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CIiL DIPLOMOVE PRACE

Katedra farmaceutické chemie a kontroly Ié¢iv se dlouhodobé zabyva studiem syntézy
novych derivata pyrazinu s potencialnim antimykobakterialnim a antifungalnim uc¢inkem.
Dopliikove je u nové piipravenych latek zjistovana jejich schopnost inhibovat fotosyntézu. Tato
diplomova prace je dilcim prispévkem k eseni vyzkumnych ukolu katedry.

Cilem diplomové prace je pokusit se pripravit biologicky (tj. antifungalné a predevsim
antimykobakterialng) aktivni derivaty pyrazin-2-karboxylové kyseliny. Tato prace navazuje na
vysledky prezentované na fakultnim kole Studentské védecké konference v roce 2005.* Mé dil¢i
vysledky byly uvedeny v publikaci z roku 2004: Substituted Pyrazinecarboxamides.

Konkrétnimi ukoly bylo:

1. Provést resersi zamétenou predevsim na soucasny vyznam tuberkulozy ve svété, trendy
v terapii a potencialni antituberkulotika.

2. 'V dostupné chemické literatute zjistit metody pripravy substituovanych amida pyrazin-
2-karboxylové kyseliny.

3. Pripravit substituované amidy pyrazin-2-karboxylové kyseliny, ve kterych je ptipojeny
aromaticky kruh v raznych polohach substituovan raznymi substituenty.

4. Vypocitat log P nove pripravenych derivatu.

5. Zjistit vliv substituce piipojeného benzenového jadra na log P.

6. Zjistit vztah mezi strukturou, biologickym uc¢inkem (antituberkulézni, antimykoticka,

herbicidni aktivita) a lipofilitou v sérii ptipravenych latek.

Obecny vzorec ptipravovanych latek:

X N\ CONH X=H,Cl
| j/ R =H, terc-butyl
=
N RI R,: 2'F, 4'SH



1 UVODNI CAST

1.1 Tuberkuléza

Tuberkuléza (TBC) je vazné infekéni onemocnéni, jehoz pavodcem je mikrob
Mycobacterium tuberculosis, postihujici nejcastéji  dychaci systém. Tuberkuldéznimi
mykobakteriemi je infikovana asi jedna tretina lidstva, tj. 1,7 miliardy jedinci. Kazdoroéné je
hlaseno celosvétove asi 8 miliont novych onemocnéni, z toho 95 % v rozvojovém svéteé a 5 %

pripada na vyspélé staty. Na TBC umira roéné asi 2,9 miliona osob.?

Obr.1. Zemé s nejcast&jsim vyskytem TBC Epidemiologicka situace je
vsak v raznych zemich odlisna. Ze
zemi stiedni a vychodni Evropy patii
Ceska republika mezi zemé& s
nejnizsim ro¢nim vyskytem
tuberkulozy  (zhruba 20 pripada
onemocnéni na 100.000 obyvatel) ve
srovnani s pramérnym  roc¢nim

vyskytem v Zapadni Evropé (25

pfipadd na  100.000 obyvatel).
Celosvétovy vzrast poctu tuberkul6zou postizenych osob je pricitan vysokému poctu HIV
pozitivnich osob, které maji postizeny imunitni systém a mohou byt velmi snadno nakazeny
tuberkulozou. Takto mize dochazet k vytvateni lidského zdroje nakazy.’

V roce 1993 WHO (World Health Vyskyt TBC v Evropé na 100 000 obyvatel
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Primarnim zdrojem nakazy je zivotaschopny tuberkulozni bacil Mycobacterium
tuberculosis. Vyvinul se z padni bakterie pred vice nez 10 000 lety.® Jde o pomalu rostouci,
aerobni, nesporulujici, nepohyblivou, grampozitivni, acidorezistentni tycku o velikosti 0,3-1,5
um. Jako pavodce tuberkulozy byl objeven roku 1882 Robertem Kochem (tzv. Kochiv bacil).’
Obr.¢.2 Fotografie M. tuberculosis Bunécéna sténa mykobakterii je silna a obsahuje
velky podil lipidnich latek. Mimo obvyklych slozek
bunécné stény, jako jsou lipidova dvojvrstva a
peptidoglykan, obsahuje navic vrstvu tvoienou
dalsimi polysacharidy, mykolovymi kyselinami a
acyllipidy, které znesnadnuji pranik lé¢iv do
mykobakterii. Stavba bunééné stény je jednim
z davodu obtizné l1é¢by TBC.

Ke kontaminaci vzduchu tuberkul6znim bacilem dochazi pii kychani, kaslani, kricenti, ¢i
zpivani pacienta s aktivni TBC. Jejich nasledné vdechovani vede k nakaze bronchiola a alveol.
Poté co se inhalované bakterie pomnozi, vytvorené protilatky aktivuji T-lymfocyty. Loziska
TBC jsou pretvaiena, protoze se na stran¢ infekce hromadi makrofagy. Tato reakce muize vést
k apInému potlaceni choroby, vyléceni tzv. primarni tuberkulézy, nebo nékteré mikroby mohou
v lozisku prezivat a stat se zdrojem postprimarni infekce. Ta vznika nejc¢astéji pii poklesu
imunity nebo pti reinfekci clovéka (vdechnuti velkého mnozstvi novych bakterii).
Mikroorganismy uvolnéné z lozisek ¢i makrofaga cirkuluji lymfatickym a krevnim fecistém do
raznych ¢asti téla a infikuji retikuloendotelovy systém (jatra, slezinu, lymfatické uzliny) a
bohaté prokrvené organy (plice, karu ledvin, epifyzy rostoucich kosti). Nasledné pomnozeni
mykobakterii na téchto mistech vede ke vzniku velkého poctu lozisek po celém tele. Tento typ
infekce je nazyvan miliarni tuberkuléza. U nékterych pacientt vede tato loziskova forma
k docasnému skryti infekce, mezitim vsak mykobakterie piezivaji. Pri kaslani pak vytvorené
sputum obsahuje aktivni mikroorganismy, které jsou bud’ pacientem spolknuty, nebo
vdechovany zdravymi lidmi. K nasledné nakaze dochazi pti kontaktu s nemocnymi lidmi nebo
pii pobytu v prostorach, kde se nemocny nachazel.®

V priméru kazdy nemocny s aktivni TBC nakazi 10 az 15 lidi ro¢né. TBC je fazena mezi
tzv. socialni choroby. Nejcastéji postihuje osoby staré, opusténé, télesné a dusevné zanedbané,
vézng, alkoholiky, osoby oslabené, chronicky nemocné. °

Na lécbu antituberkulotiky celkem dobte reaguji infekce hornich cest dychacich, hltanu,
pradusnice a pradusek, pouze c¢asteéné uspésna je lécba tuberkulézy gastrointestinalniho a
mocového traktu nebo lymfatickych uzlin.®

Pavodci klasické tuberkulozy ¢lovéka jsou Mycobacterium tuberculosis, M. bovis a vzacné i
M. africanum , mezi ,,atypicka* mykobakteria jsou fazena M. kansasii, M. avium intracellulare,

M. ulcerans, ktera jsou potencionalnimi oportunnimi patogeny.



1.2 Prevence

Kromé zvySovani celkové zivotni a hygienické tirovné obyvatelstva a izolace nemocnych
s otevienou TBC, je k dispozici ochranné oc¢kovani. Prvni tspésné ockovani bylo provedeno
vroce 1921 aplikaci BCG-vakciny (avirulentni Bacillus-Calmette-Guerin). Tato vakcina je
lacina, bezpecna a vhodna pro podani détem. Je vyzkouseno, ze BCG ma protektivni efekt na
déti a je ucinna proti meningitidni form& TBC, neochrani viak pred plicni TBC.?

Ockovaci latku tvofi lyofilizat bakterialnich zarodkt Mycobacteria bovis, které se
ziskavaji pomnozenim vhodného atenuovaného kmene na umélém kultivaénim médiu.

V Ceské republice patii otkovani BCG vakcinou mezi ockovani povinna. Dikazem
nutnosti a prospésnosti oCkovani proti tuberkuldze byla situace, ke které doslo po zastaveni
o¢kovani v roce 1986. Vakcinu obdrzeli pouze novorozenci rizikovych rodin a déti rodica, Kteti
si ockovani vyzadali. Vzhledem k zvysenému vyskytu TBC u neockovanych déti bylo toto
ockovani od roku 1994 opét zavedeno jako povinné.®

V soucasnostu jsou vyvijeny nové ockovaci latky:

o oslabené kmeny M. tuberculosis, které vznikaji manipulaci s chromozomy

mykobakterie,

e vakciny tvorené proteinovymi podjednotkami mykobakterii,

e vakciny tvofené nukleovou kyselinou. ®

1.3 Terapie tuberkulézy

To, ze byl ¢loveék v minulosti proti TBC oc¢kovan, neznamena, ze nemiize pozdéji
tuberkul6zou onemocnét.

V terapii pouzivana antituberkulotika nejsou proti této nemoci dostate¢né efektivni,
protoze vznikaji nové rezistentni kmeny mykobakterii (neprostupnost buné¢né stény pro fadu
1é¢iv, dobfe vyvinuty ,,eflux® 1é¢iva z buiky, produkce enzymu rozkladajicich 1é¢ivo, mutace
chromozomii). Proto je kladen diraz na vyvoj novych zptisobu terapie:

a) studie genomu mykobakterii, jehoz poznani umozni vysvétlit specifické
mykobakterialni funkce a vytvotit tak novy pohled na cilové misto G¢inku 1éciv,

b) imunoterapie- piedstavuje dilezity doplnék moderni chemoterapie k piekonani
problému s non-compliance a rezistenci na fadu 1é¢iv. Stimulaci TH1-bun¢k dojde k
zvysené tvorbé cytokint (interferon-y, interleukin-2), které jsou dulezité pro
antimykobakterialni aktivitu mnoha Ié¢iv. V soucasnosti jsou studie zameteny na

Mycobacterium vaccae, keré je povazovano za silny TH1 adjuvant.



c) chemoterapie- byla zahajena jiz ve 40. letech 20. stoleti. V této dob¢ byla objevena cela
fada v soucasnosti pouzivanych 1éciv. V terapii se pouzivaji kombinace vice 1€Civ,
pficemz isoniazid a rifampicin jsou zakladni slozkou moderni chemoterapie.

Soucasné zdokonaleni biologickych technik pomohlo odhalit mechanismy G¢inku téchto
latek. Mezi cilova mista plsobeni antituberkulotik se fadi zasah do:
e proteosyntézy (Streptomycin),
e syntézy nukleové kyseliny (inhibici biosyntézy tetrahydrolistové kyseliny-
kyselina paraaminosalicylova)
e DNA topoisomerasy (chinolony)
e syntézy bunééné stény (etambutol)
e mykolové kyseliny a dalsi lipidy (isoniazid)
e isocitratlyasy (chybi u zivoc¢is§nych bungk), toto cilové misto je vyuzivano pro
1é¢bu latentnich forem choroby (nitropropionové kyselina). 8
Zakladem uspésné lécby TBC je kombinace ucinku nékolika baktericidnich a
bakteriostatickych 1€k, které pii soucasném podéavani debacilizuji nemocného jiz po 3-6
mésicich a zamezuji také vyvoji 1ékové rezistence. Nejucinnéj$im 1é¢ebnym rezimem se stava
kratkodoba Sestimési¢ni pfimo kontrolovana 1écba, pti které se v inicidlni dvoumesicni fazi
podava isoniazid, rifampicin, pyrazinamid a etambutol a v pokracujici Ctyfmesi¢ni fazi
isoniazid, rifampicin (viz. obrazek ¢. 3). Striktnim poZadavkem tohoto rezimu je piima kontrola
ptijimani 1ékd zdravotnickym persondlem. U nemocnych vylucujicich rezistentni mykobakteria
je nutno podavat léky vybrané individualné podle testd citlivosti in vitro. Pro lécbu
polyrezistentni TBC se zatim nepodafilo vypracovat spolehlivy 1ééebny rezim a progndza
nemocnych je neptizniva.?

Obr. ¢.3 Schéma terapie TBC

Inicialni faze selhani terapie
2 mésice terapie

1

eliminace mnozicich se
mykobakterii v postiz. org.

l nedostatecna
Pokracovaci faze terapie

4-6 mésict terapie

1

eliminace mykobakterii
pfezivajicich
v lozisku/makrofézich

v

pacient zlstava infekéni

recidiva onemocnéni

v




1.3.1 Antituberkulotika

1.3.1.1 Antituberkulotika prvni volby

Nasledujici t&inné latky se standardné pouzivaji pii 168b& tuberkulézy. 2°
Isoniazid N
)
NS
(o) NH
|
NH2
Typ lééiva prolécivo (aktivace pomoci mykobakterialni katalasy)

Mechanismus

ucinku

inhibice biosyntézy mykolovych kyselin bunécné stény (napada
enzym mykolatsyntetasu, ktery je specificky pro mykobakterie),
baktericidni ptisobeni na mnozZici se bakterie,

bakteriostaticky ucinek na klidova stadia,

vysoce uéinny na M. tuberculosis complex (M. tuberculosis, M.

bovis, M. africanum a M. microti)

ZpUsob podani

p.o.

Nezadouci u€inky

toxické ucinky na periferni a centralni nervovy systém (pfedchazi se

podavanim pyridoxinu), hepatotoxicita, alergie

Pouziti v kombinaci k 1é¢b¢ atypickych TBC, dtive 1é¢ba lepry (M. leprae)
Ethambutol He
’J\ " A~ NH o
HO
HO
synteticky aminoalkohol,
aktivita IéCiva je stereospecificka, pravotoCivy stereoizomer je
Typ lé€iva

nejaktivnéjsi (S,S-izomer je 600krat u¢innéjsi nez R,R),

bakteriostatické ptsobeni proti vétSiné mykobakteriim

Mechanismus

ucinku

inhibice syntézy bunéc¢né stény

Zpusob podani

p.o.

Nezadouci ucinky

neuritida zrakového nervu az poskozeni sitnice,

ustupuje po vysazeni etambutolu, dale hyperurikémie

Pouziti

v kombinaci zejm. s isoniazidem a rifampicinem




Streptomycin

(0) OH
CHO o
H,C
NH
OH H <
OH o
OH NH,

CH,OH NH

R:—N—<
H

NH,
OH  NHCH,

Typ lé€iva

aminoglykosidové antibiotikum (izolovano ze Streptomyces griseus)

Mechanismus

ucinku

inhibice proteosyntézy (vazba na 30 S podjednotku ribosomu),

baktericidni u¢inek

ZpUsob podani

i.m., popf. intrathekalni

Nezadouci ucinky

toxické ucinky na periferni a centralni nervovy systém,

nefrotoxicita, alergie

Pouziti také 1écba bakterialni endokarditidy, bruceldzy a tularémie
Rifampicin
semisyntetické antibiotikum odvozené od rifamycinu B, ktery byl
Typ lé€iva

izolovan ze Streptomyces mediterrani

Mechanismus

ucinku

inhibuje prokaryotickou DNA-dependentni RNA polymarasu,
(enzym nutny pro syntézu RNA), ptisobi baktericidné i na klidova

stadia mykobakterii (sterilizujici G€inky)

ZpUsob podani

p.o.

Nezadouci uéinky

ojedin¢le vyrazky, trombocytopenie, nefritidy, poruchy jaternich

funkci, neSkodné oranzové zbarveni moci, potu a slz

Pouziti

v kombinaci ptedevsim s isoniazidem nebo ethambutolem,
kromé& M. tuberculosis u¢inny i na atypicka mykobakteria, M. leprae

a dalsi bakterie, napf. Staphylococcus aureus
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Pyrazinamid

0
N
~ | NH,
NS
N

strukturnim analogem nikotinamidu,
Typ lé€iva

baktericidni a sterilizujici efekt

antimetabolit nikotinamidu, prolé¢ivo (intraceluldrné pfemeénovan
Mechanismus bakterialni amidasou na pyrazinkarboxylovou kyselinu, vlastni
ucinku antituberkuloticky aktivni slou¢eninu)

velmi t€inny na mykobakteria v intracelularnim prostoru makrofagt
ZpUsob podani p.o.
Nezadouci ucinky hepatotoxicita, 1ékova horecka, hyperurikémie
Pouziti V inicialni fazi TBC

1.3.1.2 Dalsi v soucasnosti pouzivané antituberkuloticky aktivni latky

Paraaminosalicylova kyselina

COOH
OH
NH,
Typ leciva chemoterapeutikum (chemicky blizka sulfonamidtim)
Mechanismus neni zcela vyjasnén, predpoklada se urcity vliv na salicylat-
Gcinku dependentni biosyntézu
Zpusob podani p.0. ve vysokych davkach (8-12 g denng)

obecné jsou pouzivané davky Spatné snaseny:

GIT ptiznaky: anorexie, nauzea, paleni v epigastriu, vzacné peptické
Nezadouci U€inky viedy,

vysoké koncentrace v moci: krystalurie (nutno moc alkalizovat),

hypersenzitivita (pf. vyrazky)

prilezitostn€ vyuZzivana pro terapii tuberkul6zy zptisobené
Pouziti
multirezistentnimi kmeny mykobakterii

11



Makrolidy

klaritromycin CH

Typ lé€iva

skupina antibiotik odvozenych od erytromycinu (zakladem struktury
je 14-¢lenny makrocyklicky lakton s pfipojenymi cukernymi zbytky)
noveéjsi derivaty se od erytromycinu lisi ve velikosti a substituci
laktonového kruhu (pf. klaritromycin, roxitromycin, , azitromycin,

rokitamycin a spiramycin)

Mechanismus

ucinku

inhibice bakterialni proteosyntézy (vazbou na 50S podjednotku

ribosomu zptsobuji disociaci peptidyl t-RNA)

ZpUsob podani

p.o. ve vysokych davkach (8-12 g denn¢)

Nezadouci uéinky

zazivaci potize (nauzea, zvraceni, priujem...)

sirokospektra antibiotika inhibujici rist mykobakterii, av§ak zadné

Pouziti

z nich nevykazuje dostatecné vysokou antituberkulotickou aktivitu

Isoxyl
H
@) /©/ NH
)\/\ O

diacylderivat thiomocoviny

Typ lé€iva

(4,4’-diisoamyloxydifenylthiomocovina)

Mechanismus

ucinku

inhibice syntézy mykolovych kyselin

Pouziti

byla prokazana G¢innost na M. bovis
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Cykloserin

Typ lé€iva

strukturni analog aminokyseliny D- alaninu

Mechanismus

ucinku

blokuje biosyntézu peptidoglykanu inhibici enzymu

D-alanin racemasa a D-alanin synthetasa

Nezadouci ucinky

zavazné nezadouci €inky v CNS, coz znaéné omezuje jeho vyuziti

Pouziti Siroky antibakterialni u¢inek, véetné inhibice M. tuberculosis
Klofazimin
Cl
CH,
N N CH,
=
N N Cl
H
Typ léciva derivaty iminofenazinu
i kumulace v monocytech, navic protizanétlivy uéinek,
Ucinky
pomala eliminace, nizka incidence rezistence
predevsim proti lepte, uplatnil se i v terapii n€kterych
Pouziti

mykobakterioz zpusobenych M. intracellulare
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Fluorochinolony

@) OH

ciprofloxacin

Typ léc€iva

syntetické derivaty nalidixové kyseliny

Mechanismus

ucinku

interaguji s DNA-gyrasou a DNA-topoisomerasou

Nezadouci u€inky

celkové snaseny pomérné dobfe,

Castgjsi- nauzea, zvraceni, prujem, bolesti hlavy,

4

zanéty slach, srde¢ni arytmie

Pouziti

ciprofloxacin a ofloxacin maji Siroky antimykobakteridlni ucinek,

zejm. proti M. tuberculosis a M. avium
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1.3.1.3 Latky ve vyvoji~

V soucasnosti jsou vyvinuty nové latky, od kterych se ocekdva vyznamnéjsi zmena v terapii
TBC, fadime sem:

e moxifloxacin- probiha jiz klinické zkouSeni

e SQ-109 (nova generace etambutolu)- prechazi do klinické faze testovani

e diarylchinolony- ptechazi do klinické faze

o PA-824 (nitroimidazoly)- v preklinické fazi zkousek

X Fluorochinolony (moxifloxacin)
Jedna se syntetické derivaty kyseliny nalidixové. V terapii se v soucasnosti pouzivaji jako
antituberkulotika druhé volby (tzv. rezervni 1é¢iva) ciprofloxacin a ofloxacin.
Vlastnosti: bez zktizené rezistence s ostatnimi antituberkulotiky,
obykle se pouzivaji v terapii TBC zpisobené multirezistentnimi kmeny
mykobakterii.

Relativni antituberkulotickd aktivita fluorochinolonu:

nejvyssi: gatifloxacin, moxifloxacin a sparfloxacin
stfedni: levofloxacin

niz§i:  ciprofloxacin, ofloxacin

Charakteristické rysy fluorochinolon:

Lecivo Biologicky MIC Peak v séru
poloéas (h) (umolll) po p.o. podani(h)
ciprofloxacin 750 4 2,0 2.3
ofloxacin 400 7 2,0 4,6
levofloxacin 500 7 1,0 6,0
sparfloxacin 400 20 0,5 1,3
gatifloxacin 400 7 0,5 4.4
moxifloxacin 400 12 0,5 45
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X Nova generace etambutolu (SQ-109)

Etambutol- vlastnosti:

OH
70- 80 % absorpce po p.o. podani,

H
biologicky polocas 3- 4 hodiny, N f,\//

bakteriostatické pusobeni,

=||II\

= H
sérovy peak po 2- 4 hodinéch (p.o.), HO —
pouzivand davka je 25 mg/kg prvni dva
meésice, v pokracovaci fazi terapie EMB
nasleduje podavani 15 mg/kg.
Mechanismus tc¢inku: inhibice syntézy bunécné stény
SQ-109- vlastnosti:
Me Me
vysoka biologick4 dostupnost )\/\)\/\ H
N
po p.o. podani, Me ™ X S N ~N
zakoncentrovani v plicich, H
dlouhy biologicky polocas, —
sSQ108

ekvivalentni aktivita k
etambutolu v koncentraci 1:100, baktericidni ptisobeni, i¢inny proti rezistentnim
mykobakteriim, netoxicky v davce 1000 mg/kg, plné patentovand ochrana.

Mechanismus u¢inku: ovliviiuje enzymy, které jsou dilezité pro zaplétani dlouhych fetézcii

mastnych kyselin

X Diarylchinolony

Nejvyznamnéjsi latkou je R207910.

Mechanismus tuéinku: ovlivnéni ATP synthasy M. tuberculosis.
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<> Nitroimidazoly (PA-824)
Vlastnosti: silna baktericidni aktivita,
uzké spektrum ucinku (TBC specifické),
nadéjna ucinnost- srovnatelna s isoniazidem na zvitecich modelech,

pusobi i na latentni formy M. tuberculosis (nereplikujici).

O
N— O——=CHg3
O
\N+/ \ N ©
/I
0]
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2  TEORETICKA CAST
2.1 Vlastnosti pyrazinového jadra

Pyrazin predstavuje vysoce symetrickou molekulu. Pyrazinovy kruh Ize znazornit jako

rezonan¢ni hybrid struktur (a - d).

SECEN G

Jedné se o slabé aromatickou slouceninu, kterd se svymi vlastnostmi blizi vlastnostem

terciarnich alifatickych amind.

Srovnéni aromaticity benzenu s nékterymi dusikatymi heterocykly:

Sloucenina % aromaticity
Benzen 100
Pyridin 82
Pyridazin 65
Pyrimidin 67
Pyrazin 75

Pyrazin se chova jako slaba dvojsytnd baze, v porovnani s ostatnimi diaziny a pyridinem

je vsak bazi nejslabsi.

Srovnéni bazicity n&kterych dusikatych heterocyklii:*?

Slouéenina pKa (1.stupen)
Pyridin 5,20
Pyridazin 2,33
Pyrimidin 1,30
Pyrazin 0,65

Z hodnot hustoty m-elektronti v pyrazinovém a pyridinovém kruhu je zfejmé, Ze hustota

m-elektronti je zvySena na dusikovych atomech, zatimco na uhlikovych atomech je hustota

vyrazné mensi. Vypoctené hodnoty se od naméfenych hodnot témér nelisi. Je patrné, ze hustoty
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m-elektronti na a-uhlicich pyrazinu a pyridinu jsou velmi podobné a lze o¢ekavat i podobnou

chemickou reaktivitu a-substituovanych pyrazini a pyridinu.

-0,082 -0,100
N N
[/ ] +0.041 N + 0,049
|
N ~4-0,010
N
+0,021

Meziatomové vzdalenosti u pyrazinu a ostatnich diazint jsou sice podobné, ale poloha
druhého dusikového atomu znacné ovlivni geometrii molekuly. V ptipad€ pyrazinamidu je
pyrazinovy kruh planarni, vzdalenost C-N je 13,48 nm, C-C potom 13,83 nm. Vlivem amidové
skupiny dochazi k protazeni pyrazinového jadra, takZe uhel sevieny N*, o- a B- uhlikem je o 5°
ostiej$i nez u nesubstituovaného pyrazinu.

Pyrazin, podobné jako ostatni diaziny, nepodléha snadno elektrofilnim substitucim, napft.
Friedel-Craftsovym aromatickym substitucim. Pfimy elektrofilni atak je ztiZzen induktivnim
efektem dusikovych atomt pyrazinu a tedy existenci rezonan¢nich struktur, které jsou pfi¢inou
kladného naboje na atomech uhliku heterocyklu. Vyhodnéjsi jsou tedy substituce nukleofilni,
obzvlast’ v ptipadé, kdy se pyrazinovy kruh aktivuje prevedenim na N-oxid. Z preparativniho
hlediska je vyznamna nukleofilni substituce protonovanych heteroaromatickych bazi riiznymi

typy radikald.*?

2.2 Priprava N- oxidl pyrazinu

N-oxid pyrazinu se pfipravuje pomoci peroxidu vodiku v prostiedi kyseliny octové.V
zavislosti na délce zahtivani, teploté a molarni koncentraci peroxidu vodiku ptechazi pyrazin na

1-mono- nebo 1,4-dioxid."

3 2
2mol 30% HO,/AcOH RNy R
8 hod. 70 °C I /:[ 1
2 R ONT R
R? Ny R |+
XX o
— -
R N7 R 0
4mol 30% HO,/AcOH ~ R%__NJ R’

I
16-24 hod. 95 °C WA AN
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2.3 Halogenace pyrazinového jadra

Halogenpyraziny ptedstavuji dtlezitou skupinu sloucenin v chemii derivati pyrazinu,
protoze umoziuji piipravu fady jinak nedostupnych derivati diky snadné zdméné atomu
halogenu za nukleofil.

Halogenderivaty lze pfipravit tfemi klasickymi zptsoby:

a) ptimou reakci pyrazinu s halogenem v plynné fazi,

b) zaménou hydroxylu ¢i aminoskupiny na pyrazinovém jadie halogenem
pusobenim chloridu ¢i bromidu fosforylu,

C) nejcastéj$i zpusob- nukleofilni halogenace N-oxidu pyrazinu s chloridem
fosforylu, ktera probiha ponejvice do polohy 2, méné pak do polohy 3
(pti 105 °C, zahtivani 2 hodiny).

N N
POCI .
| D ] [j - — N+ Pogcl +HY
— —
N N ‘3 N~
O- O. / W cl

~cl ~cl

2.4 Priprava acylhalogenidu

Acylhalogenidy jsou pro svou velkou reaktivitu velmi dulezitymi funk¢énimi derivaty
kyselin. Ze vSech acylhalogenidi maji nejvétsi vyznam acylchloridy.

K ptipravé acylhalogenidii se pouziva reakce kyselin s halogenidy fosforu a siry:
chloridem fosfore¢nym, fosforitym a chloridem thionylu. Nékdy je vhodnym c¢inidlem pro
prevadéni kyselin na acylchloridy fosgen, popf. chlorid kyseliny $tavelové a pro praci s

citlivymi kyselinami benzoylchlorid.*

COOH Ccocl

O T — LT

V pfipad€, Ze neni mozné prebytek thionylchloridu oddestilovat pro blizké teploty varu
thionylchloridu a vzniklého acylchloridu, odstrani se piebytec¢ny thionylchlorid piidavkem
kyseliny mravenci podle nasledujici rovnice:

HCOOH + socl, —= CO+ SO, + 2 HCI

20



2.5 Priprava anilida karboxylovych kyselin

Zavedeni pyrazinamidu do terapie tuberkul6zy podnitilo Siroky a dlouhodoby vyzkum ve
skupiné pyrazin-2-karboxylovych kyselin, ktera tak predstavuje v chemii derivatii pyrazinu
nejlépe prostudovanou skupinu.

Substituované amidy pyrazinkarboxylovych kyselin Ize pfipravit:

A) reakcei kyseliny- Kyselina se ptevede na stl s amoniakem, resp. s primarnim ¢i sekundarnim
aminem, nasleduje tepelny rozklad (za teploty kolem 200°C). Timto zplsobem lze ziskat

primarni, ale i sekundarni a terciarni amidy:"*

O

R% NH, _ R‘( 200 °C _ R‘( 4 HO

OH ONH NH2

B) reakei funkénich derivati kyseliny (vyhodnéjsi cesta piipravy):
1. Aminolyza esterti pyrazinkarboxylovych kyselin
Provadi se za zvysené teploty zahiivanim smési obou slozek k varu. Casto je rovnovéha ve

prospéch amidu posouvana oddestilovanim volného alkoholu.

NH, 0

COOC,H, N

j/ [ X NH
— |
[ -C,H.OH N/

2. Aminolyza anhydridu kyselin
Anhydridy davaji amidy za mirn€jSich podminek nez volné kyseliny, a to vétSinou jiz za

studena.

0] O O
N N N
sahel ([ J X
N N N COOH =
N N N

<
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3. Reakce chloridu kyseliny s primarnimi ¢i sekundarnimi aminy
(nejpouzivanéjsi metoda)
K véazani uvolnéné kyseliny se do reakce pridava pyridin (akceptor protoni) nebo jiny terciarni

. .. « e ™ : 14
amin, jinak uvolnény chlorovodik vyvaze 1 mol aminu.

NH, o)
N COClI N
X X NH
| + — |
— -HClI —
N R N
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a chemikalie

U pouzitych chemikélii byly ovéfeny fyzikalni konstanty, rozpoustédla byla pted
pouzitim vysu$ena a ¢iSténa obvyklym zptisobem.

Prabéh reakci a Cistota latek byly sledovany pomoci tenkovrstvé chromatografie na
deskach SILUFOL UV 254 (Kavalier, Votice, CR) za pouZiti vyvijeci soustavy toluen - aceton
(1:1). Derivaty pyrazinu obsahujici volnou karboxylovou skupinu byly vyvijeny v soustavé
propanol - amoniak (2:1). Detekce byla provadéna UV svétlem o vinové délce 254 nm.

Latky pro analyzu byly ptecistény krystalizaci s aktivnim uhlim.

Teploty tani byly stanoveny na mikrovyhifevném stolku BOETIUS PHMK 05 (VEB
KOMBINAT NAGEMA, VEB Wigetechnik RAPIDO, Radebeul, DDR) a jsou nekorigované.
Elementarni analyzy CHN na analyzitoru EA1110CE (Fisons Instruments S.p.A., Milano)
provedla pani Hronova na KFCHKL.

Infracervena spektra byla zmétfena pani Vencovskou na KAOCH FaF UK na
spektrometru Nicolet Impact 400. Latky pevného charakteru byly métfeny v tabletach bromidu
draselného (navazka 0,7 mg latky na 400 mg KBr), vinoéty jsou uvadény v cm™ (15 mg v 0,25
ml rozpoustédla).

'H a *C NMR spektra byla méfena na piistroji Varian Merkury — Vx BB 300 (299,95
MHz — 'H and 75,43 MHz — **C) Bruker Comp. (Karlsruhe, Némecko). Méfeni proved] a
spektra vyhodnotil doc.PharmDr. J. Kune§ z KAOCH FaF UK. Chemické posuny jsou vztazeny
k Si(CHa)a.

Log P sloucenin byl vypocten pomoci programu ACD/logP ver. 1.0 (Advanced

Chemistry Development Inc., Toronto).
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3.2 Schéma provadénych reakci

3.2.1 Priprava vychozich pyrazin-2-karboxylovych kyselin

/N CONH, N CONH, - /N COOH
| H,0, - | oH /Ht |
— i3 —_—
NS X~ NS
N 7+

1‘|1+
HC CooH| agno o- 0
$ OH /H*
H,C CH, NH,S,0, ' roc
3
N o CONH, N COOH a N 0OH
| B AN
H,C _ | |
N N/, Z
H,C N
CH,
ok H,C COOH
OH /H AgNO,
H,C CH, NH,S,0,

COOH

N
AN
neo |l
N
H,C
CH,

3.2.2 Priprava vlastnich anilida

NH,
R’

X Ny ~COOH socl, X Ng_-cocl X<_Ny_~CONH

| —= ] — 17

— — —

N N N o
X =H,Cl
R = H, terc-butyl
R'= 2-F, 4-SH
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3.3 Priprava pyrazin-2-karboxylové kyseliny

Y

30 g (0,24 mol) amidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny se smichd se 112 ml 10% roztoku

COOH

hydroxidu sodného a povaii asi dvé hodiny. Roztok se okyseli 15% kyselinou chlorovodikovou.

Vylouéené krystaly pyrazin-2-karboxylové kyseliny se odsaji a piekrystalizuji z vody.

Molekulova hmotnost: 124,1 g/mol

Teplota tani: 223 - 225°C
(dle literatury™: 222 — 225°C za rozkladu)
Vytezek: 28,7 g (96 % teoretického vytézku)
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3.4 Priprava 4-oxidu amidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny

Cy

O-

CONH,

K roztoku 170 ml (5,55 mol) 30% peroxidu vodiku ve 260 ml (4,55 mol) ledové kyseliny
octové se po Castech prida 64,0 g (0,52 mol) amidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny. Smés se
zahtiva na 70°C a poté se teplota udrzuje na 70-80 °C Sest hodin. Po ochlazeni se reakéni smés
ponecha pies noc v lednici. Vylouené krystaly se odsaji, promyji vodou a ethanolem.

Krystalizace se provadi z vody.

Molekulova hmotnost: 139,1 g/mol

Teplota tani: 303 °C (za rozkladu),
(dle literatury™: 300°C, 302-305°C za rozkladu)
Vytezek: 29,55 g (40,3 % teoretického vytézku)
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3.5 Priprava 4-oxidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny

vy

O.-

COOH

29,55 g (0,21 mol) 4-oxidu amidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny bylo osm hodin zahtivano k
varu s 200 ml (0,50 mol) 10% roztoku hydroxidu sodného. Vyloucené krystaly sodné soli
4-oxidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny byly odfiltrovany a poté rozpustény ve 100 ml horké
vody. Roztok byl opét zfiltrovan a za horka okyselen 10% chlorovodikovou kyselinou na pH 3.
Vylouceny produkt byl krystalizovan z vody.

Molekulova hmotnost: 140,1 g/mol

Teplota tani: 202 — 203,5 °C
(dle literatury™®: 212 — 213 °C)
Vytezek: 25 g (85 % teoretického vytézku)
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3.6 Priprava 5-terc.butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny

36,9 g (0,3 mol) pyrazin-2-karboxylové kyseliny se rozpusti v 60 ml vody zahiaté na 80 °C.

COOH

K roztoku se pfida 5,1 g (0,03 mol) dusi¢nanu sttibrného a 30,64 (0,3 mol) kyseliny pivalové.
Smés se intenzivné micha jednu hodinu v trojhrdlé baice a postupné se k ni ptidava po kapkach
roztok 75,24 g (0,33 mol) peroxodisiranu amonného ve 150 ml vody. Teplota reakéni smési se
udrzuje vrozmezi 75-80 °C. Po ochlazeni se smés zalkalizuje 10% roztokem hydroxidu
draselného na pH 9. SraZenina se odsaje. Vysledny produkt bilé barvy se prekrystalizuje z horké
vody.

Molekulova hmotnost: 180,1 g/mol

Teplota tani: 117 °C
(dle literatury": 118-120 °C),
Vytezek: 44,5 g (82 % teoretického vyteézku)
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3.7 Priprava 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

Cl N COOH
| N
\[ /j/
N

14 g (0,1 mol) 4-oxidu 2-pyrazinkarboxylové kyseliny bylo smichano s 45,6 ml (0,5 mol)
chloridu fosforylu. Smés byla zahtata na teplotu 40-50 °C, poté teplota samovolné stoupla na
105 °C. Po asi 15 minutach doslo k ukoncéeni reakce a obsah v barce byl ochlazen na 10-15 °C.
Reakéni smés byla opatrné po malych ¢astech vylita na led tak, aby teplota pfi hydrolyze
nepiestoupila 50 °C. Nezreagovany chlorid fosforylu se reakci s vodou rozklada, coz je spojeno
S uvoliovanim tepla. Vznikly vodny roztok byl kontinualn€¢ extrahovan chloroformem,

rozpoustédlo bylo poté oddestilovano. Produkt byl piekrystalizovan z vody.

Molekulova hmotnost: 158,5 g/mol

Teplota tani: 153 °C
(dle literatury™: 154-155 °C)
Vytézek: 10,3 g (65 % teoretického vytézku)
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3.8 Priprava 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové

Cl N. _COOH
| N
)
>;[N

6,30 g (0,042 mol) 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny, 0,76 g (0,0042 mol) dusi¢nanu

kyseliny

stiibrného, 4,28 g (0,042 mol) kyseliny pivalové se smicha a zahteje na 80 °C. Tato teplota se
udrzuje po dobu 60 minut. V pribéhu reakce se priléva roztok 10,58 g (0,0042 mol)
peroxodisiranu amonného ve 30 ml destilované vody. Po ochlazeni se roztok zfiltruje a filtrat se

poté piekrystalizuje z vody.

Molekulova hmotnost: 214,6 g/mol

Teplota tani: 107-110 °C
(dle literatury™: 108-110 °C)
Vytezek: 4,59 g (51 % teoretického vytézku)
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3.9 Obecny postup pripravy anilidi substituované pyrazin-2-

karboxylové kyselin

3.9.1 Priprava chloridli substituované pyrazin-2-karboxylové

kyseliny

COOH CocCl

N N

AN AN
£j+soclz —»,E/j/
RSN R™ SN

R = H, terc.butyl
X =H,CI

0,005 mol substituované pyrazin-2-karboxylové kyseliny se rozpusti ve 20 ml vysuSeného
toluenu v barce s kulatym dnem. Banka je opatfena zpétnym chladicem s uzavérem proti
vniknuti vzdusné vlhkosti. K roztoku se piida 0,05 mol (5,5 g) thionylchloridu a zahtiva se pod
zpétnym chladi¢em k varu pfi teploté 110 °C 1,5 hodiny. Poté se nezreagovany thionylchlorid
oddestiluje za snizené¢ho tlaku. Na zavér se pfida malé mnozstvi toluenu pro azeotropni
oddestilovani zbytku chloridu thionylu z produktu. Surovy produkt v banice se dale necisti a

pouzije se do dalsi reakce.

3.9.2 Obecny postup pripravy anilidi pyrazin-2-karboxylové

kyseliny
NH,
R’
X N X N
| - COOH gocy, | '« COCI X«_Ng_~CONH
= ’ — - = | _
N N N o
X =H,CI
R = H, terc-butyl
R’=2-F, 4-SH

0,0017 mol substituovaného anilinu se rozpusti v 10 ml bezvodém acetonu v Erlenmayeroveé
baiice opatfené magnetickym michadlem. K roztoku bylo ptidano 0,0017 mol (0,14 g)

bezvodého pyridinu. Za stalého michani na elektromagnetické michacce se po kapkach pridava
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roztok 0,0017 mol chloridu pyrazin-2-karboxylové kyseliny v bezvodém acetonu.. Smés se
micha asi jednu hodinu pfi laboratorni teploté. Poté se aceton oddestiluje za snizené¢ho tlaku na
rota¢ni vakuové odparce. Surovy produkt se prekrystalizuje ze smési voda:ethanol. Nasledné se
provede kontrola pribéhu reakce pomoci TLC za pouziti vyvijeci soustavy toluen:aceton (1:1).

Na zaver se zméfi teplota tani ziskaného produktu.
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3.10 Nové pripravené anilidy substituované pyrazin-2-

karboxylové kyseliny a jejich charakteristiky

1. 2-fluoranilid pyrazin-2-karboxylové kyseliny

Vytézek 0,18 g (51 %),
T, 109-109,5°C
Ry 0,82

Elementarni analyza

IC spektrum (KBr), cm™

"H NMR
(300 MHz, CDCl5)

*C NMR (75 MHz, CDCl3)

2. 2-fluoranilid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

cl N CONH
~
N F

Vytézek 0,07 g (22 %),
T, 77,5-78,5 °C
Ry 0,92

Elementarni analyza

IC spektrum (KBr), cm™

'H NMR
(300 MHz, CDCl3)

3C NMR (75 MHz, CDCl5)
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3. 2-fluoranilid 5-terc.butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny

N CONH
N
~
N F
Vytézek 0,14 g (46 %),
T: 98,2-99,7°C

Ry 0,91

Elementarni analyza

IC spektrum (KBr), cm™

"H NMR
(300 MHz, CDCl5)

*C NMR (75 MHz, CDCl3)

4. 2-fluoranilid 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

Cl N CONH
N
~
N F
Vytézek 0,060 g (21 %),
T 81,7°C
Ry 0,95

Elementarni analyza

IC spektrum (KBr), cm™

TH NMR
(300 MHz, CDCls5)

3C NMR (75 MHz, CDCl5)
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5. (4-merkaptofenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny

N CONH
[ DN
~
N SH
Vytézek 0,060 g (16 %),
T, 115-117°C
Ry 0,76

Elementarni analyza

IC spektrum (KBr), cm™

TH NMR
(300 MHz, CDCl5)

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

6. (4-merkaptofenyl)amid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

cl N CONH
| N
~
N SH
Vytézek 0,086 g (26 %),
T; 123-124°C
Ry 0,91

Elementarni analyza

IC spektrum (KBr), cm™

"H NMR
(300 MHz, CDCl5)

3C NMR (75 MHz, CDCl5)
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7. (4-merkaptofenyl)amid 5-terc.butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny

N CONH
| N
~
N SH
Vytézek 0,05 g (16 %),
T, 124°C

Ry 0,93

Elementarni analyza

IC spektrum (KBr), cm™

"H NMR
(300 MHz, CDCly)
3C NMR (75 MHz, CDCl5)

8. (4-merkaptofenyl)amid 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové

kyseliny
cl N CONH
X
=
N SH

Vytézek 0,05 g (17 %),
T, 80-81°C
Ry 0,92

Elementarni analyza

IC spektrum (KBr), cm™
"H NMR

(300 MHz, CDCly)

*C NMR (75 MHz, CDCl3)
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4 BIOLOGICKE HODNOCENI

4.1 Antituberkuloticka aktivita

Nové syntetizované derivaty pyrazinu byly testovany in vitro na G¢innost proti
Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv v ramci mezinarodniho programu uréeného pro testovani
novych antituberkulotik TAACF (Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and Coordinating
Facility). Antimykobakterialni aktivita se testuje na M. tuberculosis Hs;Rv v BACTEC 12B
mediu pouzitim BACTEC 460 radiometrického systému.”

Testovana latka €. | % inhibice pfi 6,25 pg/ml
1 46

20

23

14

7

3

44

8

| N| O O | W N

4.2 Antimykoticka aktivita

Dale byly nové syntetizované derivaty pyrazinu testovany in vitro na antifungalni aktivitu
na Katedfe biologickych a lékafskych véd FaF v Hradci Kralové doc.RNDr. Vladimirem
Buchtou, CSc. se spolupracovniky.

Pfipravené slouéeniny byly zkouSeny in vitro na antimykotickou aktivitu pomoci
mikrodilu¢ni bujonové metody. Testovana latka byla dvojité fedéna v roztoku RPMI 1640 s
glutaminem, roztok byl pufrovan na pH 7,0 pomoci 0,165 M roztoku MOPS. Kone¢né
koncentrace latek se pohybovaly v rozmezi od 1000 do 0,975 uM. Soucasti testovani byly slepé
pokusy (bez téinné latky). MIC byly odeéitany po 24 a 48 hodinach inkubace pfi teploté 35 °C.
V ptipadé Trichophyton mentagrophytes byly MIC zaznamenany po 72 a 120 hodinach.
Inkubace probihala staticky, ve tm¢, ve vlhké atmosféie. Odecitani vysledkt bylo provedeno

vizualné, fotometricky (od 540 nm).
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Vybrané slouceniny byly testovany na aktivitu proti kmenu (kod, cislo):

Candida albicans ATCC 44859 (CA1l)
C. tropicalis 156 (CT)
C. krussei E28 (CK2)
C. glabrata 20/1 (CG)

Trichosporon beigelii 1188 (TB)
Trichophyton mentagrophytes 445 (TM)
Aspergillus fumigatus 231(AF)

Absidia corymbifera 272 (AC)*

Testovana latka

Candida albicans ATCC 44859

Trichophyton mentagrophytes

MIC/ICg 445

(umolll) 24 h 48 h 72h 120 h
1 >500 >500 >500 >500
2 >500 >500 >500 >500
3 62,5 >500 62,5 62,5
4 62,5 >500 62,5 >500
5 - - - -
6 125 >500 >500 >500
7 >125 >125 62,5 >125
8 125 >500 500 500

Pozn. MIC/ICg derivatii pyrazinu u ostatnich testovanych kmenu byli pftili§ vysoké
(vétsina >500 umol/1).
U latky ¢. 5 nebyly testy provedeny.

Tabulka hodnot MIC/I1Cq Vv terapii bézné pouzivaného flukonazolu

(DIFLUCAN, MYCOMAX)

Testované

kmeny CA CT CK CG TB ™ AF AC

Délka 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 72 h 24 h 24 h

inkubace | 48h 48 h 48 h 48 h 48 h 120 h 48 h 48 h

flukonazol 0,06 0,12 3,91 0,98 0,24 1,95 >125 >125
0,12 >125 15,62 3,91 0,48 3,91 >125 >125
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4.2 Herbicidni aktivita

4.2.1 Testovani inhibice prenosu elektronu v chloroplastech
Spenatu

Chloroplasty byly pfipraveny metodou dle Walkera® z rostliny $penatu (Spinacia
oleracea). Inhibice pfenosu elektrond pii fotosyntéze v chloroplastech $penatu byla stanovena
spektrofotometricky (Kontron Uvikon 800, Kontron, Muenchen, Germany) za pouziti 2,6-
dichlorfenol-indofenolu (DCIPP) jako akceptoru elektronii metodikou Kralové®. Testované
latky byly z didvodu nizké rozpustnosti ve vodé rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO).
DMSO vpouzit¢é koncentraci (nejvyse 4 %) neovliviuje fotochemické pochody
v chloroplastech $penatu. Uginnost inhibice testovanych latek je vyjadiena jako ICsy, coz
odpovida molarni koncentraci latky zptisobujici 50% pokles produkce kysliku oproti kontrolni
skuping. Jako standard byl pouzit selektivni herbicid DCMU, systematicky 3-(3, 4-
dichlorfenyl)-1,1-dimethylurea.

4.2.2 Testovani redukce obsahu chlorofylu v Chlorella vulgaris

Zelena tasa Chlorella vulgaris byla kultivovana pii pokojové teploté metodou dle
Kralové?. Uginek slougenin na obsah chlorofylu v fasach byl zjistovan po 4-denni kultivaci fas
Vv pfitomnosti sledované latky, vysledek byl stanoven spektrofotometricky (Kontron Uvikon
800, Kontron, Muenchen, Germany) po extrakci chlorofylu methanolem podle Wellburna®.
Latky byly z dvodu nizké rozpustnosti ve vod¢€ rozpustény v DMSO, kontrolni vzorky
obsahovaly stejné mnozstvi DMSO jako testované. Antialgalni aktivita je vyjadiena jako 1Cs,

jako standard byl pouzit DCMU.

Herbicidni aktivita pfipravenych latek ve srovnani s uéinnosti standardu DCMU

Inhibi . Redukce obsahu
nhibice fotosyntézy
(Spinacia oleracea) chlorofylu .
(Chlorella vulgaris)
Testovana latka ICso (Mmol/l) ICso (mmol/l)
1 1,012 0,161
2 0,946 0,082
3 0,676 0,235
4 0,069 0,086
5 0,430 0,098
6 0,385 0,065
7 0,319 0,180
8 - 0,690
DCMU 0,0019 0,0073

Pozn.Latku ¢. 8 nebylo mozné testovat z diivodu nizké rozpustnosti v DMSO.
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5 DISKUSE

Ve své diplomové préci jsem se zaméfila na syntézu latek ze skupiny anilida
substituované pyrazin-2-karboxylové kyseliny. Na katedfe bylo v minulosti pfipraveno nékolik

sérii latek tohoto typu,®2"28:2%%0

Série osmi latek byla ptipravena reakci chloridu pyrazin-2-karboxylové kyseliny s
prislusnymi aminy. Syntézy byly provadény ve dvou stupnich:
1. ptiprava chloridu substituované pyrazin-2-karboxylové kyseliny v bezvodém toluenu,

2. vlastni syntéza anilidu pfislu$né kyseliny aminolyzou.

Reakce probihaly vétSinou hladce a vytézky se pohybovaly v rozmezi 16-51% v
zavislosti na reaktivité substituovaného anilinu. Cisténi latek jsem provadéla rekrystalizaci ze

smési ethanol/voda.

Finalni latky byly charakterizovany pomoci teploty tani, TLC, IC spektry, 'H a *C NMR

spektry, popft. i elementarni analyzou.

Log P sloucenin jsem ziskala pomoci programu ACD/logP ver.1.0. (Advanced Chemistry
Development Inc., Toronto, Canada). Vypocitana lipofilita se pohybuje v rozmezi 1,1 az 4,15.
Déle byla ur¢ena hodnota kapacitniho faktoru K za pouziti HPLC (Waters Alliance 2695 XE
and Waters Photodiode Array Detector 2996). Jako mobilni faze byla pouZzita smés methanolu
p.a. (70%) a vody- 30 %. Detekce probihala spektrofotometricky pfi 223 nm. Byl zméfen
retenéni Cas Tg ( vzdalenost od nastiiku k maximu piku) a mrtvy reten¢ni ¢as Tp (vzdalenost od
nastiiku k maximu piku nesorbované latky- pouzit roztok KI v methanolu). Kapacitni faktor byl

spoéitan pouzitim programu Millennium 32 podle vzorce:
K= TR' TD/ TD

Log K je pak spocitan z kapacitniho faktoru K a je pouzit jako index lipofility.
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Tab. vypocitané lipofility (log P), chromatograficky stanoveného log K a &istoty latek

Latka ¢. log P log K Cistota(%)
1 1,10 £ 0,46 0,4598
2 2,22 +0,48 0,7651
3 2,79+0.47 1,0885
4 3,91+0,49 1,4465
5 1,34+ 0,45 0,4705
6 2,46 +£0,48 0,7725
7 3,03 +0,47 1,0412
8 4,15+ 0,49 1,3414

Graf log P jednotlivych sloucenin vypoditany dle programu ACD/logP ver.1.0.

4,5 7 4,15

4 3,91
3,5 -

3,03
3 A 2,79
2,46

2,5 1 2,2

2 .

i 1,34

1571 14

1 .
0,5 -

0 T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8

Z grafu je patrné, ze lipofilita stoupa s molekulovou hmotnosti, ve skupiné latek
odvozenych od stejné kyseliny jsou viditelné lipofilngjsi slou¢eniny s thiolovou skupinou nez

latky substituované fluorem.
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Vsechny latky byly podrobeny testovani na antituberkulotickou aktivitu v TAACF.
Nejvyssi antimykobakterialni aktivitu in vitro vykazovaly slouceniny ¢. 1 a 7 (2-fluoranilid
pyrazin-2-karboxylové kyseliny, (4-merkaptofenyl)amid 5-terc.butylpyrazin-2-karboxylové
kyseliny). Piesto zjisténé procento inhibice neni pfili§ vyznamné. Obé¢ latky jsou substituci jak
pyrazinového, tak i benzenového jadra odlisné. Stejné tak se 1isi i ve své lipofilité. Z téchto

udaju lze obtizné urcit vztah mezi strukturou a biologickym ucinkem.

Jen tézko lze urcit, zda vétsi roli v ucinnosti latek hraje velikost nebo lipofilita molekuly.

Napt. pyrazinamid (b&zné pouzivan v terapii), je ucinny pravdépodobné proto, Ze diky své malé
molekule snadno pronikne pfes mykobakterialni sténu, prestoze je velmi malo lipofilni.

Velké nadéje jsme vkladali do latky ¢. 8 ( (4-merkaptofenyl)amid 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-
karboxylové kyseliny), ktera predstavuje sirny analog nedavno pfipravené latky (4-
hydroxyanilid 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny), ktera vykazovala relativné
vyznamnou antimykobakterialni aktivitu ( 97% inhibice pii koncentraci 6,25 pmol/l, log P =
3,20). Podle vysledki vsak zvysenim lipofility (teoreticky predpoklad pro snadnéjsi prunik pies

vysoce lipofilni membranu M. tuberculosis), nedoslo ke zvySeni G¢inku.

Kromé latky ¢islo 5, jsem ziskala vysledky testovani antimyketické aktivity. Nejvyssi
antimykotickou aktivitu in vitro vykazovala sloucenina ¢islo 3 (2-fluoranilid 5-
terc.butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny), a to zejména proti kmenu Trichophyton
mentagrophytes, dale castecné proti kmenu Candida albicans. Relativné ucinné proti
Trichophyton mentagrophytes jsou i latky ¢islo 4 a 7 ( pouze po dobu inkubace 72 h). Lze tedy
zaznamenat pozitivni vliv substituce pyrazinového jadra terc.butylem, tyto latky jsou stfedné

lipofilni. Po srovnani s flukonazolem jde vsak o aktivitu velmi slabou.

Pti testovani herbicidni aktivity nové pfipravenych latek v testu inhibice vyvoje
kysliku byla nejucingjsi latka ¢. 4 ( 2-fluoranilid 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové
kyseliny), po srovnani se standardem DCMU je vsak aktivita stale nizka.

V testu redukce obsahu chlorofylu v zelené iase ma nejvyssi aktivitu latka ¢. 6
(' (4-merkaptofenyl)amid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny) , u€innost této latky je vsak

stale jesté 10 krat nizsi nez u pouzitého standardu DCMU.
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6 ZAVER
V ramci této diplomové prace jsem plnila nésledujici tkoly:

1. S pouzitim dostupné odborné literatury a internetu jsem provedla reSer§i zaméfenou na

souCasny vyznam tuberkulozy ve svété a trendy v terapii.

2.V dostupné chemické literatuie jsem zjistila metody piipravy substituovanych amidi

pyrazin-2-karboxylové kyseliny.

3. Pfipravila jsem tyto v literatuie dosud nepopsané produkty:
1) 2-fluoranilid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
2) 2-fluoranilid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny
3) 2-fluoranilid 5-terc.butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny
4) 2-fluoranilid 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny
5) (4-merkaptofenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
6) (4-merkaptofenyl)amid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny
7) (4-merkaptofenyl)amid 5-terc.butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny
8) (4-merkaptofenyl)amid 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny
Vyse uvedené produkty jsou charakterizovany teplotou tani, TLC, elementarni analyzou, IC,

'H a *C NMR spektry.
4. Série latek jsem podrobila in vitro biologickému hodnoceni.
Ziskala jsem udaje o antimykobakterialni, antifungalni aktivité a vysledky testd herbicidni

aktivity.

5. Vypocetla jsem a graficky zpracovala log P nov¢ pripravenych latek:

Log P pripravenych sloucenin se pohyboval v rozmezi 1,1 a 4,15.

6. Pokusila jsem se zjistit vztah mezi strukturou, biologickou aktivitou a lipofilitou v sérii

ptipravenych latek (viz. Diskuse).
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