”!

Pfi srovnani pyridinovych derivati mezi sebou vyplyva, Ze nejaktivnéjsi slouceniny jsou
derivaty kyseliny pikolinové a isonikotinové, tedy slouceniny s dusikovym
heteroatomem v poloze 2 nebo v poloze 4 oproti karboxamidové skuping.
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Ptikladem ndm mohou byt slou¢eniny AB20, AB1, AB23 nebo AB26 u kterych bylo
dosazeno MIC v rozmezi 3,91-7,81 pg/ml. Dusik v poloze 3 oproti karboxamidu

zpravidla aktivitu snizoval (pf. AB1 vs AB2).

V ramci substituce pyridinového jadra byly zkoumany ucinky substituenti jako je
methylova skupina ¢i chlor. Obecné se jako nejvhodnéjsi ukazala substituce v poloze 3
oproti karboxamidovému linkeru. 2-Cl derivaty vykazovaly lepsi aktivitu nez jejich
nesubstituovand analoga (pf. AB22 vs AB23) a obdobné tomu bylo u 2-Me derivata
(pt. AB11 vs AB12). Tento trend byl patrny u sloucenin obou sérii a byl pozorovan

u thiazolovych i oxazolovych derivatu.

a AB15) byly testovany také na aktivitu proti virulentnimu kmenu Mtb (H37Rv)
a multirezistentnim klinickym izolatim (MDR), rezistentnim vic¢i streptomycinu, témef
vSem léCivim prvni linie (isoniazidu, rifampicinu, pyrazinamidu) a citlivym pouze

na ethambutol.

Tabulka 10: Antimykobakterialni aktivita sloucenin proti Mtb H37Rv a multirezistentnim klinickym izolatiim

MIC (pg/mL)
Mtb H37Rv Mtb IZAK Mtb MATI
ABI13 6,25 3,13 3,13
ABIS5 6,25 3,13 3,13
CIp 0,28 0,28 0,2S
INH 0,39 S 12,5R 12,5R
EMB 0,39 S 1,56 S 1,56 S

S — senzitivni, R — rezistentni

U testovanych sloucenin byla pozorovéana velmi dobra aktivita proti v§em tfem kmeniim
(viz. Tabulka 10). Aktivita proti témto kmenim byla srovnatelna s aktivitami proti Mtb
H37Ra (viz Tabulka 7 a Tabulka 8).

Cytotoxicita pfipravenych slou€enin byla stanovena pomoci parametru ICso. Hodnoty 1ze
nalézt v tabulkédch (Tabulka 7 a Tabulka 8). VétSina slouc¢enin nevykazovala vyraznou
cytotoxicitu (ICso > 1000 M), pficemz ani pii nejvysSich testovanych koncentracich
nebylo dosazeno vyznamného snizeni Zivotaschopnosti bunék. U nékterych sloucenin

nebylo mozné hodnoty ICso stanovit, kviili sniZzené rozpustnosti a naslednému vysrazeni
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v inkuba¢nim médiu. OvSem vSechny slouCeniny, kterych se tento problém tykal,
nevykazovaly vyznamnou cytotoxicitu az do své nejvyssi testované koncentrace.
Hodnoty ICso slou¢enin AB23 a AB26 naznacuji urcity stupenn cytotoxicity, nicméné
index selektivity (SI), uveden v tabulce (Tabulka 11), je u vétSiny sloucenin vyssi nez 10,
coz poukazuje na pfimétenou selektivitu sloucenin viici mykobakteriim a umoziuje jejich
zatazeni do dalsi optimalizace. Rozdil v cytotoxicité thiazolovych a oxazolovych derivatt

nebyl pozorovan.

Tabulka 11: Cytotoxicita a index selektivity sloucenin s nejvyssi antimykobakterialni aktivitou

Sloucenina HepG2 ICso | MIChu3z7ra (ug/mL) MICHh37ra (uM) Nk
AB24 >1000 7,81 38,4 >26,0
ABI2 >1000 3,91 19,2 >52,0
ABI15 664,1 3,125 14,0 47,5
AB13 959,4 <3,91 <16,5 >58,3
AB20 >100 3,91 13,9 >7,2
ABI >1000 3,91 14,7 >67,8
AB22 >100 7,81 27,8 >3,6
AB23 102,6 3,91 12,4 8,3
AB26 136,1 7,81 26,1 5,2

* SI=1Cso (uM) / MIC (uM)

Nékteré slouceniny aktivni proti mykobakteriim vykazovaly také aktivitu proti nékterym
kmenim bakterii a hub, ovSem aktivita téchto sloucenin byla vyrazné slabsi. Nejlepsi

hodnoty MIC se pohybovaly od 31,25 uM do 62,5 uM.

Aktivitu proti G+ bakteriim ukéazaly slouceniny AB2, AB26 a AB13 a ABIS.
U slouceniny ABIS5 bylo zaznamenano S§irsi spektrum U¢inku, zahrnujici aktivitu proti
MRSA, Staphylococcus epidermidis, 1 proti G- bakteriim jako Escherichia coli
a Acinetobacter baumannii. Aktivita proti kmeniim hub byla pozorovana u sloucenin
AB15 (proti Candida albicans a Lichtheimia corymbifera) a AB1 (proti Trichophyton
interdigitale). Ostatni slouceniny nevykazovaly v testovanych koncentracich
antibakterialni ani antifungalni aktivitu (MIC se pohybovala nad nejvyssi testovanou

koncentraci), viz Tabulka 12 a Tabulka 13.
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Tabulka 12: Vysledky antibakteridlniho testovani derivatii

MIC (uM)

Kod SA |[MRSA|SE |EF [EC |KP |AB |[PA
SERIE A

AB20 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
AB1 500 500 125 >500 >500 >500 >500 >500
AB21 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
AB2 500 >500 62,5 >500 >500 >500 >500 >500
AB22 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
AB3 500 >500 125 >500 >500 >500 >500 >500

AB23 >500 | >500 |>500 |[>500 |>500 |>500 |>500 |>500
AB26 62,5 62,5 250 250 >500 | 500 500 >500

AB4 250 250 250 >250 [>250 |>250 |>250 |>250
SERIE B

ABI17 >500 [ >500 |>500 |>500 |>500 |>500 |>500 |>500
AB9 125 250 125 >500 [>500 |>500 |>500 |>500

ABI18 >500 >500 >500 >500 | >500 |[>500 |>500 |>500
ABI10 250 500 500 >500 | >500 |[>500 |>500 |>500
ABI19 >500 >500 >500 >500 | >500 |>500 |>500 |>500
ABI11 250 500 500 >500 | >500 |>500 |>500 |>500
AB25 >500 >500 >500 >500 | >500 |>500 |>500 |>500
ABI15 250 62,5 62,5 500 62,5 125 62,5 >500
AB28 >500 >500 >500 >500 [ >500 |>500 |>500 |>500
AB14 500 >500 500 >500 | >500 |>500 |>500 |>500
AB27 >500 >500 >500 >500 [ >500 |>500 |>500 |>500
AB13 62,5 125 125 500 250 125 500 >500
AB24 500 500 500 >500 | >500 500 500 >500
ABI12 >500 >500 >500 >500 | >500 |>500 |>500 |>500

SA - Staphylococcus aureus subsp. aureus, MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus subsp.
aureus, SE - Staphylococcus epidermidis, EF - Enterococcus faecalis, EC - Escherichia coli, KP -
Klebsiella pneumoniae, AB - Acinetobacter baumannii, PA - Pseudomonas aeruginosa
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Tabulka 13: Vysledky antifungalniho testovani derivatii

MIC (uM)
Kéd CA [CK [CP |[CT |AF |[AFla |LC |TI
SERIE A

AB20 [>500 [>500 |>500 |>500 |>500 |>500 [>500 [>500
ABI 500 [500 [500 [500 [500 [500 125 | 62,5
AB21  [>125 [>125 |>125 [>125 |>125 [>125 |>125 [>125
AB2 >500 | >500 |>500 |>500 [>500 |>500 |>500 |>500
AB22  [>125 [>125 |>125 [>125 |[>125 [>125 |>125 [>125
AB3 >500 [>500 |>500 |>500 [>500 [>500 [>500 |>500

AB23 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
AB26 500 500 500 500 >500 >500 | >500 500

AB4 >500 [ >500 |>500 |>500 |>500 |>500 |>500 |>500
SERIE B

ABI17 >500 | 500 500 >500 | 500 >500 | >500 | 500
AB9 >500 [ >500 |>500 |>500 |>500 |>500 |>500 |>500

ABI18 >500 | >500 >500 >500 >500 >500 | >500 | >500
ABI10 500 500 250 >500 >500 >500 | >500 125
ABI19 >500 | >500 >500 >500 >500 >500 | >500 | >500
ABI11 500 500 >500 >500 >500 >500 500 500
AB25 >500 | >500 >500 >500 >500 >500 | >500 | >500
ABI15 31,25 | 250 250 500 125 500 62,5 125
AB28 >500 | >500 >500 >500 >500 >500 | >500 | >500
AB14 500 250 500 500 500 >500 500 250
AB27 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
AB13 125 500 500 >500 250 >500 125 125
AB24 >500 | >500 >500 >500 >500 >500 | >500 | >500
ABI12 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125

CA - Candida albicans, CK - Candida krusei, CP - Candida parapsilosis, CT - Candida tropicalis, AF -
Aspergillus fumigatus, AFla - Aspergillus flavus, LC - Lichtheimia corymbifera, T1 - Trichophyton
interdigitale

Ptestoze oxazoloveé derivaty AB13, AB15, AB26 mély slabsi aktivitu proti bakteriim
a houbam oproti mykobakteriim, obecn¢ vykazuji Sirokospektré ucinky. Thiazolova
analoga téchto sloucenin byla proti bakteriim a houbdm neaktivni. Vzhledem k tomu,
Ze pfi testovani nebyly zaznamenany problémy s rozpustnosti sloucenin, lze usuzovat,
ze rozdil v aktivité oxazolovych a thiazolovych derivati by mohl byt zplisoben lepSimi
fyzikéalné-chemickymi vlastnostmi oxazolii, diky kterym pravdépodobné dochazi

k lepsimu priniku mikrobidlnimi membranami.
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U nékolika reprezentativnich dvojic izosternich sloucenin byla hodnocena rozpustnost
ve vod¢ kinetickou metodou zalozenou na vodou indukovaném vysrazeni zasobnich
roztoki DMSO. Lepsi rozpustnost (az 59% u slouceniny AB26 oproti AB23) byla
pozorovana u 2-aminooxazolovych derivat, nicméné nebyl ziskan dostatek dat pro

vyvozeni jednozna¢ného zavéru. Kompletni vysledky jsou dostupné v publikaci.”!
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5 Zavér
Vramci diplomové prace bylo pfipraveno 23 sloucenin kombinujicich fragment

pyridinkarboxylové kyseliny a 2-aminothiazolu ¢i 2-aminooxazolu. Z pfipravenych

sloucenin tfi byly jiz v minulosti publikované.

Byla identifikovana fada sloucenin obsahujici 2-aminooxazolovy fragment, které jsou
vysoce ucinné proti mykobakteridlnim kmentim (v€etné¢ multirezistentnich). Tyto
slouceniny mély stejnou nebo dokonce vyssi aktivitu nez jejich 2-aminothiazolové

izostery.

Zaznamenali jsme, ze zaména siry za kyslik sama o sob¢ nestaci k navozeni antimikrobni
aktivity u jinak neaktivnich sloucenin, avSak pfedpokladdme, Ze zména fyzikalné-
chemickych vlastnosti, kterd tuto zaménu provazi, pfispiva k zvySeni aktivity jiz
aktivnich sloucenin, napt. zlepSenim prostupnosti pfes membrany. Toto zvySeni aktivity
bylo patrn€j$i u  série  slouCenin  obsahujicich ve  své  struktuie

2-aminothiazol/2-aminooxazol bez fenylové substituce.

Z vysledkii antimykobakteridlnich testi byly interpretovany dalsi vztahy struktury
a ucinku. Vyssi aktivitu mély slouceniny obsahujici pyridinové jadro, kdy pyridinovy
dusik se nachazi v poloze 2 nebo v poloze 4 oproti karboxamidovému linkeru. Zkouman

byl také vliv substituentti, kdy vyssi aktivitu ukazaly 2-Cl a 2-Me derivaty.

Nékolik derivati vykazovalo Siroké spektrum aktivity napfi¢ testovanymi
mikroorganismy (zahrnujici 1 bakterie a houby). VétSina sloucenin neprojevila

vyznamnou cytotoxicitu.

Vysledky prezentované v této diplomové praci jsou vyznamnou soucasti publikované¢ho

¢lanku.>!
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