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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AIDS syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired

Immunodeficiency Syndrome)

Ak alkylovy fetézec

ATP adenosintrifosfat

BCG bacil Calmette — Guérin

CDlI karbonyldiimidazol

CFU jednotky tvofici kolonie (Colony-Forming Units)
CNCTC Ceska narodni sbirka typovych kultur (Czech National

Collection of Type Cultures)

CPX ciprofloxacin

CYP3A cytochrom P 3A

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)
DOTS rezim plné kontrolované IéCebné péce (Directly Observe

Treatment Short Course)

DP diplomova prace

EMA European Medicine Agency

EMB ethambutol

ETC Electron Transport Chain

EtOAc ethylacetat

FAS-II synthasa mastnych kyselin (Fatty Acid Synthase)



FDA
GIT

HIV

ICs0

IC, IR
IGRA test
INH

INHA gen
IS

katG

kys.

log P

MDR
MIC

MT

MTD test
NAD+
NADPH

NK

Food and Drug Organization
gastrointestinalni trakt

virus lidské imunitni nedostate¢nosti (Human Immunodeficiency

Virus)

inhibi¢ni koncentace, ktera inhibuje 50 % bunék
infraCervené svétlo

Interferon Gamma Release Assay test

isoniazid

gen inhibin alfa podjednotky

index selektivity

enzym katalasa/peroxidasa

kyselina

rozdélovaci koeficient v soustavé n-oktanol/voda
Mycobacterium

mnohocetna |ékova rezistence (Multidrug-Resistant)
minimalni inhibicni koncentrace

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis Direct test
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nukleova kyselina



NMR

NU
PAS
PCR
POA
PPD
PZK
RFM
RNA
RpsA
RR
TAC
B

TH1
T-lymfocyty

TLC

TNFa
tRNA
WHO

XDR

nuklearni molekulova resonance (Nuclear Magnetic

Resonance)

nezadouci ucinky

para-aminosalicylova kyselina

polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
pyrazin-2-karboxylova kyselina

proteinovy purifikovany derivat
pyrazinkarboxylova kyselina

rifampicin

ribonukleova kyselina (Ribonucleic Acid)
ribozomalni protein S (Ribosomal Protein SA)
rifampicin rezistentni (Rifampicin Rezistance)
thioacetazon

tuberkul6za

pomocné lymfocyty

tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatogramy)
tumor nekrotizujici faktor a

transferova ribonukleova kyselina (Transfer Ribonucleic Acid)
Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

extenzivni Iékova rezistence (Extensive Drug Resistance)



2 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace je pfiprava série 5-alkyl-N-fenylpyrazin-2-

karboxamidl ¢i podobnych derivatl s potencialni antimykobakterialni,

AN
/N C\N P
JO R
N
Ak N

Nejprve vypracujeme literarni reSerSi na téma vztahu struktura-ucinek

resp. antimikrobni aktivitou.

dfive pfipravenych derivatd a poté navrhneme finalni struktury. Budeme se
soustfedit na perspektivni latky a na metody jejich syntézy. Tézistém Cinnosti

bude experimentalni prace.

U vSech produktl budou stanoveny fyzikalné-chemické vlastnosti jako
napfiklad teplota tani, NMR a IC spektra, elementarni analyza atd. Vysledky
prace budou vyhodnoceny v zavéru diplomové prace, kde budou diskutovany

vztahy struktura-ucinek v ramci pfipravené série sloucenin.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Tuberkuldza

Tuberkuléza (TB) je zavazné infek&ni onemocnéni, jehoz puvodcem je
velmi odolna mykobakterie. Infekci kazdoro¢né podlehnou tfi miliony lidi, z toho
250 000 déti, a proto patfi mezi nejCastéjSi smrtici onemocnéni ve svété [1].
Latentni forma TB se vyskytuje u tfetiny populace. Kazdou sekundu infekce
napadne dalSiho Clovéka. VétSina nemocnych (95 %) jsou lidé z rozvojovych
zemi [2]. V Ceské republice se kazdy rok potykame s cca 500 pFipady, z toho

jednu pétinu tvofi imigranti [3].

Pojem tuberkuléza byl poprvé vysloven v roce 1834 panem Schonleinem,
ktery timto pojmem charakterizoval typicky jev nemoci — vytvoreni uzlikd neboli
granulomu [1]. Ale o objasnéni plivodce onemocnéni se zaslouzil az v roce 1882
némecky Iékaf a mikrobiolog Robert Koch. V roce 1905 mu za tento objev byla
udélena Nobelova cena. Podle Kocha byla bakterie pojmenovana jako Kochlv
bacil. Obor, ktery se zabyva tuberkul6zou, se nazyva ftizeologie. Zdrojem nakazy
je kaslajici, kychajici Clovék napadeny mykobakterii. V dfivéjSich dobach
existovala i nakaza stfevni, kdy se jedinec nakazil z mléka kravy trpici TB.
Nejvice rizikovi jsou pacienti s AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome)
nebo s jinym imunodeficitem. Mykobakterie jsou rezistentni bakterie poSkozuijici
predevsim dychaci organ — plice, ale takeé jiné organy jako napf. pleuru, mizni
uzliny, kosti, klouby, kuzi nebo urogenitalni trakt. Hostitelem muze byt Clovék
i zvife. Po Sesti tydnech od proniknuti bakterie do organismu vyvolaji télu vlastni
buriky alergickou reakci IV. typu. K dalSim rizikovym faktordm aktivujicim
patogena patfi vék, alkohol, drogy, zafeni, dalSi choroby, Spatna zivotosprava
atd. [1].

Svétova zdravotnicka organizace (WHO, World Health Organisation)
predpoklada, ze v roce 2050 uz nebude TB patfit k nejrizikovéjSim infekcim na

svetd [1].
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3.2 Puvodce - Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis, dfive nazyvana jako Kochuv bacil, je stfedné
dlouha Gram pozitivni ty€inka o velikosti 1,5-5 uym, vysoce rezistentni k riznym
druhum léciv. Je to aerobni bakterie zpUsobujici infekéni chorobu tuberkulézu.
Zarazujeme ji do fadu Actinomycetales, Celedi Mycobacteriaceae a rodu
Mycobacterium [4]. Optimalni teplotou pro ruast je 37-38 °C [1]. Diky
acidoresistenci se Spatné barvi organickymi barvivy dle Grama, je odolna vici
kyselinam, zasadam i alkoholu. Tato schopnost je pfipisovana jeji typické
vlastnosti a to velkému obsahu lipidd v jeji bunééné sténé. Jeji vyznamnou slozku
tvofi mykolové kyseliny jakozto jedny z nejdelSich mastnych kyselin v pfirodé.
Mezi dalSi charakteristiky patfi pomaly rast na kultivaénich pudach (tfi az Sest
tydnu), generacni doba (20—-30 hod.), nepohyblivost a neschopnost tvofit spory.
Do rodu Mycobacterium patfi jesSté daldi druhy jako napf. Mycobacterium
africanum zpUsobujici TB v Africe, Mycobacterium bovis postihujici kréni uzliny,
a také Mycobacterium ulcerans projevujici se jako Burulsky vied
(mykobakteriéza projevujici se jako nodularni dtvar postihujici rozsahlé kozni
oblasti) [5]. Onemocnéni podobné TB plsobi M. avium-intracelulare, M. kansasii.
M. leprae je priCinou lepry. Pfitomnost patogena prokazujeme mikroskopicky
barvenim dle Ziehla-Neelsena a fluorescenénim barvenim nebo pak kultivacni
metodou, ktera je vice citliva na zachyt. K nepfimému prikazu slouzi metoda
QuantiFeron® (podrobnéji viz kapitola Diagnostika), kdy test u ockovanych

jedincu je negativni.

Za optimalnich podminek bakterie na vzduchu pfeziva jednu az dvé
hodiny, za slune¢niho svitu a teploty vy3$Si nez 60 °C hynou. Télo bakterie se
sklada z 60 % vody, anorganickych a organickych latek (lipidd, polysacharidd a
proteint). Proteinova c&ast zajiStuje humoralni i celularni obranny systém,
polysacharidy jen humoralni imunitu. PFitomnost mykobakterialnich lipidd snizuje

ucinnost makrofagu v alveolech, protoze jsou pro organismus toxické [1].
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3.3 Patofyziologie

NejCastéji je pacient nakazen pfes dychaci ustroji kapénkovou cestou
od infikované osoby. Mykobakterie se usidli v plicich a pomalu se mnozi, proto

je inkubacni doba velmi dlouha, az Ctyfi tydny [6].

Infekce se rozdéluje na dvé faze, primarni a sekundarni. Primarni faze
znamena prvni setkani pacienta s infekci. Po proniknuti mykobakterie do plic

nastava jeji mnozeni a aktivace bunécné imunity jedince.

Po deseti dnech vznika v plicich tzv. Ghonlv fokus neboli specificky
tuberkulézni fokus kulovitého tvaru o velikosti 1-2 mm. Sklada se z epiteloidnich
bunék a bunék Langhansovych. Epiteloidni buriky jsou shluky makrofagu, které
fagocytuji mykobakterie a které maji pozménénou morfologickou stavbu téla.
Vétsi poCet shlukl makrokrofagll vytvari mnohojaderné Langhansovy buriky [1].
Makrofagy dokazi zabit jen patogeny umisténé intracelularné. K jejich aktivaci
jsou potfebné interferony uvolfiované subsetem TH1 T-lymfocytl. Makrofagy
uvolfiovanim TNF (tumor nekrotizujici faktor) organismu oznamuji, Ze byl

napaden infekci. TNF ma obrovské regulacni a efektorové ucinky [7].

Po vytvofeni fokusu se mykobakterie béhem nékolika hodin dostanou
lymfatickymi cévami do uzlin. V dusledku toho dochazi k jejich zvétSeni
a v kombinaci se zanétem v plicich to oznaCujeme jako primarni tuberkul6zni
komplex. Diky zasahu buné&tné imunity nemocného se az 90 % pfipadul
bez problému zhoji. Dukazem o pfitomnosti infekce je po &tyfech az Sesti tydnech
precitlivélost na tuberkulin. Pokud ale ke zhojeni nedojde, uzlik zesyrovati,
podlehne kazedzni nekréze. Na serdznich blanach, sliznicich Ci jinych organech
se muze objevit tuberkuldézni exudat jako projev produktivni faze zanétu.
Ve slozeni obsahuje nejvice fibrin, makrofagy a lymfocyty. Stejné jako uzlik, tak

i exudat podléha zesyrovaténi Sificimu se na okolni tkané [1].

Obdobi primarni faze byva z velké vétSiny asymptomatické, u déti se
muze objevit horeCka. Makrofagy umi bakterie eliminovat, ale nékdy vzniknou
tzv. spici mykobakterie. U velmi malého procenta pacientd se mulze infekce

rozsifit i do dalSich organu [1, 6].
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Sekundarni neboli postprimarni infekce zaCina v dobé, kdy se
mykobakterie po delSi dobé latence (fada let) znova probudi, popf. pokud dojde
k dalSi exogenni reinfekci. DuleZity je dobry imunitni stav pacienta, aby se
s takovou reakci dokazal vypofadat co nejrychleji. Pokud ale bude obrana
makrofagl nad miru, nezni€i jen patologické buriky ale i bufky télu viastni.
Projevem bude destrukce plicni tkané, eroze malych cév (hemoptoe) i destrukce

jinych dulezitych tkani. Sekundarni faze je typicka pro dospélé jedince [1, 6].

Mezi nejvice se vyskytujici symptomy patfi unava, nechutenstvi, hubnuti,
ztrata fyzického vykonu, horecka, poceni, suchy a poté vihky kasel se sputem.

Tyto pfiznaky vSak ani po Ié¢Ebé antibiotiky neustupuiji [8].
K rizikovym faktorim zvysujicim pravdépodobnost vyskytu TB patfi:

1) VE&k — generalizovana tuberkul6za u déti do 5 let, nad 65 let vliivem poklesu
imunity

2) Pohlavi — zpocatku onemocnéni pfevazuje u Zen, poté ve stfednim véku
u muzu

3) Expozice — profesionalni, familiarni, nahodila

4) latrogenni vlivy — uzivani glukokortikoidu, cytostatik a dalSich latek
snizujici funkci imunity

5) PFidruzené onemocnéni — virové infekce, podvyZiva, onemocnéni jater a
ledvin, poruchy krvetvorby, viedy, diabetes mellitus, alkoholismus, HIV
infekce / AIDS (100-200x vétsi riziko)

6) Osoby s nizkymi socioekonomickymi podminkami (bezdomovci, vézni,

zavisli, lidé bez prace atd.) [1]
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3.4 Epidemiologie

Epidemiologie tuberkulozy se zaznamenava dvé sté az tfi sta let. VétSinou
pfijde epidemicka vina s rychlym navySenim incidence nemocnych a nasledné
klesne. Mezi sledované faktory epidemiologie patfi prevalence, incidence,

recidiva tuberkulézy a rizika infekce [1].

Nemoc je rozSifena po celém svété. Priblizné jedna tfetina svétové
populace je latentné nakazena M. tuberculosis. Onemocnéni vSak mlze byt
symptomatické tak i asymptomatické. PoCet nakazenych jedincl s aktivni TB se
neustale méni, v chudych zemich je to pfedevSim mladez, naopak napf. v USA
jde spisSe o staré lidi, ddvodem je zlepSeni preventivnich opatfeni. V Americe
doslo k velkému nartstu nemocnych v obdobi 90. let, kdy pfibylo lidi infikovanych
HIV, zvySila se migrace cizincu z rizikovych zemi a snizila se compliance
pacientl. Pokud je jiz jedinec nakazen HIV virem, stava se velmi snadnym teréem
pro mykobakterie, u muzl infikovanych HIV virem je riziko propuknuti aktivni TB

jednasedmdesatkrat vétsi, u Zzen az osmdesatkrat [1].

V roce 2015 bylo odhadnuto 10,4 milionu novych pfipadu po celém svétg,
tedy 0 1,4 % méné nez v roce 2014. Vice nez 60 % vSech pripadl tvofilo pouze
Sest zemi: Indie, Cina, Nigérie, Pakistan a Jizni Afrika. V tom samém roce na TB

zemrelo 1,8 milionu lidi, z toho 0,4 milionu byli lidé i s HIV infekci [9].

Globalné v obdobi 2000-2015 klesl pocet infikovanych jedincu a pocet
umrti 0 22 %. Od roku 2010 byl zaznamenan nejvétSi pokles umrtnosti na TB
ve vychodnim Stfedomofi a v evropskych regionech (6,5 % za rok), nejmensi pak

v africkém regionu (2,2 % za rok) [9].

Statistiky Ceské republiky ukazuji mirny pokles nemocnych az v roce 2000
a 2001. Velky vliv na stoupajici poCet nemocnych maji cizinci tvofici 17 %
incidentnich pfipadu, dale bezdomovci, vézni, lidé bez prace atp. V roce 2010
infekce zabila v CR dvacet osm lidi, ztoho polovina z nich uzivala
antituberkulotika [1, 3].
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Vroce 2013 byl vCR zaznamenan vyrazny pokles v porovnani
s predeslym rokem. Do registru TB bylo zaevidovano 502 pfipadu, z toho u 455
jedincti zasahla mykobakterie dychaci systém, u 95 % to byly plice. Ceské Zeny
postihuje patogen predevsim v obdobi stafi, a to od 75 let, u muzu jsou zaznamy
v priméru od 45 let, déti byvaji nakazeny minimalné (v roce 2013 byly hlaseny ffi
pfripady). V porovnani muzl se Zenami se onemocnéni vice vyskytuje u muz(
v poméru 2,1:1. V tom samém roce bylo do registru TB zapsano Ctyficet Ctyfi
pfripadu podlehnuti tuberkul6ze, av§ak Ctyficet jedna jedincu nebylo viibec Ié¢eno
antituberkulotiky [3].
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3.5 Ockovani proti TB

Prvni zaznamy o prevenci TB jsou zroku 1953, kdy se zapocalo
s o¢kovanim novorozencu i dospélych. Od roku 1960 bylo oCkovani povinné
pro novorozence a pfeockovani pro 11leté déti, které byly tuberkulin negativni.
V obdobi od roku 1986 aZ do 1994 se v urgitych krajich CR mohli rodiée sami
rozhodnout, zda své dité naockuji i nikoli. AvSak v dusledku rostouciho poctu
nemocnych se ocCkovani opét stalo povinné. V roce 2009 bylo pfeoCkovani
zruSeno a nasledné i celoploSné povinné ockovani novorozencl s ucinnosti
od 1.11.2010 [10].

V listopadu 2010 byla vydana vyhlaska stanovujici pravidla pro oCkovani
novorozencU. Lékar novorozeneckého oddéleni spole¢né se zakonnymi zastupci
ditéte vyplni vyhlaskou stanoveny dotaznik, na jehoz zakladé se rozhodne, zda

se dité bude ockovat &i nikoli [11].

Mezi nejCastéji pouzivané vakciny patfi BCG vakcina neboli bacil
Calmette — Guérin. Albert Calmette a Camille Guérin byli védci pracujici
v Pasteurové laboratofi a zabyvali se pravé vakcinou proti TB [10]. Panové
béhem 13 let vyzkouSeli dvé sté tficet pasazi bovinniho typu Mycobacteria
na bramborové pudé s glycerinem a zlu€i z hovéziho dobytka. Za jejich snahu a

pili byla vakcina pojmenovana podle jejich jmen [4].

BCG vakcina se ziskava pouze z Mycobacterium bovis prostfednictvim
kravy nakazené tuberkuldzni mastitidou. Zjistilo se, Zze rizné subkmeny maji
razné silny ucinek. Na zakladé zvoleného subkmenu se ur€i koncentrace
tuberkuléznich zarodkl na vakcinu. Pro potfeby lyofilizace a skladovani jsou
soucasti i mrtvé organismy. Mezi nejvice vyuzivané BCG subkmeny patfi
Pasteur-1173 P2, Tokyo-172, Copenhagen-1331 a Glaxo-1077 [4].

Dité se nejcastéji oCkuje ve véku od &tyr dni do Sesti tydni do podkozi
deltového svalu. Potvrzenim o imunizaci ditéte je tvrdy Cerveny pupenec, ktery
se vytvori v misté vpichu po tfech az Ctyfech tydnech od oCkovani. U ditéte se
poté aktivuje bunécna imunita a vytvori se pamétove burky, které zaijisti rychlejsi

odpovéd imunitniho systému po napadeni mykobakterii. Po tfech az Sesti
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mésicich od oCkovani se zkontroluji vysledky kalmetizace vySetfenim mista

vpichu a kontrolou regionalnich uzlin [4, 10].

Vakcinace ma i své negativni stranky. Kvuli zbytkové virulenci zplisobuje
vedlejSi ucinky jako napfiklad osteomyelitidu, artritidu (nejCastéji u déti
oCkovanych v novorozeneckém véku), rozsahlé a vétSi ulcerace, zvétSeni
regionalnich uzlin, keloidni jizvy, podkozni a svalové granulomy, subkutanni
abscesy s fluktuaci. V pfipadé lokalnich vedlejSich ucinkl |écba spociva

v aplikaci Framykoinu® (bacitracin, neomycin) [4, 12-16].

V pfipadé, Ze dana osoba trpi hore€natymi stavy &i jinym onemocnénim,
byla u néj zjiSténa imunodeficience, je IéCen kortikoidy; imunosupresivy a dalSimi
I[éky ovlivAujici imunitu, nebo pokud byla u néj zjisténa hemoblastéza, pak
vakcinace nemuze byt provedena. Dal$i zvlastni kontraindikace k o¢kovani jsou
osoby s pozitivnim tuberkulinovym testem, spalnicky a Cerny kasel (odstup
od nemoci alespon Sesti mésicu), téhotné zeny, pacienti s tendenci ke vzniku
keloidnich jizev, jedinci s generalizovanymi koznimi ekzantémy, symptomaticti

pacienti a asymptomatické HIV pozitivni osoby[4, 12—-16].
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3.6 Diagnostika

V pfipadé, ze mame podezieni na tuberkul6zu, je dulezité, aby byl pacient
peclivé vysetien. Klinicky Iékaf spolu s klinickym mikrobiologem dukladné stanovi
anamnézu, urCi etiologické agens, provedou rentgen plic, biochemické a
hematologické testy. Diagnostika nemocného by se méla vzdy provadét
pred zahajenim antituberkulézni Ié¢by. Dlraz je kladen na spravny odbér vhodné
tkané a na jeji transport v chladicich zafizenich do laboratofe. Jako vhodny
vzorek k testovani se u respiraCnich onemocnéni vyuziva sputum, pfipadné
pleuralni vypotek nebo bronchoalveolarni lavaz. Pfi postizeni urogenitalnich cest
se odebira vzorek moc€i, menstruacni krev nebo ejakulat. Pokud mykobakterie
zasahly oblast GITu, pak k otestovani potfebujeme odebrat Zzaludecni obsah z
laéného Zzaludku. U biologickych materialt, jako je mo¢ a sputum, je potfeba
ziskat vétSi mnozstvi vzorku v nékolika po sobé nasledujicich dnech. Rozborem

krve zjistime stav pacientovy imunity.

Pro mikroskopické vySetfeni se musi preparaty obarvit fluorescencnim
barvivem, popfipadé méné &asto vyuzivanym Ziehl-Neelsenovym barvivem.
Mikroskopie nam detekuje acidorezistentni tyéky b&hem nékolika hodin. Zivé
mykobakterie kultivujeme na tekutych i pevnych pldach, avSak vysledek zjistime

az po delSi dobé, Sesti az deviti tydnech.

K rychlejSim metodam trvajici jen nékolik hodin patfi nejnovejsi
molekularni biologické metody, které se oznaCuji jako Mycobacterium
tuberculosis Direct (MTD) test nebo Polymerase Chain Reaction (PCR).
K identifikaci je potfeba specificky uUsek nukleové kyseliny (NK) bakterie.
Principem je komplementarita hledaného useku NK se specifickym usekem
znaCenym genetickymi sondami. Vhodné je tyto testy doplnit o kultivacni
vySetieni, které nam potvrdi Zivé patogeny a také o histologii, ktera nam ukaze,
zda se u pacienta uz nékdy objevily burfiky a zmény typické pro specificky

granulomatézni zanét.

Aby byla |é¢ba ucinna, musi se také urcit, do jaké miry jsou bakterie

rezistentni a citlivé vicéi antituberkulotikGim.
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K identifikaci onemocnéni se vyuzivaji i nepfimé diagnostické metody.
Velmi u€inné jsou IGRA testy (Interferon Gamma Release Assay), u nichz je
potfeba pacientova krev. Krev se testuje na pfitomnost interferonu gama (IFN-y).
Pozitivita testu nam potvrzuje, Ze specifické lymfocyty se jiz setkaly
s M. tuberculosis. Typickym pfikladem IGRA testu je QuantiFeron®-TB Gold test,
ktery vyuzZiva specifické proteinové antigeny M. tuberculosis. Tyto antigeny
najdeme pouze u M. tuberculosis, M. marianum, M. kansaii a M. szulgai, ale
u M. bovis nikoliv. QuantiFeron®-TB Gold test se pouziva predevsim k identifikaci
latentni formy TB (Ize dokazat i aktivni formu). Nevyhodou je, Ze pokud bude test

negativni, neznamena to, Ze pacient nema TB.

Dalsim moznosti, jak ur€it imunitni stav pacienta je tuberkulinovy test.
Principem je stanoveni pozdni precitlivélosti na proteinovy purifikovany derivat
(PPD) z urcitého kmene M. tuberculosis. Po 72 hodinach se v misté vpichu objevi
kozni indurace a méfi se jeji primér. Jestli je indurace vétsi nez 5 mm, pak je
test pozitivni. Pacienti ockovani BCG vakcinou nebo po napadeni jinym kmenem
mykobakterie mohou byt také tuberkulin pozitivni. Primér indurace je kliCovym
k rozliSeni postinfekéni a postvakcinaéni bunécné imunity. Pacienti s HIV nebo

se snizenou funkci imunity mohou mit tento test negativni [17].
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3.7 Rezistence

Zpocatku byla tuberkul6za povazovana za nevylécitelnou nemoc a
nemocny byl izolovan v sanatoriich. Poté, co byly objeveny latky
s antimykobakterialni aktivitou, se status nemoci zménil na nemoc zvladnutelna
antibiotiky. Po zavedeni monoterapie streptomycinu se v roce 1944 objevila
prvni rezistence. Nastésti byly vyvinuty dalSi latky s antituberkulotickou aktivitou

a zjistilo se, Ze jejich kombinaci se riziko vzniku rezistence snizi [18].

Rezistence bakterii na Ié¢bu muze byt primarni, tj. nemocny nikdy dané
Iéky neuzival, a pfece na né patogeny nereaguji. Problémem je netypicka
struktura bunécné stény mykobakterie, ktera obsahuje mykolové kyseliny velmi
malo propustné pro ostatni latky. Velkou roli hraje i pfitomnost efluxnich
mechanismu, které zabrafuji prinik tetracyklindm, fluorochinolonim a
aminoglykosidim. Ve srovnani s jinymi bakteriemi, kde ziskana rezistence je
zpusobena pomoci genetickych elementu (plazmidy, integrony, transpozony),

u mykobakterie je pfi¢inou mutace chromozomalnich genut [18].

PFi¢inou sekundarni intolerance je u vétSiny pfipadd nedodrzeni
doporuceni a postupu 1é¢by (DOTS, Directly Observed Treatment Short-Course)
jako napfiklad incompliance pacienta, pfed€asné ukoncena lécba, nizka/vysoka
davka |éCiv nebo nekontrolované terapie lékafem [12]. DOTS je doporuceni
WHO, které v péti bodech shrnuje strategie snizeni rizik tuberkulézy. Prvni bod
klade dliraz na viadu a jeji finanéni podporu, v druhém bodé se pozaduje
diagnostika pomoci kvalitni bakteriologie, treti bod se zabyva standardizovanou
[éCbou a dohledem nad pacientem, Ctvrty dostateCnou dodavkou IéCiv a

poslednim pozadavkem je pfipady zaznamenavat.

Stale ale nejvétSi problém tvofi rozvijejici se multirezistence (MDR) a
extenzivni rezistence (XDR). Multirezistence znamena odolnost patogena na dvé
nejdulezitéjSi |éCiva prvni linie (isoniazid a rifampicin), vznika v disledku
nedodrzovani pravidel IéCby. Dle citlivosti se indikuje Ctyr terapie po dobu dvou

meésicl. Pravdépodobnost vylé€eni je u 60—80 % jedincu [6].
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Dle odhadd WHO bylo vroce 2015 na celém svété 480 tisic novych
pfipadii MDR-TB, nejvice v Cing, Indii a Ruské federaci [9]. V Evropé
multirezistenci trpi nejvice Norsko, Svédsko a Holandsko, kde se rezistence
vyskytuje az u 70 % prfipadU, na druhou stranu na jihu Evropy je to jen 15 % [18].
V CR je zaznamenano pfiblizné tficet osob trpicich MDR-TB, vétSinou jsou to
jedinci narozeni mimo Ceské uzemi [1]. MDR-TB se objevuje dvacetkrat az
osmdesatkrat Castéji jako sekundarni rezistence (. u pacientll v minulosti

[éEenych na TB) nez jako primarni rezistence [6, 19].

Extenzivni rezistence (XDR) zahrnuje multirezistenci v kombinaci
s odolnosti na jedno antituberkulotikum druhé volby (amikacin, kapreomycin,
kanamycin) podavanych injekéné a jedno fluorochinolonové antibiotikum. Lé¢ba
XDR-TB je jesté drazsi nez MDR-TB. Uginnost je pfiblizné u 40 % nemocnych
[1]. XDR-TB je vzacna, av8ak ve 117 zemich byl béhem roku 2015 hlasen
minimalné jeden pfipad. Odhaduje se, ze ze vSech MDR-TB pfipadu je pfiblizné
9,5 % XDR-TB [9].

DalSi rezistenci je rifampicin rezistentni tuberkuléza (RR-TB) tzn. odolnost
na rifampicin s nebo bez rezistence k ostatnim antituberkulotikim, detekovana
pomoci fenotypové nebo genotypové metody. Zahrnuje jakoukoli rezistenci
na rifampicin, jak ve formé mono-rezistence, poly-rezistence, MDR nebo XDR.
V roce 2015 bylo odhadnuto 3,9 % novych pfipadi MDR/RR-TB (kombinace RR
a MDR) a 21 % jiz dfive léenych pFipadl. Nejvétsi pocet MDR/RR-TB je v Cing,
Rusku a Indi (45 % globalniho celku) [9].

V roce 2009 Iékafi definovali novy typ rezistence a to nejzavaznéjsi formu,
kdy mykobakterie je rezistentni na veSkera |éCiva zprvni i druhé fady
antituberkulotik. Takovy druh nazvali totalné rezistentni tuberkul6za (TDR-TB
totally drug-resistant TB). TDR-TB byla poprvé zaznamenana u jedinct z iranu,
Iraku a Afghanistanu. Vétsina z nich jiz byla dfive |é€ena antituberkulotiky prvni
fady, poté aplikovali kombinaci amoksiklavu ¢i klarithromycinu s nidrazidem
(15 mg/kg), avSak neuspésné [19, 20]. TDR-TB je vSak neoficialni typ rezistence,
WHO neuznala moznost vyskytu TDR-TB. Nova IéCiva jsou stale ve vyvoji a nelze

o nich tvrdit, Zze jsou vuci totalné rezistentnim formam neucinné [9]. Navic nové
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studie prokazuji, ze MIC bedachilinu na kmeny TDR M. tbc je v rozmezi hodnot
0,125-0,5 mg/l [21].

Lécba rezistentnich forem je obrovskou zatézi pro kontrolu nemocného.
Terapie vynucuje velmi toxicka léCiva, je nakladna a vede k Cetnym vedlejSim
ucinkam. Mezi dal8i nevyhody patfi Sifeni MDR kmend, které zvysuiji riziko vzniku
jinym zavaznym rezistencim. Proto je kladen velky dlraz na nalezeni novych
latek s rychlou sterilizaéni aktivitou pUsobici na latentni i aktivni formy patogena.
Pochopenim mechanismu vzniku rezistence a dodrzovani DOTS by se mohl

tento rostouci problém po celém svété vyresit [22, 23].
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3.8 LécCba

Lécba tuberkuldzy trva pfiblizné Sest az dvanact mésica. Terapie zahrnuje
IéCiva spadajici do skupiny antituberkulotik prvni fady a pozdéji se rozSifila
i odruhou fadu. LéCiva jsou pouzivana predevSim na léCbu tuberkulézy,
nevyhodou je ¢asto vznikajici rezistence. Jejich ucinek je pfevazné baktericidni,
v mensi mife bakteriostaticky. Postup v lé&eni pacienta v CR musi splfiovat
pravidla a doporuceni, které jsou stanovené Zakonem o ochrané vefejného
zdravi a vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi CR. Pfedpokladem uéinnosti je

striktni dodrzovani rezimu DOTS.

Po celé IéCebné obdobi jsou jednorazové podavany kombinace IéCiv
ve dvou fazich. V pfipadé, Ze bychom podavali pouze jednu latku, doSlo by
k eradikaci citlivych mutant a zaroven by se mohly pomnoZit rezistentni
organismy. DUsledkem by byla |é¢ba neucinna, vedouci k rezistenci mikrobialni
populace. Takovy typ rezistence oznacCujeme jako ziskanou neboli sekundarni.

A proto je dulezité, aby se terapie TB sklada z kombinaci antituberkulotik [4].

Inicialni neboli intenzivni ¢ast |éCby trva dva az tfi mésice, kdy pacient
uziva léky jedenkrat denné nebo tfikrat tydné v zavislosti na rozsahu
onemocnéni. Po dobu tfi mésicl je nemocny hospitalizovan na infek&nim
oddéleni, aby se zabranilo rozSifeni infekce na dalSi zdravé jedince. Intenzivni
terapie zniCi vétSinu populace mykobakterii a pacient se stane v ramci svého

okoli neinfekénim [6, 16].

Druha neboli pokracovaci faze probiha jiz ambulantné. Jejim hlavnim
ukolem je znicit zbylé mykobakterie a co nejvice sterilizovat vzniklé tuberkuldzni
léze. Po dobu c&tyf mésici se podavaji dvoukombinace IéCiv isoniazidu a
rifampicinu v jedné denni davce. V pfipadé zvySeného rizika pomnozeni
rezistentnich kmenU se pfidava ethambutol. Za u€elem kvalitni terapie a snizeni

nebezpecCi vzniku rezistence je pacient pod neustalym Iékafskym dohledem [16].

Lécebné doporuceni pro MDR-TB zahrnuje intenzivni osmimési¢ni [éCbu
pyrazinamidem a minimalné Cc¢tyfmi |éCivy z druhé linie. Z druhé fady

antituberkulotik vybirame fluorochinolon (kromé ciprofloxacinu), injekéni
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antibiotikum, jednu latku ze skupiny aminoglykosidu (ne streptomycin), thioamid
(ethioamid nebo prothioamid) a cykloserin nebo teridizon. PokraCovaci faze by
meéla trvat minimalné dvacet mésicu se Ctyfmi u€innymi IéCivy s vysazenim
injekéniho antibiotika na konci osmého mésice, v pfipadé pozitivhi odpovédi
na terapii. Dale byla provedena studie, ktera vyvraci poZzadavek WHO, Ze |é¢ba
by méla byt dlouhodoba. Pacientim trpicim plicni TB byla po dobu deviti mésici
podavana kombinace: gatifloxacin + pyrazinamid + ethambutol + klofazimin.
Soucasti byla i CctyfmésiCni pocatecCni intenzivni terapie skladajici se
z kanamycinu, prothionamidu a vysokymi davkami isoniazidu. Vysledkem bylo

88 % vylécenych jedincl bez relapsu s minimalnimi vedlejSimi acinky [23].

Lidé, u kterych byla zjisténa tuberkuléza, jsou béhem IéCby a dalSich Sest
mésicu po ni, hlaseni ve skupiné aktivni tuberkulézy. Nasledné v urcitych
intervalech probiha kontrola jejich sputa a jinych biologickych vzork(. Pokud je
vSe v poradku, spadaji do skupiny inaktivni tuberkulézy, ve které jsou po dobu tfi
let kontrolovani. Nakonec mohou byt ze sledované skupiny vyfazeni, ale to plati
jen tehdy, kdyz se u nich neobjevi zadné rizikové znaky typické pro TB. Existuji
vSak i pfipady, kdy si Iékaf neni jisty zdravotnim stavem pacienta a zaradi ho
do tzv. rizikové skupiny. V takové skupiné jsou nemocni sledovani jednou ro¢né

nasledujicich pét let, popfipadé i déle [6, 16].
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3.8.1 LécCiva prvni linie

ISONIAZID
H
0 N\NH2 Derivat kyseliny isonikotinové s antituberkul6znimi ucinky
_ spadajici do prvni linie léciv. Spektrum udacinnosti zahrnuje
- | Mycobacterium tuberculosis, M. bovis a M. kansasii, na které ma
N

baktericidni uc€inek. Bakteriostaticky plUsobi pouze na pomalu
rostouci mykobakterie. Isoniazid je velmi specificky, na jiné bakterialni infekce
nepusobi. Je proléCivem, k aktivaci potfebuje mykobakteridlni enzym
katalasu/peroxidasu (KatG). Aktivované IéCivo se kovalentné navaze na NAD+ a
poté inhibuje NADH-dependentni enoyl-ACP reduktasu. Mechanismus ucinku
tedy spociva v blokadé syntézy mykolovych kyselin, jakozZto hlavnich komponent
bakterialni bunécné stény. Dale naruSuje metabolismus mykobakterialniho
vitaminu Bs. Isoniazid vytvofi s vitaminem komplex, ktery se z mikroorganismu

rychle vylouci [24, 25]

Isoniazid se podava peroralné, jidlo ale ovliviuje absorpci a sniZuje
biologickou dostupnost. Doporu¢ena denni davka je 300 mg, maximalné 1 g/den.
Distribu¢ni objev tvofi 0,57-0,76 I/kg, prochazi placentou a vyluCuje se

do matefského mléka. Také se distribuuje do mozkomisniho moku [4].

Na bilkoviny krevni plazmy se vaze minimalné. PoloCas rozpadu je
v rozmezi od jedné do Sesti hodin (pomali/rychli acetylatofi). Po Ctyfiadvaceti
hodinach se vylou€i mocCi ztéla ven. Metabolizace se odehrava v jatrech
acetylaci, kdy N-acetyl transferasa acetyluje isoniazid na N-acetylisoniazid,
nasledné je biotransformovan na dva produkty, isonikotinovou kyselinu a
monoacetylhydrazin. Do jaké miry acetylace probéhne, zalezi na genetice
kazdého jedince [24, 25].

Mezi nezadouci ucinky patfi vyrazka, abnormalni hodnoty jaternich testu
v dusledku zvySeni transaminas a z toho i plynouci hepatitida. Interferenci

s vitaminem Bs (zvySeni exkrece, inhibice pyridoxinfosfokinasy) mize zpusobit
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kieCe a periferni neuropatii. Proto je dllezité, aby pacient doplfhoval vitamin Bs
[24, 26, 27].

Spolu s lékem neni vhodné uzivat alkohol, snizuje se ucinek isoniazidu a
zvysSuje se riziko hepatotoxicity. Z potravin je vhodné omezit syry, slana jidla,
cokoladu, fazole, pivo a Cervené vino, protoZe obsahuji tyramin a histamin. Tyto
latky jsou metabolizovany enzymem monoaminooxidasou, jejiz ¢innost isoniazid
inhibuje. K projevum téchto interakci fadime buseni srdce, poceni, zrudnuti
obliCeje, zimnice, bolest hlavy, svédéni [28]. Naopak zadouci je suplementace

vitaminem Be, B12, hof¢ikem a kyselinou listovou [6].

NejcastéjSim podnétem rezistence isoniazidu je mutace v genu katG
(nutny k aktivaci isoniazidu). V mensSi mife to mohou byt i mutace promotorové
Casti genu inhA, ktery je nezbytny k prodluzovani fetézci mastnych kysen
pfi tvorbé mykolové kyseliny. Studie prokazaly, Ze pfi zvySeni davek na 10—

15 mg/kg za den, Ize nepfiznivym mutacim pfedchazet [25].

PYRAZINAMID

O
N U e , i -
N NH2 Dalsi I1éCivo z prvni linie antituberkulotik je prolécivo
| _ amid pyrazinové kyseliny. Ke svému ucinku potfebuje
N mirné kyselém pH, pfi neuralnim pH neucinkuje. PUsobi

baktericidné jen na mykobakterie. Nepouziva se na Iécbu bovinniho typu
mykobakterii [4, 24, 29].

K pfeméné proléciva je potfebny bakterialni enzym pyrazinamidasa, ktery
hydrolyzuje amidovou skupinu na pyrazinovém kruhu za vzniku kyseliny
pyrazinové. Kyselina brani bakterialnimu enzymu, synthase mastnych kyselin,
tvofit nové mastné kyseliny dulezité pro rast a rozmnozovani bakterie. Dale bylo
prokazano, ze se kyselina vaze na ribozomalni protein S1 (RpsA) a inhibuje tak

trans-translaci [24, 29].

Pyrazinamid se dobre vstiebava z gastrointestinalniho traktu (GIT), Siroce

se distribuuje po celém téle. Béhem téhotenstvi neni zcela kontraindikovan.
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V malém mnozstvi se vyluCuje do mléka. Metabolizace probiha v jatrech pomoci
xanthinoxidasy, pfi soucCasné l|écbé dny alopurinolem dochazi ke zvysSeni
hyperurikémie. VyluCuje se ledvinami jako pyrazinova kyselina a moci pak

odchazi z téla pry€. Denni davku tvofi 25 mg/kg latky, vétSinou 2 g.

Z negativnich uC€inkGl je nejvice zavazna hepatotoxicita zavisejici
na velikosti davky a délce podavani. Dale muze zpUsobit nechutenstvi, zvraceni,
nevolnost, malatnost a horeCku, dysurii, hyperurikémii, artralgii, kozni vyrazky a
poruchy srazlivosti. Pacienti s diabetem mellitus by méli byt peclivé sledovani,
protoze pyrazinamid muaze ovliviiovat vysledky pfi testovani ketond moci [4, 24,
29].

RIFAMPICIN

Sirokospektré semisyntetické

N\N/ﬁ ansamycinové antibiotikum produkované

H

NH
Poes
oY, ° NN Streptomyces mediterranei. Pusobi predevs§im
na gram-pozitivni, ale i gram-negativni organismy baktericidnim G&inkem. Casto
na néj vznika rezistence, proto se pouziva pfedevSim v kombinaci s jinymi
ucinnymi latkami. Mechanismus ucinku spociva v inhibici DNA-dependentni RNA
polymerasy u citlivych bunék, na sav¢i buriky enzym nepusobi. Inhibici enzymu

se potlaCi syntéza bakterialni RNA a dojde k bunécné smrti [6, 24, 30].

Rifampicin se aplikuje peroralné nebo intravenézné, dobfe se vstfebava
do v8ech tkani a tekutin. Podava se 10 mg/kg denné nebo tfikrat tydné, denni
davka v8ak nesmi prekrocCit 600 mg [4]. Potrava mulze snizovat ucinnost.
Metabolizace probiha v jatrech. Vylu€uje se pfedevsim zluci, moc€i odchazi méné
nez 30 %. AZ 89 % se vaze na bilkoviny krevni plazmy. Polo¢as eliminace je cca
tfi hodiny [24, 30].

Antibiotikum je relativné dobre tolerované 1é€ivo, drazdi odi, kizi, sliznice,
muze zpusobit nevolnost, zvraceni, unavu a abnormalni funkci jater. Télni

tekutiny barvi do oranzovo-Cervené barvy. U nékterych pacientl se jako vedlejsi
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ucinek maze objevit onemocnéni podobné chfipce. Hepatotoxicita je mensi nez
u isoniazidu. Dals§im méné castym negativnim GOCinkem muze byt

pseudomembrandzni kolitida [6, 24, 30].

Kombinace rifampicinu s nékterymi lIéky neni vhodna, dochazi k snizeni
jejich uc€inku v dusledku indukce metabolickych enzym( cytochromu P nebo
P-glykoproteinu. Mezi nevhodné léky patfi napfiklad peroralni antikoncepce,
blokatory  vapenatych  kanald, digoxin, vastatiny. V  kombinaci
s antikoagulanciemi snizuje hypoprotrombinovou antikoagulacni aktivitu [4].
Béhem IéCby neni vhodna konzumace alkoholu, ktery potencuje hepatotoxicitu
rifampicinu [24, 30]. Rifampicin se také vyuzZiva klécbé lepry a dalSich

stafylokokovych infekci [6].

ETHAMBUTOL

(2S,2’'S)-2,2'-[ethan-1,2diylbis(azanediyl)]bis(butan-1-ol)

OH

H . 0 Vs 7y v
N /\/N Ethambutol je chemoterapeutické |éCivo
H patfici K prvni linii antituberkulotik.

HO Na mykobakterie pusobi bakteriostaticky, ale
v kombinaci s dalSimi [éCivy zvySuje jejich cidni ucinek. Zabranuje pfenosu
mykolové kyseliny do bunééné stény tuberkulézni buriky. V dusledku toho muze
dojit i kinhibici syntézy spermidinu v mykobakteriich. Mechanismus ucinku
spocCiva v potlaCeni polymerace arabin6zy na arabinan blokaci arabinosyl
transferasy v bunécné sténé. Vysledkem je inhibice rastu bunky a zvySena

permeabilita bunécné stény [6, 24, 31].

Dobre se distribuuje vSemi tkanémi a tekutinami, nejvyssi koncentrace se
nachazeji v erytrocytech, slinach, ledvinach a v plicich. Po peroralnim podani
potrava nijak neovliviiuje absorpci |éCiva. B&éhem c¢tyfiadvaceti hodin 50 %
nezménéné latky odchazi mocCi nebo stolici, zbytek se pfeméni na metabolity.

Denni davka je 15-20 mg/kg podavana peroralné [4, 24, 31].
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Ve své struktufe obsahuje dvé chiralni centra. Tvofi tfi stereocisomerni
formy, enantiomery (+)-(S,S)-, (-)-(R,R)-ethambutol a opticky inaktivni

diastereomer.
Pro klinické ucely se dfive pouzival jako racemat, ale z divodu zavaznych
negativnich ucinkd byl zménén na pravotocivy isomer (+)—ethambutol [32].

Vv s

ucinkem je retrobulbarni neuritida. DalSi pozorované negace jsou vyrazka,
svédéni, gastrointestinalni obtiZe, nevolnost, bolest hlavy, zavraté, halucinace,

dezorientace, bolest kloubu a hyperurikémie [6, 24, 31].
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3.8.2 Léciva druhé linie

STREPTOMYCIN a dal&i aminoglykosidy

NH,
H2N/g

| Stretomycin byl objeven v roce 1943 Selmanem

o HO N H2 Waksmanem, Za objev mu byla v roce 1952 udélena

o Nobelova cena. Streptomycin je prvni latka, ktera byla

"o j;z- indikovana na lé¢bu tuberkuldzy. Ziskava se
ze Streptomyces griseus. PUsobi baktericidné proti

extracelularné umisténym mykobakteriim [1].

Mechanismus uc€inku spociva ve vazbé na ribozomalni podjednotku 30S
bakterie, ¢imZz znemozZni spravnou proteosyntézu bilkovin. Ke spravné funkci
potfebuje bazické pH, pfi nizkych hodnotach pH pronikani do bakterie omezené,
coz muze vysveétlovat jeho neucinnost pfi monoterapii. Streptomycin spolu
s dalSimi aminoglykosidy nedokazi vniknout do sav¢i buriky, a proto ani nepusobi
na intracelularni bakterie. Pouzivaji se predevSim v indukéni fazi na rychle se

mnozici mykobakterie, na spici formy neplsobi [33, 34].

Aminoglykosidy (kanamycin, amikacin) a kapreomycin se podavaji pouze
v injekéni formé intramuskularné (velmi malo i.v.), z GIT se nevstfebavaji. Malé
mnozstvi latky vylu€uje organismus potem, mlékem, slinami, ale nejvétsi Casti se

zbavuje prostifednictvim glomerulld v ledvinach [24].

Denné se aplikuje 15 mg/kg i.m., vétSinou 1 g za den, u jedincu starSiho

véku je davka o 0,25 mg/den nizSi [4].

Mezi negativni uCinky patfi nefrotoxicita a ototoxicita. V porovnani
s ostatnimi aminoglykosidy je streptomycin nejméné nefrotoxicky, protoze
obsahuje malé mnozstvi kationtovych aminoskupin. Za ototoxicitu je zodpovédné
hromadéni v endolymfé a perilymfé vnitfniho ucha. S vestibularnimi potizemi
muzou souviset i dalsi vedlejSi ucinky jako napfiklad zavraté, nevolnost, ztrata
rovnovahy, zvraceni. Stejné jako u jinych antibiotik mizeme pozorovat vyrazku,
kopfivku a horecCku [24, 34].
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Rezistence u jednotlivych struktur nejsou stejné, kazdy se vaze na jiné
misto v ribozomalni podjednotce, a proto vznikaji i rozdilné ribozomalni mutace.
Odolnost na streptomycin se nejvice vyskytuje v oblastech, kde je velmi
vyuzivany i na IéCbu jinych bakterialnich onemocnéni. Pokud je dany kmen
mykobakterie vUici streptomycinu rezistentni, aplikuje se amikacin nebo drazsi

kapreomycin [34].

Mezi streptomycinem, kanamycinem, amikacinem a kapreomycinem je

zkfizena rezistence [1].

H,N
N= >:o

OH OH OH H2N—< /
HZNji\(O,,,' C‘:[Oh“ é[OH HN M 0
NH HN
0 0
HO” Y HoN' NH, Yy~ ~OH %NH HN
HO/ \NH2 HN
KANAMYCIN

KAPREOMYCIN

2

ﬁNH o) OH
HoN OH HO  NH,

AMIKACIN

KYSELINA para-AMINOSALICYLOVA, PAS

OH
O

H2N OH Chemoterapeutikum, které bylo dfive podavané

do kombinace proti vzniku rezistence na isoniazid
a streptomycin [4]. Mechanismus uclinku se neustale studuje, ale s nejvétsi
pravdépodobnosti spocCiva v inhibici syntézy kyseliny listoveé, a nebo v zastaveni

syntézy mykobaktinu, jakozto slozky bunécné stény, a tim se redukuje zpétné
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vychytavani zeleza. Kombinovana l|éCba s PAS c¢asto vedla k Zalude¢nim
obtiZzim, proto byla pozdéji nahrazena lépe tolerovanym ethambutolem [24, 35-
36].

Lidsky organismus se PAS zbavuje glomerularni filtraci a tubularni
sekreci. Mezi nepfiznivé ucinky fadime nechutenstvi, prijem, nevolnost,
zvraceni, hypothyerézu (zvlasté¢ v kombinaci s ethionamidem), hepatitidu,
alergickou horecku, poruchy krvetvorby atd. Opatrné podavani u pacientd

s alergii na aspirin [36].

FLUOROCHINOLONY

o N~ V O O
HO | N N

0O O
MOXIFLOXACIN

GATIFLOXACIN
LEVOFLOXACIN

Do této skupiny patfi levofloxacin, moxifloxacin a gatifloxacin. K terapii
tuberkulozy byly pfitazeny v roce 1985 jako rezervni lé&iva. Uginek je baktericidni
se schopnosti proniknout ve velké koncentraci do vnitfniho bunééného prostredi,
to plati i u makrofagu. Nejlepsi aktivitu proti mykobakteriim vykazuji moxifloxacin
a gatifloxacin. Mechanismus uc€inku spociva v inhibici bakterialni DNA gyrasy
i topoizomerasy I, ktera vede k degradaci chromozomu. Po peroralnim podani
se rychleji vstiebavaji do organismu, kdy po jedné az tfech hodinach dosahuji
v plazmé maximalni koncentraci. Latky jsou z nejvétsi ¢asti vyluCovany ledvinami

tubularni sekreci a glomerularni filtraci [37].

Z nezadoucich projevu muzeme zaznamenat nevolnost, zvraceni, fihani,
nechutenstvi, bolest bficha, prijem, bolest hlavy, kozni vyrazka, zanét Slach
a ruptura Achillovy Slachy, prodlouzeni QT intervalu. Od ostatnich IéCiv a potravin
obsahujicich vapnik, hofCik, hlinik, zinek a zelezo by mél byt odstup alespon dvé
hodiny [37].
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D-CYKLOSERIN

O

HN NH,

0O Po chemické strance je strukturné analogicky

s aminokyselinou D-alaninem a s tim souvisi i jeho aktivita.
Zpusobuje deaktivaci enzym( D-alanin-D-alanin-synthetasy. Zpusobuje
deaktivaci enzym( D-alanin-D-alanin-synthetasy, alanin racemasy a alanin
permeasy, které jsou dulezité pro tvorbu peptidoglykanu, slozky bunécéné stény.
Velmi snadno se vstiebava po oralnim podani. Ledvinami se v nezménéné formé
vylu€uje az 70 % latky. V kombinaci s neurotoxickymi |éky (isoniazid, ethionamid
atd.) zaznamenavame neurologické a psychiatrické nezadouci uc€inky. Soucasné

dodavani pyridoxinu snizuje neurotoxické potize [37].

U pacientll uzivajicich vice nez 500 mg denné je nutné sledovani
plazmatické koncentrace. Siroce se distribuuje do télesnych tekutin véetné

mozkomisniho moku [35].

ETHIONAMID, PROTHIONAMID

S NH, S~ _NH;
AN l S
| 7
N

Latky patfici do skupiny thioamidd. Maiji velmi podobnou strukturu, témér
stejny mechanismus Uucinku (inhibice syntézy esencialni kyseliny mykolové)
i farmakokinetiku [37]. Podavaji se peroralné jedenkrat denné (maximalné
1 g/den). Metabolizace probiha v jatrech za vzniku sedmi metabolitl, nékteré
jsou biologicky aktivni. Jedinci s onemocnénim jater musi plazmatické hladiny
thionamidd neustale kontrolovat. Pfi soufasné konzumaci ethionamidu
s nadmérnym mnozstvim alkoholu dochazi k psychotickym reakcim. Opatrné i

u kombinaci s antiretrovirotiky a hepatotoxickymi léky [35].
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THIACETAZON

Thiacetazon (TCA), bakteriostatické |é€ivo pouzivané v chudych zemich
ve fixni kombinaci sisoniazidem. Jeho vyuziti je omezené z duvodu nizké
uCinnosti a toxicité. U HIV-pozitivnich pacientl zpUsobuje vazné kozni problémy
jako  napfiklad  Stevens-Johnson syndrom. Mechanismus pusobeni
proti mykobakteriim byl dlouhou dobu studovan. Nakonec bylo zjisténo, ze TAC
je prolécivo, které aktivuje mykobakterialni monooxidasa EthA. TAC neinhibuje
aktivitu FAS-Il (synthasa mastnych kyselin), ale nejspiSe pusobi v pozdéjSim
kroku. Jakmile jsou Fetézce mastnych kyselin prodlouzeny pomoci FASII,
meromykolaty (mastné kyseliny obsahujici pfes 50 uhlikovych atomu)
v pfitomnosti TAC / SRI-224 selzou. Vysledky naznaluji, Ze tyto léky méni
biosyntézu kyseliny mykolové inhibici cyklopropanace meromylatového fetézce
[35, 38, 39].

KLOFAZIMIN

Cl

Pavodné syntetizovan na léCbu TB, ale nasledné vyuzivan predevsim
k 1éCbé lepry. Jeho ucinek neni uplné znamy, ale nejspiSe ovliviuje
mykobakterialni DNA a brani jeji transkripci. Spole¢né s antibakterialnimi ucinky

ma i protizanétlivy ucinek [35].
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AMOXICILIN

o}
rN/S Antibiotikum  podavané ve  vysokych
koncentracich spolu s kyselinou klavulanovou
0" "OH e snizeni aktivity beta-laktamas produkovanych

mykobakteriemi. Jsou vyuzivany jen v ojedinélych pfipadech [35].

LINEZOLID, SUTEZOLID

o Y s Y

A 1A
F NJ(O o) F NJ(O o)
\\Q—N?ﬂ; \\Q—NH
LéCivo patfici k nové nasyntetizovanym latkdm s antimykobakterialni
aktivitou ze skupiny oxazolidinonl. Pouziva se na Ié¢bu MDR-TB. Nezadouci je
nebezpecna toxicitu pfi dlouhodobém uzivani. Po peroralni nebo intravendzni
aplikaci je biologické dostupnost 100 %. Linezolid ovliviiuje enzymy
monoaminooxidasu A i B, a proto se nesmi uzivat spolu s SSRI a TCA.
Metabolizace se uskuteCnuje v jatrech, oxidaci, za vzniku dvou neaktivnich
metabolitl, které jsou vylu¢ovany moci. U pacientd s cytopénii se musi uzivat

s velkou opatrnosti, protoZze mize vyvolat reverzibilni myelosupresi [35].

Od ostatnich antituberkulotik se 1iSi schopnosti blokovat cast
23S podjednotky 50S ribozomu (centrum peptidyl transferasové aktivity) a branit
tak syntéze dulezitych proteinl. Negativné ovliviiuje krvetvorbu, tlumi Cinnost
kostni dfené a zpUsobuje neuropatii. Pokud snizime denni davku z 1200 mg

na 600 mg, omezime negativni uCinky a zaroven se zachova jeho ucinnost [40].

Sutezolid je sirnym isosterem linezolidu a je bezpecnejsi, prozatim ve fazi

klinického testovani [41].
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3.8.3 Nova antituberkulotika

Véda se snazi o objeveni novych I|éCiv, které budou mit novy
mechanismus u€inku, dobrou snasenlivost, pfiznivou farmakokinetiku
s biologickou dostupnosti a Zzadné nebo velmi nizké interakce s ostatnimi |€Civy.
Dulezitym atributem je jejich aplikace na rezistentni formy nemoci a také moznost
kombinace s léky na HIV infekci. Nova antituberkulotika jsou sloucCeniny z jiz

znamych skupin, ale i uplné nové struktury s novym typem ucinku.

Z nitroimidazooxazolovych chemoterapeutik sem patfi delamanid
a pretomanid (PA-824) dfive indikované k terapii anaerobnich a parazitarnich
infekci. Jsou to proléciva, pfeménu do aktivni formy zpusobuji mykobakterialni
enzymy. V anaerobnim prostfedi produkuji NO, ktery ma toxicky efekt
na cytochrom C oxidasu, za aerobnich podminek inhibuji syntézu kyseliny
mykolové. Na rozdil od isoniazidu neovliviuji a-mykoloveé kyseliny. Nezadouci je
riziko prodluzovani QT intervalu. Naopak vyhodné ovliviuji replikujici
i nereplikujici se bakterie. DalSi latkou ze stejné skupiny je TBA-354, jejiz
vlastnosti jsou prozatim v klinickém testovani. Delamanid byl Evropskou Iékovou
agenturou (EMA), japonskym Ministerstvem zdravotnictvi a socialni péce a prace
povolen k |écbé MDR-TB [42, 43].

o)
NN

NO

Lo

TBA-354

Bedachilin, diarylchinolinové chemoterapeutikum, blokuje ATP synthasu

a tim dojde k poklesu hladiny ATP uvnitf buriky. Uginkuje na spici i replikujici se
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mykobakterie. FDA a EMA schvalila bedachilin ke kombinovanému rezimu plicni
MDR-TB. Testovani prokazalo vysokou in vitro aktivitu proti izolatim
M. tuberculosis citlivym a rezistentnim na doposud pouzivana léCiva. Vyhodna je
jeho selektivita k mykobakterialni ATP synthase (> 20000) v porovnani
s eukaryotickou ATP synthasou v mitochondriich. Bedachilin je metabolizovan
cytochromem P450 3A (CYP3A), sou¢asné kombinace s induktory &i inhibitory
tohoto enzymu mohou zpUsobit nezadouci Iékové interakce [43]. Bezpecnost
bedachilinu se doposud studuje, obavy se vztahuji k jeho schopnosti prodluZovat
QT interval [40, 44, 45].

Bedachilin

Analog ethambutolu jen s jinym mechanismem uc€inku je ethylendiamin
SQ109. Pouziva se na kmeny odolné vici ethambutolu. SQ109 dokaze inhibovat
shromazdovani mykolové kyseliny do bunécné stény mykobakterie. V kombinaci
s antituberkulotiky prvni a druhé linie nebyly zaznamenany zadné interakce.
Naopak se zjistilo, Ze bedachilin a SQ109 vykazuji synergicky efekt. Bedachilin
snadnéji pronikne pres bunécnou sténu po aplikaci SQ109, ktery ji oslabi.
Synergicky ucinek vykazuje i s isoniazidem a rifampicinem. Jeho uplatnéni se
prozatim klinicky testuje, ale predpoklada se jeho vyuziti pfi IéCbé recidivujicich

TB, z dvodu mizivé schopnosti mutace [41].

H
)\/\)\/\H/\/NE

SQ109

Q203 je stale v procesu testovani. Jeho cilem je QcrB podjednotka

cytochromu BC1 komplexu mykobakterie. Pfi testovani in vivo i in vitro prokazalo
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vysokou aktivitu proti intracelularné lokalizovanym mykobakterii, v€etné MDR-TB
a XDR-TB. Q203 patfi k bezpe€nym IéCivim se schopnosti zvySovat baktericidni

efekt s minimalni patologii. Prozatim nebyly nalezeny zadné Iékové interakce

[41].
OCF,

NH

0]

CI/N\

XN

Q203

Studie objevila novy, atraktivni rezim, ktery zvysi ucinnost |éCby proti
citivym kmentm a MDR-TB. Obsahuje IéCiva: pretomanid (PA-824), moxifloxacin
a pyrazinamid. Vyhoda rezimu spociva ve zkraceni doby terapie z puvodnich

osmnacti a vice mésicl na devét az dvanact mésicl [40, 46].

o
F \GVO\CL /’\>7N02

(0]
Pretomanid - PA824
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie, pristroje, metody

Nové pfipravené latky byly syntetizovany v laboratofich na katedre
Farmaceutické chemie a kontrole I1éCiv (KFCHKL) Farmaceutické fakulty v Hradci

Kralové.

Veskeré reagencie a chemikalie pochazeji od spole¢nosti Sigma-Aldrich
(Schnelldorf, Némecko), pokud neni uvedeno jinak a byly pouZity v dodané
kvalité. Vychozi latky (5-alkylpyrazin-2-karboxylové kyseliny) byly obdrzeny

z laboratore Dr. Zitka na katedife Farmaceutické chemie a kontroly I&Civ.

Pro kontrolu pribéhu reakci a Cistoty produktl jsem vyuzivala TLC
chromatografii. TLC desky Silica 60 F254 byly zakoupeny u spolecnosti Merck

(Darmstadt, Némecko).

Chromatografie konecénych sloucenin byla provadéna
na automatizovaném chromatografu CombiFlash Rf (Teledyne Isco, Lincoln, NE,
USA), s pouzitim kolony naplnéné silikagelem Kieselgel 60, 0,040 do 0,063 mm
(Merck, Darmstadt, Némecko). Slou€eniny byly detekovany za pouziti UV-VIS

detektoru pfi vinové délce pfi 280 nm.

"H-NMR a "3C-NMR spektra byla méfena na spektrometru Varian VNMR
S500 (Varian, Palo Alto, CA, USA) pii frekvenci 500 MHz pro 'H a 125 MHz pro
13C. Spektra byla zaznamenavana v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-ds)
nebo deuterovaném chloroformu (CDCl3) pfi laboratorni teploté. Chemické
posuny & (ppm) jsou nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu (TMS) pfes referencni
signaly rozpoustédla (DMSO-ds 2,50 ppm v "H spektru a 39,70 ppm v '3C spektru;
CDCl3 7,26 ppm v 'H spektru a 77,0 v '3C spektru).

InfraCervena spektra byla zaznamenana pomoci spektrofotometru Nicolet
Impact 400 (Nicolet, Madison, WI, USA) za pouziti metody ATR (zeslabeny vnitini

odraz) na germaniovém krystalu.
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Elementarni analyza u novych slou€enin byla provedena na analyzatoru
Micro Cube Element Analyzer (Elementar Analysensysteme, GmbH, Hanau,

Némecko).

Teploty tani byly stanoveny v oteviené kapilafe pomoci bodotavku Stuart
SMP30 (Bibby Scientific Limited, Staffordshire, Velka Britanie) a nejsou

korigovany.

VytéZky reakci jsou uvedeny v procentech a wuvadi mnozstvi

chromatograficky €istého produktu po v8ech Cisticich krocich.

Pro vypoc€et hodnot log P a Clog P jsem pouZila program CS
ChemBioDraw Ultra verze 12.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).

Chemické vzorce byly rovnéz tvofeny v programu CS ChemBioDraw Ultra
verze 12.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).
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4.2 Vychozi latky - 5-alkylpyrazin-2-karboxyloveé kyseliny

Pfiprava vychozich latek vychazi z mechanismu Minisciho reakce neboli
radikalové alkylace, kdy dochazi k radikalové substituci na aromatické jadro
(popf. na heterocykl), které ma elektronovy deficit. Je to vykonna metoda
pro syntézu alkyl-aryl skupin. Reakce byla popsana vroce 1971 panem
F. Minisci. Typickym pfikladem je alkylace mezi pyridinem a pivalovou kyselinou
za vzniku 2-terc-butylpyridinu v pfitomnosti AgNO3, H>SO4 a peroxodisiranu
amonneého (schéma 1). Sou€asné probiha acylace zbytku kyseliny s aromatem
za vzniku vedlejSiho produktu. Nevyhoda spociva v nizkém vytézku v dasledku
potfeby naroénych oxidaénich podminek. ReSenim muiiZe byt pouZziti radikalovych

prekurzorll jako napf. trifluoroborité soli, ZnS, peroxidd, H3BOs, a—ketokyselin,

jodidu atd. [47, 48].
| X t-BuCOOH, AgNO3 O
:
N FeSOu (NHYz8:05,70C Z N -Bu

N

Schéma 1: Reakce pyridinu s pivalovou kyselinou

Mechanismem reakce je vznik volného radikalu oxidativni
dekarboxylaci karboxylové kyseliny v pfitomnosti stfibrné soli a oxidacniho
Cinidla. Oxidacni Cinidlo reoxiduje stfibrnou sul a radikal alkyluje aromatické jadro
do pfislusné polohy (schéma 2). Podobnou reakci je Friedel-Craftsova alkylace,

ale s jinou reaktivitou a selektivitou [48, 49].

Hac%- - - [\ Hy
. 03%_(0"' HyC O CHs
CH
o e S — e Y o
HC O \n/L CHs

-
N~ CH,

o}

Schéma 2: Mechanismus Minisciho reakce
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Jako vychozi latky pro tuto DP byly pouZzity 5-alkylpyrazin-2-karboxylove
kyseliny s rizné dlouhym alkylovym fetézcem dfive pfipravené v naSi laboratofi.
Tyto kyseliny byly pfipraveny radikalovou alkylaci komeréné dostupného
pyrazin—2—karbonitrilu (Sigma-Aldrich) a naslednou bazicky katalyzovanou
hydrolyzou na odpovidajici kyselinu (schéma 3). Reakéni podminky a zplUsob

provedeni alkylace jsou podrobné popsany v ¢lanku Kucerové a spol. [49].

N._ _CN AgNO, AN
| [ + Ak-COOH /[ P
— -CO, AK
N
Ak= n-butyl...n-heptyl

Schéma 3: Obecné reakéni schéma alkylace pyrazin-2-karbonitrilu

V druhé reakci je 5-alkylpyrazin-2-karbonitrii hydrolyzovan vodnym
roztokem NaOH a nasledné okyselen HCI za vzniku 5-alkylpyrazin-2-karboxylové

kyseliny (schéma 4).

1. NaOH (
2Ha COOH

Oyt T gy

Schéma 4: Obecné reakéni schéma pfipravy vychozich latek
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4.3 Pfiprava produktu: derivaty 5-alkyl-N-fenylpyrazin-2-

karboxamidu

Reakce mezi karboxylovou kyselinou a aminem probiha za normalnich
podminek obtizné, proto se do reakcni smési pfidava CDI (karbonyldiimidazol)
tzv. couplingové Ccinidlo, které aktivuje karboxylovou kyselinu (hydroxyl se
pfevede na dobfe odstupujici skupinu) a dojde k acylaci aminoskupiny
(schéma 5). CDI usnadnuje vznik amidové vazby. Mechanismus reakce se ¢asto

vyuziva pfi syntéze proteinu [50].

Q
C
NN, SN =N
RCOOH + NN RC-N_J * €O HN
'4\N c?{ H,N-R ('c)f R N
— + TR — '
N/ 2 R” \H/ + HN\%

Schéma 5: Princip couplingové reakce po aktivaci CDI [51]

Priprava produkt probihala reakci derivatu pyrazinkarboxylové kyseliny
s prFislusné substituovanym anilinem v pfitomnosti CDI za vzniku amidové vazby
mezi dvéma aromaty (schéma 6). Aromaticky kruh kyseliny je v poloze 5
substituovan rizné dlouhymi alkylovymi fetézci. Z derivatd anilinu jsme pouZili
slou€eniny se substituenty Cl, CF3 a OH umisténych v polohach 2, 3, a 4
na benzenovém jadfe. Finalni produkty se [iSi substituenty v poloze 5

pyrazinového kruhu a jednotlivymi substituenty na benzenovém kruhu.
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4.3.1 Obecny (typicky) postup pfipravy 5-alkyl-N-fenylpyrazin-2-

karboxamidt

Vychozi latka, tj. pfislusna 5-alkylpyrazin-2-karboxylova kyselina (1 mmol)
byla v bance s kulatym dnem smichana s 1,1'-karbonyldiimidazolem (CDI)
(305mg, 1,9 mmol, 1,9 ekv.) a dimethylsulfoxidem (DMSO) (1 ml). Barika
s reagujicimi latkami se pfikryla folii a nechala se 15-20 minut za stalého michani
probihat reakce. V bance bylo vidét a slySet Suméni bublinek v duasledku
uvolfiovani CO2 po rozpadu karboxylu. Po odeznéni Suméni byl pfidan pfislusny
anilin (1 mmol, 1 ekv.). Poté se smés michala po dobu asi 12 hodin za laboratorni
teploty. Prabéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC analyzy s mobilni fazi

tvofenou smési hexanu a ethylacetatu (EtOAc) v poméru 2:1.

V dal8im kroku byl obsah bariky zfedén pfiblizné 10 ml destilované vody,
¢imz doslo k vysrazeni pevného podilu. Smés byla poté vytfepavana do EtOAc
(3%x20 ml). Spojené organické podily byly vysuSeny nad bezvodym siranem
sodnym. K roztoku bylo pfidano malé mnozstvi mofského pisku a jedna Cajova
IZiCka silikagelu. Pfebytec¢ny EtOAc byl odpafen za snizeného tlaku na rotacni
vakuové odparce. ReakEéni smés adsorbovana na silikagel byla podrobena
separaci pomoci flash chromatografu CombiFlash® Rf. Mobilni fazi tvofil hexan
a EtOAc, monitorovaci vinova délka 260 nm, detekéni vinova délka 280 nm,
prutokova rychlost mobilni faze 35 ml/min. Gradientova eluce byla v rozmezi 0—
20 % EtOAc v hexanu. Na zakladé zaznamu z flash chromatografu byly vybrany
zkumavky s produktem a poté byla provedena kontrola Cistoty latek TLC
chromatografii. Obsahy danych zkumavek byly slity do varné banky
a rozpoustédla byla odpafena na rotacni vakuové odparce. V pfipadé barevného
znecCisténi produktu byl produkt v malé barice prevrstven malym mnozstvim
hexanu a byl vloZzen prouzek filtraniho papiru, ktery necistotu absorboval.
Finalni produkty byly podrobeny standardni charakterizaci. Obecny princip

pfipravy je znazornéno na schématu 6.
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N COOH HN__sR ¢py SN
_— = =

Ak= n-butyl,... n-heptyl

R= H, 4-CHj, 2-Cl, 3-CF3, 4-OH

Schéma 6: Obecné reakéni schéma pfipravy kone¢nych produktd
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4.4 Noveé pripravené sloucCeniny

MH1 — N-fenyl-5-heptylpyrazin-2-karboxamid

Sumarni vzorec: C1gH23N30

Molekulova hmotnost: 297,39

Log P: 3,87

CLog P: 5,13748

Teplota tani: 106,9-107,7 °C

Teoreticky vytéZek reakce: 297,4 mg

Prakticky vytézek reakce: 174,3 mg (59 %)

Elementarni analyza:
Vypocteno: C 72,20 %, H 7,80 %, N 14,13 %
Nalezeno: C 72,75 %, H 7,83 %, N 14,08 %

H NMR (500 MHz, CDCls) 5 9.64 (bs, 1H, CONH), 9.40 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H3),
8.42 (d, J= 1.5 Hz, 1H, H6), 7.80-7.73 (m, 2H, H2", H6"), 7.43-7.35 (m, 2H, H3",
H5), 7.20-7.13 (m, 1H, H4"), 2.92 (t, J = 7.8 Hz, 2H, CH2), 1.84-1.75 (m, 2H,
CHy), 1.45-1.23 (m, 8H, CHy), 0.89 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CHs).

3C NMR (126 MHz, CDCIs) & 161.3, 161.0, 143.7, 141.8, 137.4, 129.1, 124.6,
119.7, 35.7, 31.7, 29.3, 29.2, 29.0, 22.6, 14.0.

IC (ATR-Ge, cm™"): 3346 (v(NH), amid), 2957, 2933, 2850 (v(CH), alkyl), 1670
(v(C=0), amid), 1522, 1443, 1155, 1035, 752, 691, 676
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MH2 — N-fenyl-5-hexylpyrazin-2-karboxamid

Sumarni vzorec: C17H21N30

Molekulova hmotnost: 283,37 mg

Log P: 3,45

CLog P: 4,60848

Teplota tani: 118,6—120,0 °C

Teoreticky vytéZek reakce: 238,38 mg

Prakticky vytéZek reakce: 165 mg (58 %)

Elementarni analyza:
Vypocteno: C 72,06 %, H 7,47 %, N 14,83 %
Nalezeno: C 72,32 %, H 7,45 %, N 14,85 %

H NMR (500 MHz, CDCls) 5 9.64 (bs, 1H, CONH), 9.40 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3),
8.43 (d, J= 1.5 Hz, 1H, H6), 7.80~7.73 (m, 2H, H2", HB"), 7.44-7.37 (m, 2H, H3",
H5), 7.20-7.15 (m, 1H, H4"), 2.92 (t, J = 7.9 Hz, 2H, CH.), 1.84-1.75 (m, 2H,
CHy), 1.45-1.27 (m, 6H, CH2), 0.90 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHs).

3C NMR (126 MHz, CDCIs) & 161.3, 161.0, 143.7, 141.8, 137.4, 129.1, 124.6,
119.7, 35.7, 31.5, 29.3, 28.9, 22.5, 14.0.

IC (ATR-Ge, cm™"): 3344 (v(NH), amid), 2948, 2932, 2854 (v(CH), alkyl), 1670
(v(C=0), amid), 1523, 1443, 1157, 1036, 752, 691, 677
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MH4 - 5-hexyl-N-[3-(trifluormethyl)fenyl]pyrazin-2-karboxamid

CF;

Sumarni vzorec: C1gH20F3N30
Molekulova hmotnost: 351,37

Log P: 4,37

CLog P: 5,5467

Teplota tani: 64,0-64,9 °C

Teoreticky vytéZek reakce: 351,16 mg
Prakticky vytézek reakce: 156 mg (44 %)

Elementarni analyza: neni k dispozici, Cistota bude dodate¢né hodnocena
pomoci HPLC-MS & HRMS

H NMR (500 MHz, CDCls) 5 9.77 (bs, 1H, CONH), 9.40 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3),
8.43 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6), 8.06 (bs, 1H, H2"), 7.97 (dd, J = 2.1, 8.2 Hz, 1H.
H4), 7.51 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H5), 7.42 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H6"), 2.93 (t, J = 7.7
Hz, 2H, CH2), 1.85-1.75 (m, 2H, CHy), 1.44—1.27 (m, 6H, CH>), 0.90 (t, J = 6.8
Hz, 3H, CHa).

13C NMR (126 MHz, CDCls) 5 161.8, 161.3, 143.8, 141.9, 141.3, 137.9, 131.56
(g, J = 32.5 Hz), 129.7, 123.8 (q, J = 272.3 Hz), 121.11 (q, J = 3.9 Hz), 116.46
(g, J = 3.9 Hz), 35.7, 31.5, 29.2, 28.9, 22.5, 14.0.

IC (ATR-Ge, cm™): 3349 (v(NH), amid), 2931, 2856 (v(CH), alkyl), 1689 (v(C=0),
amid), 1544, 1450, 1337, 1322, 1166, 1122, 1070, 1032, 902, 799, 698, 661
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MHS5 — 5-hexyl-N-(2-chlorfenyl)pyrazin-2-karboxamid

Sumarni vzorec: C17H20CIN3O

Molekulova hmotnost: 317,81

Log P: 4,01

ClLog P: 4,50304

Teplota tani: 84,3-84,5 °C

Teoreticky vytéZek reakce: 317,13 mg

Prakticky vytéZek reakce: 180 mg (57 %)

Elementarni analyza:
Vypocteno: C 64,25 %, H 6,34 %, N 13,22 %
Nalezeno: C 64,66 %, H 6,39 %, N 13,01 %

H NMR (500 MHz, CDCls) 8 10.33 (bs, 1H, CONH), 9.39 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3),
8.63 (dd, J = 1.5, 8.3 Hz, 1H, H6"), 8.48 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H6), 7.43 (dd, J = 1.5,
8.0 Hz, 1H, H3"), 7.37-7.32 (m, 1H, H5°), 7.12— 7.07 (m, 1H, H4"), 2.93 (t, J =
7.7 Hz, 2H, CHy), 1.84-1.76 (m, 2H, CHa), 1.44-1.27 (m, 6H, CHz), 0.90 (t, J =
7.1 Hz, 3H, CHa).

3C NMR (126 MHz, CDCls) & 161.5, 161.2, 143.7, 142.1, 141.8, 134.4, 129.2,
127.8,124.9, 123.4, 121.1, 35.7, 31.5, 29.2, 28.9, 22.5, 14.0.

IC (ATR-Ge, cm™"): 3338 (v(NH), amid), 2952, 2931, 2854 (v(CH), alkyl), 1693
(v(C=0), amid), 1594, 1536, 1442, 1307, 1032, 754, 676
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MH7 — 5-hexyl-N-(4-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxymid

OH
8 T
N
X7 ON
\/\/\)I i
~
6 N

Sumarni vzorec: C17H21N302
Molekulova hmotnost: 299,37
Log P: 3,06
CLog P: 3,94148
Teplota tani: 141,0-141,5 °C
Teoreticky vytéZek reakce: 149,70 mg (vychazelo se z 0,5 mmol vychozi kys.)
Prakticky vytéZek reakce: 75 mg (50 %)
Elementarni analyza:
Vypocteno: C 68,20 %, H 7,07 %, N 14,04 %
Nalezeno: C 68,43 %, H 7,13 %, N 13,91 %

H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 10.40 (s, 1H, CONH), 9.31 (bs, 1H, OH), 9.15
(d, J = 1.4 Hz, 1H, H3), 8.66 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6), 7.68-7.61 (m, 2H, AA', BB',
H2', H6'), 6.78-6.70 (m, 2H, AA', BB', H3', H5'), 2.88 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH>),
1.76-1.66 (m, 2H, CHa), 1.34—1.22 (m, 6H, CH2, 0.85 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHa).

13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) 5 161.3, 160.5, 154.2, 143.1, 143.0, 142.6, 130.0,
122.3,115.2, 34.8, 31.2, 28.7, 28.4, 22.1, 14 1.

IC (ATR-Ge, cm""): 3369, 3336 (v(NH), amid), 2958, 2927, 2852 (v(CH), alkyl),
1657 (v(C=0), amid), 1520, 1448, 1251, 1030, 834, 684
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MHS8 — 5-butyl-N-fenylpyrazin-2-karboxamid

. Q)
N

N
\/\/[/
4 N

Iz

Sumarni vzorec: C15H17N30

Molekulova hmotnost: 255,31

Log P: 2,61

CLog P: 3,55048

Teplota tani: 120,5-120,9 °C

Teoreticky vytéZek reakce: 255,14 mg

Prakticky vytézek reakce: 58,8 mg (23 %)

Elementarni analyza:
Vypocéteno: C 70,56 %, H 6,71 %, N 16,46 %
Nalezeno: C 70,55 %, H 6,74 %, N 16,30 %

H NMR (500 MHz, CDCls) & 9.64 (s, 1H, CONH), 9.40 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3),
8.43 (d, J= 1.4 Hz, 1H, H6), 7.80-7.73 (m, 2H, H2’, HB"), 7.44-7.36 (m, 2H, H3",
H5), 7.21-7.14 (m, 1H, H4"), 2.93 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH2), 1.84-1.74 (m, 2H,
CHy), 1.49-1.37 (m, 2H, CHy), 0.98 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHs).

3C NMR (126 MHz, CDCls) & 161.3, 161.0, 143.7, 141.8, 137.4, 129.1, 124.6,
119.7, 35.4, 31.4, 22.4, 13.8.

IC (ATR-Ge, cm""): 3339 (V(NH), amid), 2964, 2948, 2935, 2868 (v(CH), alkyl),
1673 (v(C=0), amid), 1521, 1442, 1159, 1036, 752, 691, 677
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MH9 - 5-butyl-N-(p-tolyl)pyrazin-2-karboxamid

Sumarni vzorec: C16H19N30

Molekulova hmotnost: 269,35

Log P: 3,1

CLog P: 4,04948

Teplota tani: 126,9-127,1 °C

Teoreticky vytéZek reakce: 269,35 mg

Prakticky vytéZek reakce: 60 mg (22 %)

Elementarni analyza:
Vypocteno: C 71,35 %, H 7,11 %, N 15,60 %
Nalezeno: C 71,56 %, H 7,15 %, N 15,55 %

H NMR (500 MHz, CDCls) 5 9.58 (bs, 1H, CONH), 9.39 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3),
8.42 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6), 7.68-7.61 (m, 2H, AA', BB', H2', H6'), 7.23-7.17 (m,
2H, AA', BB', H3', H5'), 2.93 (t, J = 7.7 Hz, 2H, CH>), 2.36 (s, 3H, Ar-CHs), 1.83—
1.73 (m, 2H, CHy), 1.48-1.37 (m, 2H, CH2), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHs).

3C NMR (126 MHz, CDCIs) & 161.1, 160.9, 143.6, 141.9, 141.8, 134.8, 134.3,
129.6, 119.7, 35.4, 31.4, 22.4, 20.9, 13.8.

IC (ATR-Ge, cm™"): 3346 (v(NH), amid), 2954, 2931, 2871 (v(CH), alkyl), 1670
(v(C=0), amid), 1518, 1320, 1030, 819, 674
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MH10 — 5-butyl-N-[3-(trifluormethyl)fenyl]pyrazin-2-karboxamid

CF;

Iz

N
\/\/[/
4 N

Sumarni vzorec: C1H16F3N30
Molekulova hmotnost: 323,31

Log P: 3,54

ClLog P: 4,4887

Teplota tani: 67,9-68,3 °C

Teoreticky vytéZek reakce: 323,12 mg
Prakticky vytéZek reakce: 65 mg (20 %)

Elementarni analyza: neni k dispozici, Cistota bude dodate¢né hodnocena
pomoci HPLC-MS ¢i HRMS

H NMR (500 MHz, CDCls) 5 9.77 (bs, 1H, CONH), 9.40 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3),
8.44 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6), 8.06 (bs, 1H, H2’), 8.00-7.94 (m, 1H, H4"), 7.51 (t,
J=8.0Hz, 1H, H5"), 7.42 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H6"), 2.94 (t, J = 7.7 Hz, 2H, CH>),
1.84—1.74 (m, 2H, CHa), 1.49-1.37 (m, 2H, CHy), 0.98 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHs).

13C NMR (126 MHz, CDCls) & 161.8, 161.3, 143.8, 141.9, 141.3, 137.9, 131.55
(g, J = 32.6 Hz), 129.7, 123.79 (t, J = 274.6 Hz), 121.11 (g, J = 3.9 Hz), 116.45
(q, J = 4.0 Hz), 35.4, 31.3, 22.4, 13.8.

IC (ATR-Ge, cm™"): 3360 (v(NH), amid), 2958, 2929, 2872 (v(CH), alkyl), 1688
(v(C=0), amid), 1539, 1448, 1338, 1321, 1167, 1122, 1071, 1033, 901, 790, 697,
660
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MH11 — 5-butyl-N-(2-chlorfenyl)pyrazin-2-karboxamid

Sumarni vzorec: C15H16CIN3O

Molekulova hmotnost: 289,76

Log P: 3,17

CLog P: 3,44504

Teplota tani: 74,2-74,8 °C

Teoreticky vytéZek reakce: 289,76 mg

Prakticky vytéZek reakce: 53 mg (18 %)

Elementarni analyza:
Vypocteno: C 62,18 %, H 5,57 %, N 14,50 %
Nalezeno: C 61,95 %, H 5,37 %, N 14,10 %

1H NMR (500 MHz, CDCls) & 10.33 (bs, 1H, CONH), 9.40 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6),
8.63 (dd, J = 1.6, 8.3 Hz, 1H, H6"), 8.49 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3), 7.44 (dd, J = 1.5,
8.1 Hz, 1H, H3"), 7.38-7.32 (m, 1H, H5°), 7.14— 7.07 (m, 1H, H4"), 2.94 (t, J =
7.7 Hz, 2H, CHa), 1.84-1.75 (m, 2H, CHa), 1.49-1.38 (m, 2H, CHz), 0.98 (t, J =
7.4 Hz, 3H, CHa).

3C NMR (126 MHz, CDCIs) & 161.6, 161.2, 143.7, 142.2, 141.8, 134.4, 129.2,
127.8,124.9, 123.4, 121.2, 35.4, 31.4, 22.4, 13.8.

IC (ATR-Ge, cm™"): 3336 (v(NH), amid), 2963, 2932, 2872 (v(CH), alkyl), 1693
(v(C=0), amid), 1593, 1533, 1442, 1306, 1032, 755, 677
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MH12 - 5-heptyl-N-(p-tolyl)pyrazin-2-karboxamid

Sumarni vzorec: C1gH25N30
Molekulova hmotnost: 311,42
Log P: 4,35
CLog P: 5,63648
Teplota tani: 120,5-121,3 °C
Teoreticky vytéZzek reakce: 622,86 mg (vychazelo se ze 2 mmol vychozi kys.)
Prakticky vytézek reakce: 82,2 mg (13 %)
Elementarni analyza:
Vypocteno: C 73,28 %, H 8,09 %, N 13,49 %
Nalezeno: C 60,22 %, H 6,66 %, N 10,80 % (pozn. nedostatecna Sistota)

H NMR (500 MHz, CDCls) 5 9.59 (bs, 1H, CONH), 9.40 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H3),
8.42 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6), 7.68-7.61 (m, 2H, AA', BB', H2', H6'), 7.22—7.18 (m,
2H, AA', BB', H3', H5'), 2.92 (t, J = 7.7 Hz, 2H, CH>), 2.36 (s, 3H, Ar-CHs), 1.85—
1.75 (m, 2H, CHy), 1.46-1.21 (m, 8H, CH2), 0.89 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CHs).

3C NMR (126 MHz, CDCIs) & 161.2, 160.9, 143.7, 141.9, 141.8, 134.9, 134.3,
129.6, 119.7, 35.7, 31.7, 29.3, 29.2, 29.0, 22.6, 20.9, 14.0.

IC (ATR-Ge, cm™): 3344 (v(NH), amid), 2930, 2851 (v(CH), alkyl), 1670 (v(C=0),
amid), 1522, 1156, 1035, 813, 680
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MH13 — 5-heptyl-N-[3-(trifluormethyl)fenyl]pyrazin-2-karboxamid

CF;
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S
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Sumarni vzorec: C1gH22F3N30

Molekulova hmotnost: 365,39

Log P: 4,79

CLog P: 6,0757

Teplota tani: 59,1-60,1 °C

Teoreticky vytéZzek reakce: 730,34 mg (vychazelo se ze 2 mmol vychozi kys.)
Prakticky vytézek reakce: 64 mg (9 %)

Elementarni analyza: neni k dispozici, Cistota bude dodate¢né hodnocena
pomoci HPLC-MS ¢i HRMS

H NMR (500 MHz, CDCls) 5 9.77 (bs, 1H, CONH), 9.40 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3),
8.43 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6), 8.06 (bs, 1H, H2"), 7.97 (dd, J = 2.0, 8.3 Hz, 1H,
H4), 7.51 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H5), 7.42 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H6"), 2.93 (t, J = 7.8
Hz, 2H, CH2), 1.84—1.75 (m, 2H, CHy), 1.44—1.22 (m, 8H, CH>), 0.89 (t, J = 6.9
Hz, 3H, CHa).

13C NMR (126 MHz, CDCls) & 161.8, 161.3, 143.8, 141.9, 141.3, 137.9, 131.55
(g, J = 32.4 Hz), 129.7, 123.80 (q, J = 272.9 Hz), 121.11 (q, J = 3.8 Hz), 116.45
(q, J = 4.0 Hz), 35.7, 31.7, 29.3, 29.2, 29.0, 22.6, 14.0.

IC (ATR-Ge, cm™): 3357 (v(NH), amid), 2930, 2858 (v(CH), alkyl), 1688 (v(C=0),
amid), 1541, 1449, 1337, 1322, 1163, 1122, 1072, 1033, 903, 791, 698, 660
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MH14 — 5-heptyl-N-(2-chlorfenyl)pyrazin-2-karboxamid

/\/\/\)I &
N
7
Sumarni vzorec: C1gH22CIN3O
Molekulova hmotnost: 331,84
Log P: 4,42
CLog P: 5,03204
Teplota tani: 86,9-87,8 °C
Teoreticky vytéZek reakce: 662,3 mg (vychazelo se ze 2 mmol vychozi kys.)
Prakticky vytéZek reakce: 36 mg (5 %)
Elementarni analyza:
Vypocteno: C 65,15 %, H 6,68 %, N 12,66 %
Nalezeno: C 58,01 %, H 5,81 %, N 11,24 % (pozn. nedostate&na Sistota)

H NMR (500 MHz, CDCls) 8 10.34 (bs, 1H, CONH), 9.40 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3),
8.64 (dd, J = 1.6, 8.3 Hz, 1H, H6"), 8.49 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6), 7.44 (dd, J = 1.5,
8.0 Hz, 1H, H3"), 7.38-7.33 (m, 1H, H5°), 7.13— 7.08 (m, 1H, H4"), 2.94 (t, J =
7.7 Hz, 2H, CHa), 1.85-1.76 (m, 2H, CHa), 1.45-1.22 (m, 8H, CHz), 0.89 (t, J =
6.9 Hz, 3H, CHa).

3C NMR (126 MHz, CDCIs) & 161.6, 161.2, 143.7, 142.2, 141.8, 134.4, 129.2,
127.8,124.9, 123.4, 121.2, 35.8, 31.7, 29.3, 29.2, 29.0, 22.6, 14.0.

IC (ATR-Ge, cm™"): 3336 (v(NH), amid), 2953, 2930, 2854 (v(CH), alkyl), 1693
(v(C=0), amid), 1594, 1533, 1442, 1307, 1032, 755, 678
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MH15 — 5-heptyl-N-(4-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamid
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Sumarni vzorec: C1gH23N302
Molekulova hmotnost: 313,39
Log P: 3,48
CLog P: 4,47048
Teplota tani: 139,5-140,1 °C
Teoreticky vytéZek reakce: 626,8 mg (vychazelo se ze 2 mmol vychozi kys.)
Prakticky vytéZek reakce: 132,1 mg (21 %)
Elementarni analyza:
Vypocteno: C 68,98 %, H 7,40 %, N 13,41 %
Nalezeno: C 69,55 %, H 7,36 %, N 13,51 %

H NMR (500 MHz, CDCls) & 9.56 (s, 1H, CONH), 9.38 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3),
8.43 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H5), 7.60-7.53 (m, 2H, AA', BB', H2', H6'), 6.90—6.83 (m,
2H, AA', BB', H3', H5'), 6.38 (bs, 1H, OH), 2.92 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CHy), 1.83—
1.73 (m, 2H, CHy), 1.43-1.23 (m, 8H, CH2), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CHs).

3C NMR (126 MHz, CDCIs) & 161.2, 161.0, 153.3, 143.5, 142.0, 141.9, 130.0,
122.0, 115.9, 35.6, 31.7, 29.3, 29.2, 29.0, 22.6, 14.0.

IC (ATR-Ge, cm™"): 3367, 3335 (v(NH), amid), 2928, 2852 (v(CH), alkyl), 1658
(v(C=0), amid), 1521, 1447, 1252, 1029, 835, 687
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MH16 — 5-butyl-N-(4-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamid

R
\/\/[ “
4 N

Sumarni vzorec: C15H17N302

OH
O

Iz

Molekulova hmotnost: 271,31

Log P: 2,22

CLog P: 2,88348

Teplota tani: 154,1-155,5 °C

Teoreticky vytéZek reakce: 271,32 mg

Prakticky vytézek reakce: 85,0 mg (31 %)

Elementarni analyza:
Vypocteno: C 66,40 %, H 6,32 %, N 15,49 %
Nalezeno: C 66,71 %, H 6,27 %, N 15,54 %

H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 10.40 (s, 1H, CONH), 9.31 (s, 1H, OH), 9.15 (d,
J=1.4Hz, 1H, H3), 8.65 (d, J = 1.4 Hz, 1H, HB), 7.69-7.61 (m, 2H, AA', BB', H2',
H6'"), 6.79-6.71 (m, 2H, AA', BB', H3', H5'), 2.88 (t, J = 7.7 Hz, 2H, CHy), 1.75—
1.65 (M, 2H, CHy), 1.39-1.27 (m, 2H, CH2), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHs).

13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) 5 161.3, 160.5, 154.2, 143.1, 143.0, 142.6, 130.0,
122.3, 115.2, 34.5, 30.9, 21.9, 13.9.

IC (ATR-Ge, cm™"): 3337 (v(NH), amid), 2957, 2932, 2871 (v(CH), alkyl), 1661
(v(C=0), amid), 1520, 1440, 1250, 1227, 1036, 829, 675
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MH17 — N-(2-chlorfenyl)-5-pentylpyrazin-2-karboxamid

Cl
10
N
N N
/\/\)I i
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N

5

Sumarni vzorec: C16H13CIN3O
Molekulova hmotnost: 303,79
Log P: 3,59
CLog P: 3,97404
Teplota tani: 80,1-80,2 °C
Teoreticky vytéZek reakce: 303,79 mg
Prakticky vytéZek reakce: 51,0 mg (16 %) - opakovana flash chromatografie
Elementarni analyza:
Vypocteno: C 63,26 %, H 5,97 %, N 13,83 %
Nalezeno: C 63,88 %, H 6,05 %, N 13,54 %

H NMR (500 MHz, CDCls) 5 10.33 (s, 1H, CONH), 9.39 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H3),
8.64 (dd, J = 1.5, 8.2 Hz, 1H, H6"), 8.48 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H6), 7.43 (dd, J = 1.5,
8.0 Hz, 1H, H3"), 7.38-7.32 (m, 1H, H5°), 7.13— 7.07 (m, 1H, H4"), 2.93 (t, J =
7.7 Hz, 2H, CHa), 1.86-1.76 (m, 2H, CHa), 1.43-1.34 (m, 4H, CH2), 0.92 (t, J =
6.9 Hz, 3H, CHa).

3C NMR (126 MHz, CDCIs) & 161.5, 161.2, 143.7, 142.1, 141.8, 134.4, 129.2,
127.8,124.9, 123.4, 121.1, 35.7, 31.4, 28.9, 22.4, 13.9.

IC (ATR-Ge, cm™"): 3336 (v(NH), amid), 2963, 2933, 2857 (v(CH), alkyl), 1693
(v(C=0), amid), 1593, 1527, 1442, 1308, 1032, 755, 677
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MH18 — N-(4-hydroxyfenyl)-5-pentylpyrazin-2-karboxamid

OH
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N N
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5

Sumarni vzorec: C16H19N302

Molekulova hmotnost: 285,35

Log P: 2,46

ClLog P: 3,41248

Teplota tani: 136,5-136,7 °C

Teoreticky vytéZek reakce: 285,35 mg

Prakticky vytéZek reakce: 91,5 mg (32 %)

Elementarni analyza:
Vypocéteno: C 67,35 %, H 6,71 %, N 14,73 %
Nalezeno: C 67,79 %, H 6,67 %, N 14,62 %

H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 10.39 (s, 1H, CONH), 9.29 (s, 1H, OH), 9.15 (d,
J=1.5Hz, 1H, H3), 8.65 (d, J = 1.4 Hz, 1H, HB), 7.67-7.62 (m, 2H, AA', BB', H2',
H6' ), 6.77-6.72 (m, 2H, AA", BB', H3', H5'), 2.87 (t, J = 7.7 Hz, 2H, CHy), 1.76—
1.67 (M, 2H, CH2), 1.36-1.24 (m, 4H, CH2), 0.85 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHs).

3C NMR (126 MHz, DMSO-d6) 5 161.3, 160.5, 154.2, 143.1, 143.0, 142.5, 130.0,
122.3,115.2, 34.7, 31.0, 28.4, 22.0, 14.0.
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JZ186 - 5-pentyl-N-fenylpyrazin-2-karboxamid

S =

5
Sumarni vzorec: C16H19N30

Iz

Molekulova hmotnost: 269,34

Log P: 3,03

CLog P: 4,07948

Teplota tani: 112,7-113,5 °C

Teoreticky vytéZek reakce: 269,3 mg

Prakticky vytéZek reakce: 189 mg (70 %)

Elementarni analyza:
Vypocéteno: C 71,35 %, H 7,11 %, N 15,60 %
Nalezeno: C 71,84 %, H 7,07 %, N 15,75 %

H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 10.61 (s, 1H, CONH), 9.18 (d, J = 1.4 Hz, 1H,
H3), 8.68 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6), 7.92—7.84 (m, 2H, H2’, H6"), 7.39-7.30 (m, 2H,
H3". H5°), 7.16=7.07 (m, 1H, H4"), 2.89 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH>), 1.77-1.67 (m,
2H, CHy), 1.37—-1.24 (m, 4H, CHy), 0.85 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHa).

13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) 5 161.9, 160.7, 143.3, 142.8, 142.6, 138.4, 128.8,
124.2, 120.6, 34.7, 31.0, 28.4, 22.0, 14.0.

IC (ATR-Ge, cm™"): 3346 (v(NH), amid), 2961, 2932, 2871 (v(CH), alkyl), 1673
(v(C=0), amid), 1532, 1445, 1030, 753, 691, 671
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JZ189 - 5-pentyl-N-(p-tolyl)pyrazin-2-karboxamid

CH
N
N N
/\/\)I H
~
N

Sumarni vzorec: C417H21N30

5

Molekulova hmotnost: 283,37

Log P: 3,52

CLogP: 4,57848

Teplota tani: 115,5-117,7 °C

Teoreticky vytéZek reakce: 283,4 mg

Prakticky vytéZek reakce: 194 mg (68 %)

Elementarni analyza:
Vypocteno: C 72,06 %, H 7,47 %, N 14,83 %
Nalezeno: C 72,31 %, H 7,66 %, N 14,94 %

H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 10.54 (s, 1H, CONH), 9.17 (d, J = 1.4 Hz, 1H,
H3), 8.68 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6), 7.79-7.73 (m, 2H, AA', BB', H2', H6'), 7.19—
7.13 (m, 2H, AA', BB', H3', H5'), 2.89 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH2), 2.28 (s, 3H, Ar-
CH3), 1.78-1.68 (m, 2H, CH>), 1.38—1.24 (m, 4H, CHy), 0.86 (t, J = 6.8 Hz, 3H,
CHsa).

13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) 5 161.7, 160.6, 143.2, 142.9, 142.6, 135.9, 133.3,
129.2, 120.6, 34.7, 31.0, 28.4, 22.0, 20.7, 14.0.

IC (ATR-Ge, cm™"): 3343 (v(NH), amid), 2960, 2931, 2854 (v(CH), alkyl), 1667
(v(C=0), amid), 1515, 1317, 1157, 1034, 813, 677
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JZ190 - 5-pentyl-N-[3-(trifluormethyl)fenyl]pyrazine-2-karboxamid

CF3

pd
Y
Ir=z

Sumarni vzorec: C17H1gF3N30
Molekulova hmotnost: 337,34

Log P: 3,95

CLog P: 5,0177

Teplota tani: 70,1-70,9 °C

Teoreticky vytéZek reakce: 337,3 mg
Prakticky vytéZek reakce: 68 mg (20 %)

Elementarni analyza: neni k dispozici, Cistota bude dodate¢né hodnocena
pomoci HPLC-MS ¢i HRMS

H NMR (500 MHz, CDCls) 8 9.77 (s, 1H, CONH), 9.40 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H3),
8.43 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H6), 8.06 (bs, 1H, H2"), 7.97 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H4"),
7.51(t, J=7.9 Hz, 1H, H5'), 7.42 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H6"), 2.93 (t, J = 7.6 Hz, 2H,
CHy), 1.86—1.76 (m, 2H, CHz), 1.43—1.33 (m, 4H, CHy), 0.92 (t, J = 6.9 Hz, 3H,
CHa).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 5 161.8, 161.3, 143.8, 141.9, 141.3, 137.9, 131.55
(q, J = 32.6 Hz), 129.7, 123.79 (q, J = 272.7 Hz), 121.10 (q, J = 3.8 Hz), 116.45
(q, J=4.0 Hz), 35.7, 31.4, 28.9, 22.4, 13.9.

IC (ATR-Ge, cm™"): 3348 (v(NH), amid), 2955, 2930, 2861 (v(CH), alkyl), 1688
(v(C=0), amid), 1545, 1450, 1337, 1322, 1166, 1122, 1070, 1032, 900, 791, 698,
660
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4.5 Vysledky biologického hodnoceni

4.5.1 Antimykobakterialni aktivita

VSech 19 latek bylo testovano in vitro na ucinnost proti Mycobacterium
tuberculosis H37Rv CNCTC My 331/88 (ATCC 27294), Mycobacterium kansasii
CNCTC My 235/80 (ATCC 12478), Mycobacterium avium ssp. avium CNCTC
My 80/72 (ATCC 15769), a Mycobacterium smegmatis CCM 4622 (ATCC 607).
Kmeny M. tuberculosis, M. kansasii a M. avium byly ziskany z Ceské narodni
sbirky typovych kultur (CNCTC), Praha. Kmen M. smegmatis byl zakoupen
z Ceské sbirky mikroorganismlG pfi Pfirodovédecké fakulté Masarykovy

univerzity, Brno (CCM).

Antimykobakterialni aktivita (kromé aktivity na M. smegmetis) byla
testovana ve Fakultni nemocnici v Hradci kralové. Rustové médium tvofil bujon
Middlebrook 7H9 s rastovym dopliikem AODC (albumin, kyselina olejova,
dextrosa a katalasa), dodané firmou Sigma-Aldich. Médium mélo deklarovanou
hodnotu pH 6,6. K pozitivni kontrole inhibice rlistu byl pouzit isoniazid, negativni
kontrolu rustu mykobakterii poskytla Zivna puda s DMSO (dimethylsulfoxid).
Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO a nafedény dvojkovym fedénim.
Koncentrace zkousenych latek v jamkach mikrotitracni desticky byly 100 — 50 —
12,5 — 6,25 — 3,13 — 1,56 uyg.ml". Vysledna koncentrace DMSO v jamkach
neprekroCila 1 % (v/v) a neovliviiovala rust mykobaktérii. Po uplynuti doby péti
dnu byl pfidan roztok Almar Blue. Nasledné byly odecteny vysledky a stanovena
MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) v ug.ml-'. MIC je definovana jako vizualné

v v,

zbarveni na rizové.

Aktivita na M. smegmatis byla zkoumana PharmDr. Ondfejem
Jandourkem, Ph.D. v laboratofich Katedry farmaceutické chemie a kontroly IéCiv
Farmaceutické fakulty. Testované latky byly rozpustény v DMSO a naredény
dvojkovym fedénim. Koncentrace zkouSenych latek v jamkach mikrotitracni
desti¢ky byly 500 - 250 - 125 - 62,5 - 31,25 - 15,625 - 7,81 a 3,91 ug.ml'. Jako
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standardy se pouzily ciprofloxacin a rifampicin, jejichz koncentrace se byly 12,5 -
6,25 - 3,125 - 1,56 - 0,78 - 0,39 - 0,195 a 0,098 pg.ml-'. Vysledna koncentrace
DMSO v jamkach nepfekrocila 2,5 % (v/v) a neovliviiovala rist M. smegmatis.
Mikrotitracni destiCky byly utésnény folii z polyesterenu, poté byly staticky
inkubovany bez pfistupu svétla pfi teploté 37 °C. Po uplynuti 48 hodin se pfidal
roztok Alamar blue s polysorbatem 80 (Sigma-Aldrich, Steiheim, Némecko).
Nasledné byly odecteny vysledky azaznamenana MIC (minimalni inhibicni

v v

koncentrace testované latky, ktera zbranila zméné modrého zbarveni na rizové.

Tabulka €. 1: Antimykobakterialni aktivita in vitro novych latek vuci M. tuberculosis H37Rv

vyjadiena jako MIC (ug.ml™)

H 4- CHs 3-CF3 2-Cl 4-OH
butyl 25 25 12,5 100 100
pentyl 25 6,25 3,13 >100 6,25
hexyl 6,25 n.t. 12,5 12,5 6,25
heptyl 6,25 25 6,25 6,25 3,13
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Tabulka ¢. 2: Antimykobakteridlni aktivita novych latek vyjadiena MIC (ug.ml") v porovnani se

standardy. Latky sefazeny dle délky alkylového fetézce (Ak) na pyrazinovém jadre.

M. the M. avium M. kansasii | M. smegmetis
Ak R H37Rv My 80/72 My 235/80 CCM 4622
MHS8 butyl H 25 >100 >100 >500
MH9 butyl 4-CH; 25 >100 >100 >250
MH10 butyl 3-CF; 12,5 >100 >100 250
MH11 butyl 2-Cl 100 >100 >100 >500
MH16 butyl 4-OH 100 100 50 >500
JZ186 pentyl H 25 >100 25 >500
JZ189 pentyl | 4-CHj3 6,25 >100 >100 >500
JZ190 pentyl | 3-CF; 3,13 >100 12,5 >500
MH17 pentyl 2-Cl >100 >100 >100 >500
MH18 pentyl | 4-OH 6,25 >100 50 >125
MH2 hexyl H 6,25 >50 >50 >250
MH4 hexyl 3-CF; 12,5 >100 25 3,91
MHS5 hexyl 2-Cl 12,5 >50 >50 >250
MH7 hexyl 4-OH 6,25 >100 >100 >500
MHI1 heptyl H 6,25 >100 100 >500
MH12* | heptyl | 4-CH; 25 >100 >100 >125
MH13 heptyl | 3-CF3 6,25 >100 12,5 62,5
MH14* | heptyl 2-Cl 6,25 >50 >50 >250
MH15 heptyl | 4-OH 3,13 >100 >100 >500
INH - - 0,39 12,5 6,25 15,625
RFM — — n.t. n.t. n.t. 0,39
CPX — — n.t. n.t. n.t. 0,098
PZA 6,25-25
(pH 5.,5) - - [52] neucinny[53] 500[54] 250
PZA
(pH 6-7) — - 125[52] |neu€inny[53] >500 n.t.

INH — isoniazid; RFM — rifampicin; CPX — ciprofloxacin; PZA — pyrazinamid; n.t. — netestovano

(not tested)

*nedostatecna Cistota

Dle nasledujicich grafu (graf €.1, 2) miZeme vidét, Ze zavislost aktivity na
lipofilité (log P) nejlépe vychazi u latek JZ190 (3,13 pmol.I"", 9,3 uM) a MH15
(3,13 pmol.I'*, 10 uM).
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Graf 1: Uginnost danych latek na M. tbc H37Rv v zavislosti na lipofilité (log P) (rozdéleni dle délky

alkylového fetézce)
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Graf &. 2: Uginnost danych latek na M. tbc H37Rv v zavislosti na lipofilité log P (rozdéleni dle

substituentd na benzenovém jadie)
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4.5.2 Hodnoceni in vitro cytotoxicity

Latky MH2, JZ189, JZ190, MH13, MH5 a MH15 byly testovany na in vitro
cytotoxicitu k odliSeni specifického uCinku od nespecifické cytotoxické aktivity.
Testovani probihalo na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové na Katedie

farmakologie a toxikologie 1&Civ.

Cytotoxicita testovanych slou€enin byla méfena na hepatické bunééné linii

HepG2 (lidsky hepatocelularni karcinom).

Bunécéna linie HepG2 hepatocelularniho karcinomu lidskych jater (pasaz
12-13), zakoupena od Health Protection Agency Culture Collections (ECACC,
Salisbury, UK) byla rutinné kultivovana v Minimum Essential Eagle Medium MEM
(Sigma-Aldrich) doplnéném 10% fetalnim hovézim sérem (PAA), 2mM roztok
L-glutaminu (Sigma-Aldrich) a 1% neesencialnim aminokyselinovym roztokem

(Sigma-Aldrich) ve zvihéené atmosféfe obsahujici 5% CO02 pfi 37 ° C.

Buriky o hustoté 1x10* byly nasazeny do 96-jamkové desti¢ky. Nasledujici
den se k burfikdm pfidaly testované latky rozpusténé v DMSO. V zavislosti
na rozpustnosti v DMSO byla koncentrace testovanych slou¢enin v rozmezi 1-
750 uM. Jako negativni kontrola slouZila bunééna linie neoSetfena testovanymi
latkami. Inkubace se odehravala ve vihké atmosfére s 5 % CO: pfi 37 °C ve tfech
opakovanich. Po uplynuti jednoho dne bylo pfidano cinidlo CellTiter 96®
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega). Za dvé hodiny byla
zmeérena absorbance pfi 490 nm. Vysledky cytotoxicity byly vyjadfeny inhibi¢ni
koncentraci [Cso, ktera inhibuje 50 % bunék v porovnani s Kkontrolou
(tabulka €. 3). Tato hodnota byla ziskana regresni analyzou inhibi¢nich kfivek
(zavislosti viability bunék na koncentraci testované latky). Statisticka analyza byla
provedena v programu GraphPad Prism verze 7. Inhibi¢ni kfivky pro jednotlivé

latky jsou znazornény na obrazku €. 1.
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Tabulka €. 3: Vysledky testovani in vitro cytotoxicity (HepG2)

Testované Rozsah
latky ICso (M) | koncentraci
(uM)

JZ189 >100° 1-750
JZ190 238,3 1-750
MH2 >50" 1-750
MH5 | >250% (313.6) | 1750
MH13 >100* 1-750
MH15 >50" 1-750

*Meéfeni pfi vy$Si koncentraci nebylo mozné z dlivodu srazeni testované slouceniny v
bunécném kultivanim médiu

Omezena rozpustnost sloucenin JZ189, MH2, MH5, MH13 a MH15 v

médiu bunécné kultury neumoznila platny vypoc€et hodnoty ICso.
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4.5.3 Antibakterialni aktivita

Uginnost na bakterie (tabulka &. 4) byla zkou$ena na Katedfe biologickych

a lékarskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

Testované bakterie byly suspendovany v 0,85 % roztoku NaCl. Po upravé
vznikla  suspenze hustoty ekvivalentni 0,5 Mc Farlandovy stupnice
(1,5 x 108 CFU.ml"). Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO a nafedény
pudou (latky byly obtizné rozpustné). Testovalo se mikrodiluéni bujénovou
metodou v destickach (200 pl media + 10 pl suspenze inokula). Jako médium byl
pouzit Mueller—HintonGv bujon &. 2 (CAMHB) o pH 7,0. Inokulace probihala 24—
48 hodin pfi 35 °C, staticky, bez pfistupu svétla, v humidni atmosfére.

Vyhodnoceni probihalo vizualné.

Ani jedna ztestovanych latek ve stanovenych koncentracich
nevykazovala na testované kmeny bakterii aktivitu. Maximalni koncentrace
zkousenych latek v jamkach mikrotitraéni desti¢ky byly 500 umol.I"' (pro MH1,
MH2, MH4, MH8, MH9, MH10, MH11, MH13, MH15, MH16, JZ186, JZ189,
JZ190) a 250 ymol.I"* (pro MH5, MH14).

Tabulka €. 4: Testované kmeny bakterii

Testované kmeny (kod, &islo)
ATCC 29213, CCM 4223,
1. SA Staphylococcus aureus spp.aureus lab.ID 142-2016
ATCC 43300, CCM 4750,
2. MRSA Staphylococcus aureus spp.aureus | lab.ID 143-2016
3. SE Staphylococcus epidermidis klinicky izolat, lab.ID 112-2016
ATCC 29212, CCM 4224,
4. EF Enterococcus faecalis lab.ID 164-2016
ATCC 25922, CCM 3954,
5. EC Escherichia coli lab.ID 162-2016
6. KP Kilebsiella pneumoniae Klinicky izolat, lab.ID 64-2016
7. SEMA Serratia marcescens klinicky izolat, lab.ID 62-2016
ATCC 27853, CCM 3955,
8. PA Pseudomonas aeruginosa lab.ID 163-2016
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4.5.4 Antifungalni aktivita

Stanovovani aktivity slou¢enin vic¢i kmenim hub a plisni bylo provadéno
na Katedfe biologickych a lékafskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci

Kralové. Kmeny hub jsou uvedeny v tabulce €. 5.

Testované latky se Spatné rozpoustély v DMSO, dale pak byly nafedény
pudou. Testovani probihalo pomoci mikrodiluéni bujénové metody v desti¢kach
(200 yI media + 10 pl suspenze inokula), pfi 35 °C, pH / pufr: 7,0 /
MOPS (0,165M), v médiu RPMI 1640 s glutaminem a 2 % glukosy. Inkubace
probihala staticky, bez pfistupu svétla, v humidni atmosféfe po dobu 24—
48 hodin. Hustota vysledné inokulaéni suspenze méla hodnotu 0,5-
2 x 103 CFU.mI'". K porovnani byl pouZit standard antimykotikum nystatin.

Po vizualnim odeditani se vysledky vyjadfily jako MIC (umol.I").

Ani jedna z testovanych slouCenin ve stanovenych koncentracich
nevykazovala antifungalni aktivitu. Maximalni koncentrace zkouSenych latek
v jamkach mikrotitraéni desticky byly 500 ymol.I"' (pro MH1, MH2, MH4, MH10,
MH11, MH13, MH17, JZ186, JZ189, JZ190), 250 ymol.I'' (pro MH5, MH14) a
125 pmol.I"" (pro MH8, MH9, MH15, MH16, JZ189).

Tabulka €. 5: Testované kmeny hub

Testované kmeny (kod, Cislo)

1. CA1 - Candida albicans ATCC 24433, CCM 8320, lab.ID 166-2016
2. CK - Candida krusei ATCC 6258, CCM 8271, lab.ID 169-2016
3. CP - Candida parapsilosis ATCC 22019, CCM 8260, lab.ID 167-2016
4. CT - Candida tropicalis ATCC 750, CCM 8264, lab.ID 170-2016
5. AF - Aspergillus fumigatus ATCC 204305, lab.ID 169-2017

6. AFla - Aspergillus flavus CCM 8363, lab.ID 174-2017

7. AC - Absidia corymbifera CCM 8077, lab.ID 173-2017

8. Tl —Trichophyton interdigitale ATCC 9533, CCM 8377, lab.ID 172-2017
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5 DISKUZE

Nové nasyntetizované latky jsme ziskali z pyrazin-2-karbonitrilu, ktery byl
podroben homolytické radikalni alkylaci, alkalické hydrolyze a amidaci za vzniku
kone€nych produktd derivata 5-alkyl-N-fenylpyrazin-2-karboxamid(. Pfiprava
derivatl  5-alkyl-N-fenylpyrazin-2-karboxamidd trvala pfiblizné pét hodin

za mirnych podminek.

Vytézky (chromatograficky Cistého produktu po vSech Cisticich operacich)
se pohybovaly v rozmezi od 5 % do 70 % teoretického vytéZku s prlimérnou
hodnotou 32,5 %. Ztraty byly zfejmé zapfiCinény Cisticimi operacemi

(chromatografické Cisténi, adsorpce na silikagel).

P¥i reakci 5-alkylpyrazin-2-karboxylové kyseliny s CDI dochazelo k Suméni
a tvorbé bublinek v dusledku uvolfujiciho se CO2 po rozpadu karboxylové

kyseliny.

Pomoci stanoveni 'H a 3C NMR, IC spekter a elementarni analyzy byly
provéfeny pfedpokladané struktury. DalSi kontrolu poskytla zmérena teplota tani.
VSechny pfipravené latky byly pevného skupenstvi a mély bilou popfipadé lehce

nazloutlou barvu.

DalSimi dualezitymi hodnotami, které charakterizuji lipofilitu latek, jsou
log P a Clog P, které byly vypocitany pomoci programu ChemDraw. Hodnoty
log P se pohybovaly v rozmezi od 2,22 do 4,79.

Na zakladé dfive potvrzené aktivity derivatl 5-alkylamino-N-fenylpyrazin-
2-karboxamidl s delSim alkylovym fetézcem na pyrazinovém jadfe jsme chtél
oveéfit, zda je opravdu aktivita slou€enin s hexylovym ¢Ci heptylovym fetézcem
vy8Si nez u slouCenin s kratS§im alkylovym fetézcem [55]. Srovnani
antimykobakterialni aktivity (M. tbc H37Rv) mezi 5-alkylamino-N-fenylpyrazin-2-

karboxamidy a 5-alkyl-N-fenylpyrazin-2-karboxamidy je v tabulce €. 6.
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Tabulka €. 6: Porovnani antimykobakterialni aktivity (MIC M. tbc H37Rv) mezi 5-alkylamino-N-

fenylpyrazin-2-karboxamid(l a 5-alkyl-N-fenylpyrazin-2-karboxamidu.

5-alkyl-N-fenylpyrazin-2-karboxamidy | 5-alkylamino-N-fenylpyrazin-2-
karboxamidu

i /GR i /GRZ
| |
N\ N X | N\ N X
JI — H R1\ = H
Ak N H N

kéd Ak R MIC (ug.ml) MIC (ug.ml) R’ R? kéd
MH8 butyl H 25 1,56* butyl H 1b
JZ186 | pentyl H 25 3,13* pentyl H 1c
MH2 hexyl H 6,25 0,78* hexyl H 1d
MH1 heptyl H 6,25 0,78* heptyl H 1e
PZA
pH 5,5 - - 6,25*
INH - - 0,2-0,39*

* reference [55]

Opét mizeme konstatovat, Zze delSi postranni fetézec (Cs, C7) pozitivné
ovliviiuje ucinnost slou€enin na mykobakterie (M. tbc H37Rv), tzn. &im je alkylovy
fetézec na pyrazinovém jadre delSi, tim ma slouCenina vyssi lipofilitu, ktera by
mohla pozitivné ovlivnit pfechod latek pres lipofilni mykobakterialni bunéénou

sténu.

Dale jsme chtéli zhodnotit, jak bude ovlivnéna aktivita u slou€enin s rizné
substituovanym benzenovym jadrem (-Cl, -CHs, -OH, -CF3) (tabulka €. 7).
Pfi porovnavani jednotlivych hodnot MIC (ug.ml') mGZeme vidét, Ze u derivatl
substituovanych CF3 skupinou je aktivita na kmeny mykobakterii vy3Si nez

u derivatl s ostatnimi substituenty.
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Tabulka €. 7: Antimykobakterialni aktivita novych latek, rozdéleni dle funkéni skupiny

M. thc | M. avium M. kansasii M. smegmatis
Ak R | H37Rv | My 80/72 My 235/80 CCM 4622
MH11 butyl 2-Cl 100 >100 >100 >500
MHI17 | pentyl | 2-CI | >100 >100 >100 >500
MHS5 hexyl 2-Cl 12,5 >50 >50 >250
MH14* | heptyl | 2-CI | 625 ~50 >50 >250
MH10 butyl 3-CF; 12,5 >100 >100 250
JZ7190 | pentyl | 3-CF; 3,13 >100 12,5 >500
MH4 hexyl 3-CF; 12,5 >100 25 3,91
MHI3 | heptyl | 3-CFs | 625 100 12,5 62,5
MH9 butyl 4-CHs3 25 >100 >100 >250
JZ189 | pentyl | 4-CH; 6,25 >100 >100 >500
MHI12* | heptyl | 4-CH; | 25 100 100 >125
MH16 butyl 4-OH 100 100 50 >500
MHI8 | pentyl | 4OH | 6,25 >100 50 >125
MH7 hexyl 4-OH 6,25 >100 >100 >500
MH15 | heptyl | 4-OH 3,13 >100 >100 >500
MHS butyl H 25 >100 >100 >500
JZ186 | pentyl | H 25 100 25 >500
MH2 hexyl H 6,25 >50 >50 >250
MH1 heptyl H 6,25 >100 100 >500

* latky s nedostatecnou &istotou dle elementarni analyzy

Latky s delSim postrannim fetézcem a substituované trifluormethylovou
skupinou v poloze tfi benzenového jadra (JZ190, MH4, MH13) mély nejSirSi
spektrum ucinku. P¥i testovani na M. tbc H37Rv byla u deviti latek (MH1, MH2,
JZ189, JZ190, MH7, MH13, MH14, MH15 a MH18) zaznamenana MIC v rozmezi
hodnot MIC = 3,13-6,25 ug.ml"" (9,3-22,1 uM). Nékteré z nich (MH2, JZ189,
JZ190, MH13, MH5 a MH15) byly otestovany na in vitro cytotoxicitu (HepG2).
Dle vypocitanych hodnot Sl (index selektivity) je nejlepSim kandidatem na
bezpecné Iécivo latka JZ190 (S| = 25,6) (Tabulka €.8). Dle prubé&hu inhibi¢nich
kiivek (obrazek €. 1) Ize prfedpokladat Sl > 10 i pro slou¢eniny JZ189 a MH2, i

kdyZ jejich ICso nemohla byt pfesné uréena.
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Tabulka €. 8: Index selektivity (SI) (ICso/ MIC [uM])

M.tbc H37Rv | HepG2
Latky Ak R MIC (uM) | ICso (uM) sl
JZ189 | pentyl | 4-CHs 221 >100* >45
JZ190 | pentyl | 3-CFs 9,3 2383 256
MH2 hexyl H 221 >50* >2,3
>250* >6,4
MH5 hexyl | 2-Cl 39,3 (313,6) (8,0)
MH13 | heptyl | 3-CFs 17,1 >100* >5 6
MH15 | heptyl | 4-OH 10,0 >50" >5,0

Dulezitou roli maze hrat i struktura latek, ktera je vyrazné podobna se
strukturami inhibitorll enoyl-ACP reduktasy (triclosan, PT70). Pro vazbu
na enoyl-ACP reduktasu je dulezita pfitomnost dvou (hetero)aromatickych jader,
lipofilniho substituentu v odpovidajici poloze jadra A (vyznaceno modfe) a
akceptoru vodikového mustku (oznaceno Cervené) (Obrazek €. 2) [56]. Mozny
motiv k budoucimu testovani in silico (molekularni docking) a pfipadné in vitro na

izolovaném enzymu.

ic. .:é

1 TCL 2 PT70

Ak= n-butyl,... n-heptyl

Obrazek €. 2: Porovnani struktur triklosanu, PT70 a derivatd 5-alkyl-N-fenylpyrazin-2-

karboxamidu.

7



6 ZAVER

V teoretické Casti jsem zpracovala reSerSi o tuberkul6ze, zabyvala se
charakteristikou a poznatky ziskanymi ze svéta i z Gzemi CR. Nedilnou soucast

tvofila problematika pojednavajici o moznostech IéCby a vyskytu rezistence.

V experimentalni ¢asti jsem popsala postup pfipravy vSech 19 novych, v
literatufe dosud nepopsanych derivatl 5-alkyl-N-fenylpyrazin-2-karboxamidd
(dle CAS SciFinder ke dni 27.4.2017). Struktura ziskanych sloucCenin byla
potvrzena pomoci 'H a '*C NMR, IC spekter, teploty tani a elementarni analyzy.
V programu ChemDraw byly zpracovany chemické vzorce, vypoc¢teny hodnoty

log P, Clog P a hodnoty teoretické elementarni analyzy.

Latky MH12 a MH14 dle vysledku elementarni analyzy nebyly dostate¢né

Cisté, proto budou precistény a opétovné testovany na biologickou aktivitu.

U kazdé nové nasyntetizované latky byla testovana ucinnost
na mykobakterie, houby a bakterie. Antifungalni a antibakterialni aktivita
u testovanych latek v testovanych koncentracich nebyla prokazana. NejvysSi
ucinek proti M. tbc H37Rv mély slouéeniny JZ190 (3,13 yg.ml-!, 9,3 uM), MH13
(6,25 pg.ml', 17,1 uM) a MH15 (3,13 ug.ml-', 10,0 uM). P¥i testovani in vitro
cytotoxicity (HepG2) méla hodnotu Sl > 10 prokazatelné (tj. podafilo se ziskat
konkrétni hodnotu ICs0) pouze latka JZ190 (Sl = 25,62), tzn. mohla by patfit

k bezpe€nym IéCivim.

Latka MH13 (12,5 yg.ml', 34,2 uM) byla aktivni na M. kansasii. MH4
pusobila i na M. smegmatis (3,91 ug.ml-', 11,1 uM).

Vyhodnocenim  vSech  vysledki jsme  doSli kzavéru, Ze
antimykobakterialni aktivitu pozitivné ovliviiuje substituce benzenového jadra
trifluormethylovou skupinou v poloze tfi. Pro odliSeni specifického ucinku
od nespecifické cytotoxicity byly vybrané slou¢eniny (MH2, JZ189, JZ190, MH13,
MH5 a MH15) testovany na in vitro cytotoxicitu na linii lidského hepatocelularniho
karcinomu (HepG2). Omezena rozpustnost v médiu bunééné kultury neumoznila

platny vypocCet hodnoty ICso pro vétSinu testovanych latek (JZ189, MH2, MHS5,
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MH13, MH15). Toto zjisténi mizeme ov8em interpretovat i tak, Ze tyto latky

nebyly vyrazné cytotoxické v dosazenych koncentracich.

Nakonec mizeme potvrdit hypotézu o delSim postrannim fetézci, tj. ¢im je
alkylovy fetézec na pyrazinovém jadfe delSi, tim ma slouCenina vySSsi lipofilitu,
ktera by mohla pozitivné ovlivnit pfechod latek pFes lipofilni mykobakterialni

bunéénou sténu.
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7 ABSTRAKT

DERIVATY 5-ALKYLPYRAZIN-2-KARBOXYLOVE KYSELINY JAKO
POTENCIALNI ANTIINFEKTIVA

HALIROVA MARTINA

Katedra farmaceutické chemie a kontroly |éCiv, Farmaceuticka fakulta v Hradci

Kralové, Karlova Univerzita

Jiz dfivéjSi studie prokazaly, Ze derivaty 5-alkylamino-N-fenylpyrazin-2-
karboxamidd s delSim alkylovym Ffetézcem (Cs-Cg) v mikromolarnich
koncentracich inhibovaly rast M. tuberculosis H37Rv. Domnivame se, ze dlouhy
alkylaminovy fetézec by mohl usnadnit priichod IéCiva pfes lipofilni bunécnou
sténu mykobakterie. Pro ovéfeni této hypotézy jsme provedli izosterickou
zameénu sekundarni aminoskupiny postranniho fetézce za methylenovou skupinu
a pfipravili  sérii derivatd  5-alkyl-N-fenylpyrazin-2-karboxamidu. Kyseliny
5-alkylpyrazin-2-karboxylové (5-Ak-POA) byly ziskany pomoci homolytické
alkylace z pyrazin-2-karbonitrilu a pfislusné alkanové kyseliny. Kone¢né derivaty
byly pfipraveny CDI zprostfedkovanou reakci 5-Ak-POA s pfisluSnym anilinem

pfi laboratorni teploté.

U novych sloudenin byla stanovena teplota tani, elementarni analyza, IC
a 'H, 3C NMR spektra. Poté byly testovany in vitro na antimykobakterialni aktivitu
proti M. tuberculosis H37Rv a na nékolik dalSich netuberkul6znich kmenu.
Nékolik slouéenin mélo hodnotu MIC vrozmezi 3.13-6.25 ug.ml-'. NejSirsi
spektrum aktivity vykazovaly slouCeniny, které mély substituované benzenové
jadro v poloze 3 CF3 skupinou. Podrobné vztahy mezi aktivitou a strukturou

budou diskutovany.

80



8 ABSTRACT

DERIVATIVES OF 5-ALKYLPYRAZINE-2-CARBOXYLIC ACID AS POTENTIAL
ANTI-INFECTIVES

HALIROVA MARTINA

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Analysis, Faculty of

Pharmacy in Hradec Kralové, Charles University, Czech Republic

In our previous study, we have demonstrated that 5-alkylamino-N-
phenylpyrazine-2-carboxamides with longer alkyl chain (Cs-Cg) exerted
micromolar growth inhibition activity against M. tuberculosis H37Rv. We
speculated that the long alkylamino chain could facilitate the penetration
of lipophilic mycobacterial cell envelope. To test this hypothesis, we performed
the amino to methylene isosteric exchange and designed a series of 5-alkyl-N-
phenylpyrazine-2-carboxamides. 5-Alkylpyrazine-2-carboxylic acids (5-Ak-POA)
were prepared by homolytic alkylation of commercially available pyrazine-2-
carbonitrile by respective alkanoic acid, followed by hydrolysis of the carbonitrile
group. Final derivatives were prepared by CDI mediated coupling of 5-Ak-POA

with corresponding aniline at RT.

Final compounds were described by melting point, elementary analysis, IR
spectroscopy and 'H, C NMR. Then they were tested in vitro
for antimycobacterial activity against M. tuberculosis H37Rv and several non—
tuberculous mycobacterial strains. Several compounds exerted MIC of 3.13—
6.25 ug mL™'. Compounds with R = 3-CF3 had a broad spectrum of activity
covering the non-tuberculous mycobacteria. Detailed structure-activity

relationships are discussed.
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