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ABSTRAKT
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Nézev dizertacni prace: Piiprava  derivati  pyrazinu  jako  potencidlnich

antituberkulotik  (studium vztaht mezi chemickou

strukturou a biologickou aktivitou)

Diserta¢ni prace se zabyva hledanim novych derivati pyrazinamidu s potencialni
antituberkulotickou aktivitou. Teoretickd ¢ast prace shrnuje problematiku tuberkuldzy
ajeji epidemiologickou situaci spolu s faktory (rezistence a HIV koinfekce), které
komplikuji terapii tuberkulézy. Dadle je uveden stru¢ny piehled pouzivanych
antituberkulotik, které¢ se pouzivaji v soucasnych terapeutickych rezimech. Samostatna
kapitola je vénovana antituberkulotiku prvni linie — pyrazinamidu, ktery je ustfedni
slou€eninou celé prace, a jeho moznym mechanismiim ucinkd.

V praktické Casti je popisovana piiprava a vyhodnoceni biologické aktivity 112
derivat pyrazinamidu, které jsou modifikovany v amidové ¢asti molekuly a v poloze 3
pyrazinového jadra. Prvni dvé série byly odvozeny od N-substituovanych 3-chlorpyrazin-
2-karboxamid, tfeti série zahrnuje 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylové kyseliny
aodvozené estery a Ctvrtd série sestdva z N-substituovanych 3-aminopyrazin-2-
karboxamidii. Ptipravené slouCeniny byly in vitro testovany na antimykobakterialni
aktivitu vici étyfem mykobakterialnim kmeniim, jmenovité Mycobacterium tuberculosis
H37Rv, M. kansasii, M. avium a rychle rostoucimu M. smegmatis. Jedna latka,
3-((4-nitrofenyl)karbamoyl)pyrazin-2-karboxylovéa kyselina (série 3), vykazala vysokou
antimykobakterialni aktivitu viici M. tuberculosis (MIC = 1,25 pg/ml; 5 pM). Obvykla
aktivita se pohybovala vrozmezi od 12,5 do 25 pg/ml. V neposledni fadé¢ byly
diskutovany vztahy mezi strukturou a antimykobakterialni aktivitou.

Vsechny latky byly doplnkové otestovany na antibakteridlni a antifungalni
aktivitu. Nekolik latek, zv1asté ze sérii N-benzyl-3-(benzylamino)pyrazin-2-karboxamidi
a 3-amino-N-fenylpyrazin-2-karboxamidl, prokazalo vysokou antibakteridlni aktivitu

vuci stafylokokovym kmeniim vcetné methicilin rezistentniho Staphylococcus aureus



(MIC = 1,95-15,62 uM). 3-Amino-N-(4-ethylfenyl) pyrazin-2-karboxamid prokazal
vysokou antifungalni aktivitu (MIC = 7,81 uM) vi&i Candida albicans. Cast latek byla
také testovana na antivirovou a herbicidni aktivitu, ovSem s zadnym pozorovanym
efektem.

Vybrané latky byly podrobeny in silico dockingovym studiim se zdmérem
navrhnout mozny enzymaticky cil ptisobeni téchto derivati. K tomuto studiu byla vyuzita
enoyl-ACP reduktasa, kterda je zapojend do biosyntézy mykolovych kyselin,
a dekaprenylfosforyl-B-D-ribosa oxidasa, kterd je esencidlnim enzymem v biosyntéze

arabinogalaktanu.
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Title of Doctoral Thesis: Preparation of Pyrazinamide Derivatives as Potential

Antituberculotics  (Study of  Structure  Activity
Relationships)

This doctoral thesis is focused on search for novel pyrazinamide derivatives with
potential antitubercular activity. The theoretical part summarizes issues connected with
tuberculosis and its epidemiological situation along with factors (resistance and HIV
co-infection) that complicate treatment of tuberculosis. A brief overview of antitubercular
drugs used in current therapeutic regimens of tuberculosis is outlined. A single chapter is
dedicated to pyrazinamide, which belongs to the first-line antitubercular drugs, and its
possible mechanisms of action. The last part is focused on potential enzymatic targets of
pyrazinamide derivatives.

The practical part describes synthesis and biological evaluation of 112
pyrazinamide derivatives with modifications in amide moiety and position 3 on the
pyrazine ring. First two series were derived from N-substituted 3-chloropyrazine-2-
carboxamides, the third series contains 3-(phenylcarbamoyl)pyrazine-2-carboxylic acids
and their esters, and the fourth series consists of N-substituted 3-aminopyrazine-2-
carboxamides. Prepared compounds were in vitro screened for activity against four
mycobacterial strains, namely Mycobacterium tuberculosis H37Rv, M. kansasii, M.
avium and  fast growing M.  smegmatis. One  compound, 3-((4-
nitrophenyl)carbamoyl)pyrazine-2-carboxylic acid (series 3), exerted an excellent
antimycobacterial activity against M. tuberculosis (MIC = 1.25 ng/mL; 5 uM). Frequent
activity was ranged between 12.5 and 25 pg/mL. The structure-activity relationships were
discussed.

All compounds were additionally tested for their antibacterial and antifungal

activity. Several compounds, especially from series N-benzyl-3-(benzylamino)pyrazine-



2-carboxamides and  3-amino-N-phenylpyrazin-2-carboxamides, exerted high
antibacterial activity against staphylococcal strains including methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MIC = 1.95-15.62 uM). 3-Amino-N-(4-ethylphenyl)pyrazine-2-
carboxamide showed high antifungal activity (MIC = 7.81 uM) against Candida albicans.
Some compounds were also tested for their antiviral and herbicidal activity with no
observed effect.

Selected compounds were studied using in silico docking methods to propose
a possible enzymatic target. Used enzymes were enoyl-ACP reductase, which is involved
in biosynthesis of mycolic acids, and decaprenylphosphoryl-B-D-ribose oxidase, which is

an essential enzyme in arabinogalactan biosynthesis.
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1. CiL PRACE

Cilem této disertacni prace byla ptiprava novych derivati pyrazinu a navazani na
dlouholety vyzkum a vyvoj potencialnich antituberkulotik odvozenych od pyrazinamidu
probihajici pod vedenim prof. Dolezala na Katedfe farmaceutické chemie a farmaceutické
analyzy. Vedle syntézy latek dosud nepopsanych v literatufe se prace zabyva studiem
jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti, testovanim a vyhodnocovanim biologické
aktivity.

Diserta¢ni prace byla zaméfena na modifikaci struktury pyrazinamidu v poloze 2
(obména amidové skupiny) a poloze 3 (chlor, amino, alkylamino, benzylamino, karboxy,
ester). U ptipravenych latek byla zkouméana antimykobakteridlni aktivita a doplikové
také antibakterialni a antifungélni aktivita. Cést latek byla testovana na antivirovou a
herbicidni aktivitu. Nékteré latky byly podrobeny in silico dockingovym studiim pro
navrzeni mozného mista plusobeni. Na zdklad¢ vysledk biologickych aktivit byly
vyvozeny vztahy mezi strukturou a aktivitou a navrzeny dal$i modifikace struktury.
Dalsim cilem bylo shrnout soucasny stav problematiky tuberkuldzy, terapie a potencidlni

cilové struktury vhodné pro design dalSich pyrazinovych derivatu.
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2.SOUCASNY STAV POZNANI

2.1. Tuberkuloza

Tuberkuléza (TBC) patii mezi infekéni onemocnéni zpiisobené patogeny rodu
Mycobacterium, tzv. Mycobacterium tuberculosis komplex. Hlavnim pavodcem je
predevSim Mycobacterium tuberculosis (Mtb), pticemz TBC muze zpisobovat
i M. africanum, M. canettii, M. microti nebo M. bovis.!

TBC suzuje lidstvo jiz po cela tisicileti. Nespecifické morfologické zmény
odpovidajici TBC byly nalezeny v poziistatcich Homo erectus starych ptres 500 000 let.?
Ptesny anatomicky a patologicky popis nemoci se objevil v 17. stoleti a roku 1882 byl
Robertem Kochem oznaden Mtb za piivodce onemocnéni.’

V soucasnosti je TBC povazovana za jednu z hlavnich globalnich hrozeb.
Kazdoro¢né onemocni kolem 9 milionli obyvatel. V roce 2015 TBC incidence ptekrocila
10 milionovou hranici, kdy bylo odhadovano 10,4 milion ptfipadd, a v disledku
onemocnéni zemielo 1,4 milionti obyvatel. Odhadované zastoupeni incidence je
znazornéno na Obrazku 1 a vyvoj incidence a mortality predstavuje Obrazek 2. Celkové
se TBC tadi na druhé misto v umrtnosti zplisobené infekénim onemocnénim (za HIV).
Dle udajii shromazd’ovanych Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO), incidence
1 mortalita TBC postupné klesa. V roce 2006 byl ustanoven The Global Plan to Stop TB
20062015 s jednim z cil snizit umrtnost o 50 % oproti roku 1990. Tohoto cile bylo
témet dosazeno, umrtnost dle shromazdénych dat klesla globaln€ o 47 %. V roce 2015
byla WHO vytvofena nova strategie The End TB Strategy pro obdobi 20162035 s cili
redukovat timrtnost o 95 % a incidenci o 90 % v porovnani s rokem 2015. PoZzadovany

vyvoj poklesu incidence v porovnani s aktualnim trendem je znidzornén na Obrazku 3.*
5
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Obrazek 1. Odhadovana incidence onemocnéni v roce 2015. Pievzato z Global Tuberculosis Report

2016.*

Millions

Obriazek 2. Odhad celosvétového vyvoje piipadll incidence a mortality v obdobi 2000-2015. Zelenou
kiivkou je znazornén odhad celkové incidence, modrou kiivkou odhad mortality TBC u HIV-negativnich
pacientt, ¢ernou kiivkou oznadmeni novych ptipadl a relapsii a ¢ervenou kiivkou incidence ¢i mortalita

TBC u HIV-pozitivnich pacientti. Vystinované oblasti kolem kiivek pfedstavuji intervaly nejistoty.
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Pievzato z Global Tuberculosis Report 2016.*
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Obrazek 3. Pozadovany pokles incidence k dosazeni cile do roku 2035. Modra kiivka znazornuje

pozadovany pokles, ¢ervena aktudlni tendenci poklesu. P¥evzato z The End TB Strategy.’

Na zhorSeni vyvoje vyskytu TBC se zna¢né podili koinfekce s HIV. Oslabena
imunita HIV-pozitivnich pacientii je divodem zvySeni pravdépodobnosti rozvoje TBC.
V roce 2015 bylo 1,2 milionu ptipadi lidi koinfikovanych HIV, coz je 11 % z celkového
poctu 10,4 miliond. Nemoci podlehlo 0,4 mil HIV koinfikovanych pacient(.*

Dal$im z4sadnim problémem je vyskyt rezistence vii¢i pouzivanym léCivim.
Nejvetsi ohrozeni v posledni dob€ predstavuji multirezistentni forma (Multi-drug
resistant tuberculosis, MDR-TB) a extenzivni lékova rezistence (Extensively drug
resistant tuberculosis, XDR-TB). O MDR-TB hovotime v piipadé, kdy je
mykobakteriadlni kmen rezistentni nejméné vici isoniazidu (INH) a rifampicinu (RIF). Od
roku 2013, kdy doslo k zavedeni molekuladrniho testovani detekce rezistence na RIF,
se dostava do popredi sledovani TBC rezistentni na RIF, oznacované jako RR-TB, at’ uz
se jednd o monorezistenci, nebo je soucasti MDR-TB.® V poslednim reportu se tak
objevuji 1 data spole¢nd pro ob¢ formy rezistence, oznacovano jako MRD-TB/RR-TB.
Odhadovany pocet novych ptipadi MDR-TB v roce 2015 dosahoval vyse 480 tisic
pacientt a dalSich 100 tisic ptipadid RR-TB. V tomto roce bylo odhadovano 250 tisic
umrti spojovanych s vyskytem MDR-TB/RR-TB. Mezi zem¢ s nejcetnéjSim vyskytem
MDR-TB/RR-TB fadime Cinu, Indii a Rusko. XDR-TB kmeny jsou oproti MDR-TB
navic rezistentni vici pfinejmensim jednomu fluorochinolonu a injekéné podédvanému
antituberkulotiku druhé linie. *

V evropském regionu je situace piiznivéjsi, vyskyt TBC zde tvoii 3 %

z celkového odhadovaného poétu. V Ceské republice (CR) je v poslednich tfech letech
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hlaSeno ro¢né kolem 500 piipadt. V roce 2015 bylo, dle dat shromazdénych Registrem
tuberkulozy (publikuje Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR; UZIS CR),
nahlaSeno celkem 518 onemocnéni TBC a 33 umrti. MDR-TB byla zjiSténa u 10 ptipada.
Dlouhodobé dochazi k poklesu hlasenych vyskytil (Obrazek 4) a CR se mezinarodné fadi

k zemim s nizkym vyskytem tohoto infek&éniho onemocnéni.’
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Obrizek 4. Vyvojovy trend vyskytu TBC v CR v rozmezi let 1989-2015. Zpracovano dle dat
publikovanych UZIS CR.

TBC se prenasi kapénkovou infeket, a proto i nejcastéji postihuje plice (85-90 %).
Muze vSak zasahnout i jiné organy, napft. urogenitalni stroji ¢i kosti. Nemoc se nemusi
projevit ihned po nakaze, ale mykobakterie mize piejit do dormantni formy a piezivat
v téle v tomto spicim stavu ne€kolik let, nez dojde k propuknuti onemocnéni. Ke vzplanuti
pak nejc€astéji dochazi za neptiznivych Zivotnich podminek, jako jsou oslabeni imunity,
vysoky vek, Spatné zivotni a socialni podminky, alkoholismus nebo ptfidruZzené nemoci.
Diagnostika zahrnuje anamnestické pfiznaky, rentgenovy ndlez, bakteriologicky c¢i
histologicky priikkaz a neptimé diagnostické metody. Dulezity krok predstavuje piesna
identifikace kmene a stanoveni citlivosti na pouzivand antituberkulotika.® Pfiznaky
aktivniho onemocnéni jsou horec¢ka, no¢ni poceni, tinava, nechutenstvi, ztrata vahy a pfi

plicni formé kagel s pfipadnym vykaslavanim krve.’

2.1.1. Mpycobacterium tuberculosis

Mtb je obligatné aerobni, Gram pozitivni (G+), acidorezistentni patogen, ktery se
vyznacuje pomalym ristem (generacni doba pfiblizn€ 24 h), dormanci a komplexnim
bun&nym obalem.!% !! Tento obal je tvofen cytoplazmatickou membranou, bunéénou

sténou a na ni navazujici vrstvou sloZenou z proteinii a polysacharidi'?, viz Obrazek 5.
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Nejvyznamnéjsi ¢ast celého komplexu tvoii bunéfna sténa, ktera je unikatni svym
slozenim, velice bohat4 na lipidy a je jednim z faktorti, které maji zdsadni vyznam pfi
prezivani, odolnosti a virulenci mykobakteria. Bunécna sténa se sklada z mykolyl-
arabinogalaktan-peptidoglykanového  komplexu (mAGP). Peptidoglykan tvofi
propojenou sit’, ve které jsou zbytky muramové kyseliny esterifikovany komplexnim
polysacharidem arabinogalaktanem, ktery je spojen s mykolovymi kyselinami (MA).
MA piedstavuji dulezitou soucast bunécné stény, jsou to a-alkyl-B-hydroxy mastné
kyseliny s extrémné dlouhym fetézcem, které jsou s délkou alkylového fetézce Ceo—Coo
nejrozsahlejsi v prirod€. Tyto MA jsou syntetizovany dvéma enzymy. ACP-dependentni
synthasa mastnych kyselin typu I (Fatty Acid Synthase I, FAS I) produkuje MA délky
od Ci6 do Ca6 a multienzymovy komplex CoA-dependentni synthasa mastnych kyselin
typu II (Fatty Acid Synthase II, FAS II) tyto MA prodluZzuje. MA se vyskytuji i mimo
mAGP komplex, at’ uz ve volné formé, nebo kovalentné vazané na trehalosu.!® 1 13 14
Spojenim s trehalosou vzniké trehalosa-6,6"-dimykolat (TDM), oznac¢ovany jako cord

faktor, ktery se podili na virulenci mykobakteria.'®
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Obrizek 5. Slozeni mykobakterialni stény. Pfevzato z Sgaragli et al.'!

2.2. Terapie

K 1é¢be TBC se vyuziva latek plisobicich na mykobakteria riznymi mechanismy.
V této kapitole je uveden piehled 1écebnych rezimli TBC, nej€astéji pouzivanych
antituberkulotik a latek, které byly pro 1é¢bu schvaleny v poslednich letech.

Antituberkulotika se nejcastéji rozdéluji do dvou tfid. Léciva prvni linie jsou

soucasti zakladnich standardnich 1écebnych postupli pro lé¢bu novych piipadi TBC

139



a forem na né citlivych. Radime mezi né isoniazid (INH), pyrazinamid (PZA), rifampicin
(RIF) a ethambutol (EMB). Antituberkulotika druhé linie jsou 1éCiva, kterd se vyuzivaji
pii rezistenci na latky z prvni linie, ¢i pii nedostate¢né odpovédi pacientli na léCbu.
Do této skupiny patii aminoglykosidova antibiotika (streptomycin, amikacin,
kanamycin), fluorochinolony (ciprofloxacin, moxifloxacin, levofloxacin), kyselina
p-aminosalicylova, ethionamid, cykloserin a kapreomycin. ' 7

Standardnim 1é¢ivym rezimem, doporu¢ovanym WHO pro nové nakazené
pacienty, je dvoumésicni 1écba ctytkombinaci 1éciv INH, RIF, PZA, EMB a nésledné
navazujici Ctyii mésice uzivani INH a RIF. U HIV-pozitivnich pacientil je po zacatku
1écby TBC doporucené zahdjeni i antiretroviralni 1é€by v nésledujicich 2—8 tydnech od
nasazeni antituberkulotik. I u HIV-pozitivnich pacientl je doporu¢ovana délka 1écby Sest
meésicl na zékladé provedenych studii, kdy bylo zjisténo, Ze prodlouzeni na osm ¢i vice
mésich zvySuje vyskyt nezadoucich G¢inkd a interakei 1é¢iv.'®

Pii 1écb¢ MDR-TB je dulezité zjistit citlivost izoldtu na pouzivana
antituberkulotika, posoudit celkovy zdravotni stav pacienta a sestavit tak odpovidajici
1é¢bu. Kombinace by méla obsahovat minimalné ¢tyti 1é¢iva s pravdépodobnou tcinnosti
- fluorochinolon, injekéné podavané 1é¢ivo (amikacin, kanamicin nebo kapreomycin)
a alesponl dalsi dvé¢ lé¢iva druhé linie. Muze byt piidano 1éCivo prvni linie k posileni
rezimu. V ptipad¢, Ze se objevi toxicita nebo rezistence, piidavaji se dalsi 1éCiva, véetné
bedachilinu a delamanidu. Do roku 2016 trvala lé¢ba MDR-TB 20 mésict. Na zakladé
novych dikazi se doporucena doba 1éCby zkratila na 9—12 mésict pro pacienty s plicni

formou, u které nebyla prokézana rezistence na lé¢iva druhé linie. *°
2.2.1. Léciva prvni linie

Isoniazid

7
N

| NH:
| H

MIC = 0,01-0,2 pg/ml

INH, hydrazid kyseliny isonikotinové, byl do 1é€by TBC zaveden roku 1952.
Je prolécivo, které je aktivovano enzymem katalasou-peroxidasou (KatG). Poté se vaze

na NADH, s kterym vytvoii komplex INH-NADH.!® Takto aktivovany INH inhibuje

140



syntézu mykolovych kyselin prostfednictvim enzymu enoyl acyl carrier protein (ACP)
reduktasy (InhA) a beta-ketoacyl ACP synthasy (KasA). InhA je soucasti
multienzymového komplexu FAS II. Antimykobakteridlni aktivita, vyjadfena jako
minimalni inhibiéni koncentrace (MIC), se pohybuje v rozmezi 0,01- 0,2 pg/ml'’.
Rezistence je zplsobena mutaci gent kodujicich enzymy, které INH ovlivituje (inhA,
kasA), mutaci genu katG, kodujicitho enzym dulezity pro aktivaci INH, ¢i zvySenou

expresi N-arylaminoacetyl transferasy (NAT), ktera INH biodegraduje. %2

Rifampicin

MIC = 0,05-0,5 pg/ml

Antibiotikum ansamycinového ptivodu, pouzivané od roku 1966, vysoce ucinné
na G+ bakterie. Inhibuje prodluzovani mRNA vazbou na B-podjednotku RNA
polymerasy. MIC v rozmezi 0,05-0,5 pg/ml. Rezistenci zplisobuje mutace genu rpoB,

ktery koduje vyse zminénou polymerasu.'’- 2% 2!

Ethambutol

H /Q/OH
S
H
HO
MIC = 1-5 ug/ml

Chiralni aminoalkohol, aktivni pouze §,S-(+)-izomer, pouzivan od roku 1961.
Zasahuje do biosyntézy arabinogalaktanu a lipoarabinomannanu v buné¢né stén¢ inhibici
arabinosyl transferasy, coz vede ke zvySené propustnosti bunécné stény. Hodnoty MIC
jsou vrozmezi 1-5 pug/ml. Pfi¢inou rezistence je mutace genu embB, ktery koduje

arabinosyl transferasu.!”- 2% 23
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2.2.2. Léciva druhé linie
Jak jiz bylo zminéno vySe, tato skupina je tvofena latkami riiznych chemickych
struktur liSicich se i mistem plsobeni. Piehled 1é¢iv druhé linie je uveden v Tabulce 1,

spolu s hodnotami MIC a mistem t¢inku.

Tabulka 1. Zakladni prehled 1é¢iv druhé linie.!” 23

MIC Mechanismus Cilova
Lécivo Struktura
[ng/ml] ucéinku struktura
HoN
HO HN— NH  OHN
; HN \ D NH Inhibice 308
aminoglykosidova Ho' o Qv NH ]
o s 1-8 syntézy ribosomalni
antibiotika HO o A _oHO O . .
: proteint podjednotka
streptomycin
O o Inhibice
F OH replikace a
fluorochinolony | 0,24 , DNA gyrasa
R2 N transkripce
R’ DNA
Inhibice
syntézy
o) ) pravdépodobné
kyselina p- kyseliny )
OH 1-8 ) dihydropteroat
aminosalicylova HoN OH listové a
2 ) synthasa
metabolismu
Zeleza
Inhibice
s InhA po
syntézy
ethionamid S NH, 0,6-2,5 pfevedeni na
N mykolovych )
aktivni formu?*
kyselin
H Inhibice
N© . D-alanin
p-cykloserin O\j 5-20 biosyntézy
NH ] racemasa
2 peptidoglykanu

16S

NP o Inhibice

HNJ)LH HNr A, 1,25— ribosomalni

kapreomycin N N syntézy ]

" JIENH 2,5 . podjednotka a
Y proteinu

i O NH, 23S rRNA
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2.2.3. Nové zavedené latky

Bedachilin

MIC = 2-60 ng/ml

Diarylchinolin®, koncem roku 2012 prosel zrychlenym procesem schvaleni FDA
k 16¢b& MDR-TB u dospélych pacientdi.?® Stal se prvnim antituberkulotikem s novym
mechanismem u¢inku za poslednich 40 let.?’” Diky odlisnému mistu piisobeni si
zachovava aktivitu viici izolatiim Mtb, které jsou rezistentni vici bézné 16Cbe¢ a poskytuje
tak moZnost 1é¢by pacientim s MDR-TB ¢i XDR-TB?, u kterych neni moznost efektivni
kombinace standardné pouzivanych 1écebnych reziml. Bedachilin inhibuje protonovou
pumpu ATP synthasu, vazbou na jeji podjednotku c, a vyCerpava tak zasoby energie
v buiice.!% 2% Hodnoty MIC bedachilinu se pohybuji v rozmezi 2-60 ng/ml.'73° Jiz pted
dokoncenim klinickych studii se na bedachilin objevila rezistence, vychazejici z mutace
atpE genu. Neddvné studie poukazuji na dal§i mechanizmus rezistence zplsobeny

zvysenou expresi efluxni pumpy.?

Delamanid

0
OZNK\i\v’kO@/U \©\o/CF3

MIC = 6-24 ng/ml

Derivat nitrodihydroimidazooxazolu, ktery byl v roce 2014 schvalen EMA pro
lécbu MDR-TB.*! Pro samotny G¢inek je nutna aktivace deazaflavin dependentni

nitro-reduktasou (Ddn).>? Ta ho transformuje na primarni metabolity, pfedev$im des-nitro
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derivat. Pfi redukci delamanidu dochéazi k uvolnéni oxidu dusnatého, ktery inhibuje
bunécné dychéani piisobenim na cytochrom c¢ oxidasu. DalSim mechanismem ucinku je

inhibice syntézy mykolovych kyselin s dosud nezndmym mechanismem.?% 3% 34

Antimykobakterialni aktivita se pohybuje v rozmezi MIC = 6-24 ng/m].>> 3

Pretomanid

N2
OZNﬂ\J\O

MIC = 0,015-0,25 pg/ml

Bicyklicky nitro-imidazooxazin, ktery je stejné jako delamanid aktivovan Ddn na
des-nitro metabolity, pficemz dochdzi k uvolnéni oxidu dusnatého. Poté dochazi
k inhibici buné¢ného dychani a syntézy mykolovych kyselin.?® 37 Aktivita viidi

senzitivnim i rezistentnim kmentim se pohybuje v rozmezi 0,015-0,25 pg/ml.*®
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2.3. Pyrazinamid

0]

NG

PZA, analog nikotinamidu, patii mezi 1é¢iva prvni linie a je pouzivan k 1écbé TBC
od roku 1952. Tvoii dulezitou roli v terapii TBC, piedev§sim z divodu steriliza¢niho
efektu na semidormantni mykobakterie. V kombinac¢ni terapii s INH a RIF pomaha
zkracovat trvani 1é¢by TBC na $est mésict.> ¥

PZA je prolécivo, které prochdzi pasivni difuzi do bunky, kde je aktivovano
enzymem pyrazinamidasou/nikotinamidasou (PncA) pfevedenim na kyselinu
pyrazinkarboxylovou (POA; Schéma 1). Mutaci genu pncA dochézi k zablokovéni

konverze PZA/POA a je tak jednim z mechanismi rezistence.> *°

Schéma 1. Aktivace PZA prevedenim na POA

2.3.1. Nespecificky mechanismus ucinku

Po pfevedeni PZA na POA je POA ve formé¢ aniontu z neutralniho prostredi
cytoplasmy vylou€ena do extracelularniho prostoru. Pokud je vné buiiky kysel¢ prostiedi,
dochazi k protonizaci a vytvoreni nenabité molekuly, kterd mtze prochazet pasivni difuzi
opét dovnitf bunky. Zde dochazi k opetovnému odlouceni protonu a znovu k vylouceni
zbunky. Timto cyklickym opakovanim dochazi k akumulaci protonti uvnitf
mykobakteria. Acidifikace cytoplasmy muze vést k energetickému rozvratu bunky
a zasazeni membranového transportu (Obrazek 6). **** Podminkou tohoto mechanismu
je prave pritomnost kyselého prostiedi. V neutradlnim a alkalickém prostiedi POA ziistava
ve form¢ nabitého aniontu, ktery nemiZe prochazet membranou a nedochazi tak

k akumulaci. #!-#?
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Nedavno publikovany vyzkum Petersona et. al.** diskutuje vliv pH na tento
nespecificky mechanismus uc¢inku PZA/POA. Pii tomto experimentu porovnavali POA
s prokazanymi protonofory (latky pfenésejici protony pies membranu), ale v porovnani
s témito latkami se POA v kyselém prostiedi neprokazala jako dostatecné ucCinny

protonofor pro rozvrat membranového potencialu.

2.3.2. Specificky mechanismus ucinku

Inhibice syntézy mykolovych Kkyselin

Jednim ze dvou enzymi zapojenych do syntézy mykolovych kyselin je FAS 1, jak
bylo zminéno v kapitole 2.1.1.

Nejprve byl jako inhibitor navrzen PZA a jeho derivat 5-chlorpyrazinamid.®
Boshof et al. ¢ provedli studii, kde byly latky testovany na izolovaném enzymu, aviak
PZA se nepotvrdil jako inhibitor. Néasledujici experimenty prokézaly jako inhibitory
i samotnou POA a jeji n-propyl ester.*’ Kone¢né potvrzeni uéinku a objasnéni interakci
enzymu s PZA a POA bylo prokdzédno az pomoci STD-NMR spektroskopie, ktera

8 4 Mechanismus uéinku PZA spoéiva

charakterizuje interakce ligand-protein.*
v kompetici s NADPH o vazbu do aktivniho mista FAS 1. Bylo zjisténo, ze POA se vaze

do jiného mista.*’

Inhibice trans-translace

Trans-translace je kontrolni proces, ktery eliminuje chybné vznikajici proteiny pii
translaci. Pokud v procesu translace vznikne defektni protein, cely translacni komplex se
zastavi a dojde k zablokovani ribosomu. Zabranéni tvorby, rozklad defektnich proteint
a obnoveni funkce ribosomu je pro buiiku Zivotné dilezité pii stresovych podminkéch, ¢i
zotaveni z nutriéniho nedostatku.’® 3! Hlavni roli pfi trans-translaci hraje komplex
sloZzeny z transfer-messenger RNA (tmRNA), proteinu SmpB, elonga¢niho faktoru Tu
a ribosomélniho proteinu S1 (RpsA).>? Tento komplex dokaZe rozpoznat zablokované
ribosomy a rozloZit je. Po navazani na zablokovany ribozom, prostfednictvim RpsA,
dochazi k odpojeni a nasledné degradaci deviantni mRNA. Po uvolnéni mRNA se na jeji
misto presune tmRNA, kterd na vznikajici chybny protein pfipoji degrada¢ni kodon.
Po odpojeni oznateného proteinu dochazi k uvolnéni ribosomu. % °* Mistem t¢inku

PZA, prostiednictvim POA, byl uréen ribosomalni protein RpsA.>? Bylo zjisténo, ze POA
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se vaze v oblasti C-konce a zabranuje navazani tmRNA.>* Za rezistenci zodpovida gen

rpsA.

Inhibice aspartat dekarboxylasy

Pti hledani novych mechanismt rezistence na PZA byla u rezistentnich kment
bez mutaci pncA a rpsA detekovana mutace genu panD kodujiciho aspartat
dekarboxylasu (PanD).>> %® PanD je enzym zapojeny do syntézy B-alaninu, ktery je
prekurzorem panthotenétu a koenzymu A (CoA). Zasahem do biosyntézy CoA, jakozto
centralni molekuly energetického metabolismu burniky, miize dojit k odumfeni bunky
z nedostatku energetickych zasob.> >’ Predpoklddanym vazebnym mistem pro POA je

flexibilni C-konec enzymu.’

PZA j)t -
Inactive [\ NHp POA- + H*
pro-drug N/ ;_cld\"
2"e pH
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facilitated
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Obrazek 6. Mechanismy uc¢inku PZA/POA. A) Membranovy transport PZA; B) Konverze PZA na POA";
C) Pievedeni POA™ na HPOA v kyselém prostfedi; D) Piestup HPOA do mykobakteria, acidifikace
cytoplasmy a rozvrat membranového potencidlu a transportu; E) Inhibice biosyntézy koenzymu A;

F) Inhibice trans-translace; G) Inhibice syntézy mykolovych kyselin. Upraveno dle Miotto et al.>®
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2.4. Potencionalni enzymatické cile derivati PZA

Ackoliv je PZA pouzivan v 1é¢bé TBC vice jak Sedesat let, stdle neni znam ptesny
mechanismus u¢inku. Postupem casu bylo navrZzeno nékolik moznych mist plisobeni
PZA, jak bylo uvedeno vyse. Nalezené enzymatické Ci proteinové cilové struktury jsou
v dnesni dobé velice perspektivni pro pfistup raciondlniho navrhovani a modifikace

struktur, které ptimo cili na dany enzym/protein.

24.1. FASI

FAS I je enzym zapojeny do syntézy MA s kratkym fetézcem (Ci16—Cas), ktery je
inhibovany PZA prostfednictvim kompetice s NADH o navazani do aktivniho mista.
Narozdil od FAS II, ktera je tvofena komplexem jednotlivych enzymu, FAS I jako
multi-doménovy enzym zastava vSechny kroky vedouci k syntéze MA a obsahuje tak
n&kolik aktivnich mist.>® Kone&né potvrzeni vlivu PZA a POA na tento enzym bylo
provedeno pomoci STD-NMR spektroskopie. Od té doby probihaly experimenty, které
by uréily pfesnou strukturu mykobakteridlni FAS 1, aby mohl probihat vyvoj
potencionalnich inhibitorti tohoto enzymu. Ciccarelli et. al.*° provedli kryo-elektronovou
mikroskopii (cryo-EM), kterd odhalila porézni barelovou strukturu s vyraznou
konformacni variabilitou, avSak s nizkym rozliSenim. I ptes dalsi pokusy o detailné;si
objasnéni struktury, doposud neni k dispozici krystalografickd struktura dostate¢né

kvality, kterda by mohla byt pouzita k in silico dockingovym studiim.

2.4.2. InhA

InhA, enoyl-ACP reduktasa, je soucasti multienzymového komplexu FAS II,
ktery se podili na syntéze MA prodluZovanim fetézce do délky Ceo—Coo. InhA katalyzuje
posledni krok cyklu prodluzovani mastnych kyselin, kterym je redukce dvojné vazby
enoyl meziproduktu. V kazdém tomto cyklu dochazi k prodluzovéani o dvou uhlikovy
fragment, jehoZ zdrojem je malonyl-ACP. Kli€¢ovymi aminokyselinovym zbytky pro
katalytickou aktivitu jsou Tyr158 a Lys165.5" Lys165 stabilizuje NADH prostiednictvim
H-mustku k 2"-OH skupiné ribosy v nikotinamidové ¢asti NADH. Hydrid z NADH je
pienesen na C-3 uhlik dvojné vazby C2—C3 enoyl substratu, pficemz se vytvoii enolat
na C-1. C-1 nasledné¢ piijme vodik z Tyr158 a dojde k vytvofeni enolu, ktery

tautomerizuje na koneény produkt.>® > Zablokovani aktivity InhA vede ke ztraté integrity
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bunécné stény a v disledku k bunééné smrti. Protoze InhA zastava stézejni roli v cyklu
prodluzovani MA, je povazovan za slibnou cilovou strukturu novych antituberkulotik.%?

Na rozdil od bakteridlnich enoyl-ACP reduktas ma InhA prostornéjsi a hlubsi
vazebnou kavitu, coz je dano schopnosti syntetizovat MA s extrémné dlouhym fetézcem.
Vazebnd smycka, ktera formuje vazebné misto, se usporadavd po navazani substratu.
Z toho divodu jsou v Protein Data Bank (PDB) databazi k dispozici uzaviena,
polo-oteviena a oteviend forma InhA.>% %2 Vétsina inhibitorti InhA obsahuje ve své
struktufe elektronegativni skupinu, kterd vytvari stézejni H-mustek s hydroxylem Tyr158
a 2’-hydroxylovou skupinou ribosy NADH. Tyto interakce byly povazovany za typické
pro InhA inhibitory. Tato skupina inhibitorl je ozna¢ovana jako ,,Tyr158-in* inhibitory,
kdy je hydroxylova skupina Tyr158 orientovdna smérem k inhibitoru (tzv. ,,Tyr158-in“
konformace). Mezi tyto inhibitory patfi triklosan (TCA), jeho derivaty, pyrrolidin
karboxamidy a 4-hydroxy-2-pyridony.*” ® Pozd&ji doslo k objevu latek, které se vazi
odlisng. Mezi tyto tzv. ,,Tyr158-out” inhibitory®* fadime derivaty thiadiazolu a prolinu.
Pti,, Tyr158-out” konformaci je Tyr158 orientovan smérem od inhibitoru a nedochazi tak
k tvorbé H-mustku, ale inhibitory tvofi van der Waalsovy interakce. Thiadiazolovy kruh
interaguje s postrannim fetézcem Metl103, zatimco navazany sekundarni amin tvofi
H-mustek s Met98. Inhibitor pfirodniho ptvodu, pyridomycin, plsobi jako piimy
kompetetivni inhibitor NADH.® Z krystalové struktury bylo potvrzeno, Ze se vaZe
do vazebného mista pro NADH, a zaroven interaguje s AK zbytky ve vazebném misté
substratu.’ ¢ V Tabulce 2 jsou uvedeny strukturni typy inhibitor@i InhA a dostupné
hodnoty aktivit vii¢i izolovaném enzymu (ICso) ¢i Mtb (MIC).

Diive piipravené 5- a  6-alkylamino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidy®’
a 3-benzylaminopyrazin-2-karboxamidy®® byly na zakladé jistych strukturnich
podobnosti s potvrzenymi inhibitory InhA podrobeny in silico dockingu na InhA.
Studovane latky vykazaly interakce typické pro ,, Tyr158-in*“ inhibitory a InhA byla tak

navrzena jako potencialni misto u€inku téchto derivatu.
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Tabulka 2. Prehled strukturnich typt inhibitorti InhA a aktivity vybranych zastupct. Aktivita vyjadiena

ICsp na izolovaném enzymu a MIC viigi Mib. 3 666

Latka Struktura ICso MIC
OH cl
12,5 pg/ml
TCA Q/O\@ 1000 + 100 nM He
cl cl (43 M)
derivaty TCA I o
11+£1nM 2,1 pg/ml
6PP
O OH Cl
\
derivaty pyridonu N - 2 pg/ml

|
Cl
‘\©/Br

isoxazol-3- :Nj
0,3 nM 0,2 uM
karboxamidy r‘N NH
SN0 T o

H
NN s
T I >~
thiadiazoly R NJ No en 2nM 0,4 uM
cl (D~
OH
4-hydroxy-2- 0,02 pg/ml
Yo [ 570 +40 nM
pyridony (0,05 uM)
N0
N/
N1
- : C o
derivaty prolinu o) D\«NHz 4 nM 0,5 uM
N
0
Oy
0
‘ X
I\E\J\OH
07 NH

pyridomycin 0%/ - 0,31-0,63 pg/ml
@t
A

pyrrolidin ON%IH(H O O

karboxamidy o

p64b O

62 nM -
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2.4.3. RpsA

Poté, co byl RpsA identifikovan jako cil PZA/POA, byla na zakladé

1.2 navrzena oblast jeho C-konce jako

biochemickych studii provedenych Shi et. a
vazebné misto. Presto byly detaily interakce POA s RpsA neznamé. K odhaleni
vazebnych interakci a piesné pozice vazebného mista doslo par let poté, co se Yang et.
al.% podatilo vytvofit krystalografickou strukturu RpsA proteinu s navazanou POA.

Protein RpsA je tvofen ¢tyfmi S1 doménami a dalSimi piiblizné¢ 100 AK ve
flexibilnim C-konci, ktery je charakteristicky pro kmen aktinomycet, jehoz soucasti je
1 rod Mycobacterium. Na zéklad¢ krystalické struktury bylo odhaleno, ze do RpsA se vazi
dvé molekuly POA (Obrazek 7). POA tvoii s SI doménou hydrofobni interakce
a H-mustky, které jsou zprostfedkovany ptedevsim Phe307, Phe310 a Arg357 ve
vazebném misté RNA. V ptipadé POA 1 pyrazinov¢ jadro vytvari n—r interakci s Phe307,
pticemz karboxylovy kyslik se vaze H-mustkem k guanidinové skupiné Arg357. Podobné
vytvaii pyrazinové jadro POA 2 n—m interakci s Phe310 a karboxylovy kyslik se opét vaze
k Arg357 stejnym zpusobem jako POA 1. POA 2 navic vytvaii H-mistek mezi N-4
a Lys303 a C-5 a C-6 pyrazinového jadra interaguji s methylenovymi skupinami Glu318
prosttednictvim hydrofobniho kontaktu.®

Na zakladé této krystalografické struktury Yang et. al. ¢

navrhuji mozné
strukturni modifikace POA. Jelikoz samotnd POA je vi¢i Mtbh netinna kvili nizké
schopnosti prochdzet mykobakteridlni buné¢nou st€énou bohatou na lipidy, nabizi se zde
zavedeni lipofilniho substituentu, ktery by prinik do mykobakteria usnadnil.
Po prostudovani vazebnych mist POA se nejvhodnéjsim mistem pro takovouto
modifikaci jevi pozice C-5 a C-6 pyrazinového jadra. Takto modifikovand POA by se
vyhnula kroku aktivace pomoci PncA (enzym konvertujici PZA na POA) a mohla tak

pusobit i na kmeny, které maji mutaci v pncA genu.
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S;hesm X )

Obrazek 7. Vazebnd mista a interakce POA s RpsA. H-mustky jsou

znazornény teckované. Pievzato z Yang et. al.”

2.4.4. PanD

PanD neboli aspartat dekarboxylasa je enzym zapojeny do biosyntézy CoA.
Konkrétnim mistem jeho piisobeni je krok pfemény L-aspartatu na B-alanin.”>*’ Jak bylo
zminéno v kapitole 2.3.2., tento enzym byl navrzen jako misto zdsahu POA. Pfestoze se
podatilo objasnit krystalickou strukturu enzymu (PDB: 2C45)"°, komplex s navazanou
POA neni k dispozici a doposud neni zndmé vazebné misto ¢i interakce POA-enzym.
Pandey et. al.”! Se zabyvali simulaci navazdni PZA/POA do PanD pomoci dockingu
s ndslednymi simulacemi molekularni dynamiky ziskanych komplext, které poskytly

nejisté vysledky.

2.4.5. DprEl

V nedavné dobé byl navrZzen dalsi potencialni enzymaticky cil pro design novych
antimykobakterialnich latek. Timto enzymem je dekaprenylfosforyl-B-D-ribosa oxidasa
(DprEl), ktera je esencidlnim flavoenzymem (s kofaktorem FAD) v biosyntéze

arabinogalaktanu!?® 7> 7

, zdkladni souc¢asti mykobakteridlni bunétné stény, jak bylo
popsano v kapitole 2.1.1. DprEl spole¢né s DprE2 (dekaprenylfosforyl-B-D-ribosa-2-
epimerasa) katalyzuji dvou krokovou epimerizaci dekaprenyl-fosfo-ribosy (DPR)
na dekaprenyl-fosfo-arabinosu  (DPA), ktera je prekurzorem pro syntézu
arabinogalaktanu a lipoarabinomannanu. DprEl katalyzuje prvni krok epimerizace,

oxidaci DPR na meziprodukt dekaprenyl-fosfo-2 keto-D-arabinosu (DPX) redukci FAD
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kofaktoru na FADH,. Déle je DPX redukovana NADH-dependentni DprE2 na DPA. Oba
tyto enzymy jsou esencialni pro rist buiiky a pieziti Mtb.'> 7

DprE1 se sklada ze 461 aminokyselin (AK) a tvoti dvé hlavni domény: 1) vazebna
doména FAD (AK 7-196 a 413-461) a 2) vazebna doména substratu (AK 197-412).7
V PDB mutzeme nalézt 19 zaznamtl vykrystalizovanych DprEl, at’ uz samotnych, ¢i
s ligandem. Blizko vazebné domény substratu se nachazi dvé povrchové smycky, které
by mohly byt zahrnuté do interakci s cytoplazmatickou membrénou, dal§imi proteiny
ucastnicimi se v biosyntéze DPA nebo se substratem DPR. U struktur bez ligandu se tyto
smycky nachézi ptfimo nad vazebnym mistem ligandu, nechavaji aktivni misto doSiroka
oteviené a mohou se tak chovat jako brana pro ligand. Tyto smycky se chovaji v zavislosti
na pfitomném inhibitoru, kdy miize dojit ke stabilizaci jedné, ¢i obou smycek.!?

Prvnimi potvrzenymi inhibitory mykobakteridlni DprEl1 byly latky
s benzothiazinonovym (BTZ) skeletem.” Bylo zji§téno, Ze tyto latky jsou aktivovany
redukci na nitroso derivaty’®, které se kovalentné vaz na Cys387 a zpiisobuji
kvantitativni a ireverzibilni inaktivaci.” ® Od té doby bylo popsano 15 novych
strukturnich typu inhibitord, viz Tabulka 3. DprE1 inhibitory miZzeme rozdé€lit do dvou
kategorii podle mechanismu Ucinku na ireverzibilni inhibitory, které tvoii s Cys387

kovalentni vazbu jako vyse uvedené BTZ, a kompetetivni nekovalentni inhibitory.

153



Tabulka 3. Pichled inhibitort DprE1 a jejich hodnoty MIC vaici Mtb. Pevzato z Piton et. al.'?

Kovalentni inhibitory

Nekovalentni inhibitory

Oznaceni Struktura ?:;/[C] Oznadeni Struktura ?:;/ﬁ
BTZ0437 . { TCAI” 53
NO, Cf\o ;/ N o
S N
) 0,002 ol 0,51
FsC =N
° O
PBTZ169 NO, TBA-73718! i
80 /C[S(Tm (1-4 azaindoly) &)
FoC I 0,0006 N 0,39
! N /\/OH
N
DNB1%2 on o Ty38¢c® b
H \©\o/ 0,69 (2- F30\©N\ Hﬁ 3.1
NO, karboxychinoxaliny) Nl
]
V1-9376% NG I@ 4-AQs* (latka-3) M
N
/©: 4 3,1 - HN 0,8
Br N ’ -N s
N o N—
3777908 PyrBTZ02%’ F N
ON (8-pyrrol-BTZ) Fm
=N * o L 034
NN | m/@‘N\
o Cl
BTO® NO, 1,2,4-Triazol s
/C[SHO 0.07 | obsahujici 1,4-BTZ QNLO 30
B ’ derivaty®® (Litka-6c) P
b ) O,
cBT* NO2 1,3-BTZ azid’! /g
S, o] (0]
: ij/ N3 o
FsC N N ) NO 4’2 S\(Q 0,47
\
FsC N
(o]
Benzothiazolylpyrim
idin-5- s o
karboxamidy®’ N/*H B 0,08
(litka-7a) N Ss
H
Pyrazolopyridony®*
0,1

latka-19 ARG o
( ) 87 OH/;©/

*[Coo = 0,48 UM
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3. KOMENTAR DOSAZENYCH VYSLEDKU

Vysledky uvedené v této disertacni praci byly publikovany formou dvou ¢lankt
v recenzovanych zahrani¢nich cCasopisech (P1, P2), jednoho c¢lanku odeslaného
do redakce (v oponentském fizeni, P3) a prezentovany na odbornych konferencich
formou plakatovych sdéleni ¢i prednasek.

Komentar bude prvotné¢ zaméfen na hodnoceni antimykobakterialni aktivity
a hledani vztahi struktury a antimykobakterialni aktivity. Podrobné syntetické postupy,
popis pouzitych metodik a analytickd data pfipravenych sloucenin jsou uvedeny
v ptislusnych ¢lancich tvorici prilohy P1-P3. Piiloha P4 obsahuje vysledky, které v dob¢

odevzdani disertacni prace nebyly publikovany.

3.1. Prehled pripravenych sloucenin

Celkem bylo ptipraveno 112 derivath PZA, z toho 102 dosud nepublikovanych
adeset diive pfipravenych jako meziprodukty, ¢i jako findlni produkty s jinou
zkoumanou aktivitou nez antimykobakterialni. Slou€eniny jsou rozdéleny do Ctyt sérii,
dle strukturnich typti (Obrazek 7). Série 1 a 2 byly pfipraveny za ucelem porovnani
pyrazin-2-karboxamidd substituovanych v poloze 3 pyrazinového jadra s dfive
pfipravenymi polohovymi izomery se substituenty v polohach 5 a 6. Série 3 byla navrZena
a pfipravena za Ucelem ptipravy lipofilnich derivati POA, které kombinuji mozné
ovlivnéni proteinu RpsA a strukturni obménu potvrzenych inhibitorti nové navrzeného
enzymatického mykobakteridlniho cile DprE1. Latky ze série 4 byly pfipraveny ke studiu

dalsi obmény substituentu v poloze 3 a doplnéni série latek ptipravenych v diplomové

0 0
N\ NM\ N\ N
— —
N R! N R’

n=0-7 n=0,1
série1ad série 2-4

praci®* autorky.

Obriazek 7. Obecné struktury pfipravenych latek
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Série 1 (P1)

Struktury R! R?
o) CH;-CsHyy -
N R’
AN N~
| H
=
N Cl 8 latek
N-alkyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidy
(0] CHs—CsHyy CH3—CsHy7
N R’
X N~
| H
= _R?
N N
H 22 latek
N-alkyl-3-(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidy
celkem 30 latek
Série 2 (P2)

Struktury R! R?
2-CH3 -
4-CH;
4-OCHj3

o 2,4-diOCH;3
2-Cl
N
N N 3-Cl
| H R’ 4-Cl
/ A
N 13 latek i’j 3%8
N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidy 2,F_ !
4-F
3-CF3
4-CF;
o) 2-CH; 2-CH3
N 4-CH; 4-CH;
| X N 4-OCHj3 4-OCHj3
H R1
P 2-Cl 2-Cl
N NH 3-Cl 3-Cl
4-Cl 4-Cl

) 3,4-diCl 3,4-diCl

R 2-F 2-F
10 latek 4-F 4-F
N-benzyl-3-(benzylamino)pyrazin-2-karboxamidy 4-CF; 4-CF;

celkem 23 latek

156



Série 3 (P3)

Struktury R? R!
H H
18 latek 2-OH
CH; 4-OCHz3
12 latek 2,4-diOCH3;
CsHy 2,5-diCH3

17 latek 4-C,Hs

o 4-F
R 2,4-diF
N 4-Cl
H

N
N
[ 3,4-diCl
—
N

COOR? 4-Br

5-F-2-CH3

3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylové kyseliny 2-CI-5-CH3
5-C1-2-OH
2-OH-5-NO»
4-NO,
3-CF;
4-CF;

celkem 47 latek
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Série 4 (P4)

Struktury R!
0 CsHi1—CgHiy
[ y
=
N" NH, 4 latky
N-alkyl-3-aminopyrazin-2-karboxamidy
H
'e) 2-OH
Nf}\ /@*“ 2,4-diOCH;
[ N N 2,5-diCH;
_ 4-CH,CHs
N NH; 8 latek 2,4-diF
3-amino-N-fenylpyrazin-2-karboxamidy 3,4-diCl
4-CF;
H
(0] 3-CF;
N 4-CH;
[ AN H@w 4-OCH;
_ 2,4-diOCH;3;
N NH; 8 latek 3,4-diCl
3-amino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidy 2-CH;
4-CF;

celkem 20 latek

3.2. Syntéza

Vychozi latkou pro ptipravu derivati N-alkyl- a substituovanych N-benzyl-3-
chlorpyrazin-2-karboxamidu (série 1 a 2) byl 3-chlorpyrazin-2-karbonitril, viz Schéma 2.
Tento nitril byl podroben alkalické hydrolyze za vzniku kyseliny 3-chlorpyrazin-2-
karboxylové. Kyselina byla dale pifevedena na chlorid plisobenim SOCI; za pfitomnosti
katalytického mnozstvi N,N-dimethylformamidu (DMF) v bezvodém toluenu.
Aminolyza chloridu kyseliny 3-chlorpyrazin-2-karboxylové probihala v bezvodém
acetonu s piisluSnym alkylaminem ¢i substituovanym benzylaminem a triethylaminem
(TEA) jako bazi. U tii latek typu N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidu (série 2;
R: 2-CHs, 4-CH3, 4-OCH3) vznikaly vtomto kroku zaroven finalni benzylamino
slouCeniny v dostatecném mnoZstvi pro izolaci. Aminodehalogenace N-alkyl- ¢&i

N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidi probihala s vyuzitim mikrovinného zafeni
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(MW) dle ptedeslych experimenti. Do specialni silnosténné zkumavky uzaviené septem
byl k N-substituovanému 3-chlorpyrazin-2-karboxamidu piidan piislusny alkylamin ¢i
substituovany benzylamin. Do smési byl pfidan pyridin, jako baze. Pfi porovnavani
vhodnosti bazi TEA a pyridinu bylo zjis§téno, ze TEA je v pfitomnosti mikrovinného
zafeni nestabilni.”> Rozkladné produkty TEA (piedev§im diethylamin) pak mohou
reagovat s vychozimi latkami a vytvafet tak nechténé vedlejsi produkty. Jako
rozpoustédlo byl pouzit methanol, ktery je svym dipélovym momentem vhodny pro
mikrovlnou syntézu a i pfi jeho teploté varu 64,7 °C mtize reakce v mikrovinném reaktoru
diky pretlaku auzavienému systému probihat za vysokych teplot, napt. 150 °C.
Podminky pro mikrovlnou syntézu byly zvoleny na zdkladé¢ dfive provedenych
experimentll. Reakce probihala za néasledujicich podminek: 150 °C, 30 min
(benzylaminy) nebo 1 h (alkylaminy), 100 W. Vytézky reakci N-alkyl-3-chlorpyrazin-2-
karboxamidii byly v rozmezi 40-64 % a pro N-alkyl-3-alkylpyrazin-2-karboxamidy 41—
98 %. V piipadé¢ N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidli se vytézky pohybovaly
v rozmezi 11-67 % a u N-benzyl-3-benzylpyrazin-2-karboxamidll v rozmezi 39-86 %.
U N-benzyl-3-benzylaminopyrazin-2-karboxamidii vzniklych jako vedlejSi produkty
pii kroku tvorby 3-chlor benzylamidi byly vytézky 14-26 % (pocitano z vychozi
3-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny).

(0]
N CN 1) NaOH, H;0 N COOH N
[ \:[ 2) HCl [ \:[ SOCl,, DMF, toluen [ A cl
~ ~ —
N Cl N Cl

N Cl
//NHZ,TEA, aceton

o}

N R N _R
[ fLH R-NH,, pyridin, MeOH [ \j\)km
-~

— —
N MW N e

O

N—R

H
Schéma 2. Piiprava derivati odvozenych od N-alkyl a N-benzyl 3-chlorpyrazin-2-karboxamidi.

Pro ptipravu 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylovych kyselin (série 3) byl
pouzit jako vychozi latka zakoupeny anhydrid pyrazin-2,3-dikarboxylové kyseliny, pro
syntézu nékolika latek byl pak tento anhydrid pfipraven zahfivanim pyrazin-2,3-
dikarboxylové kyseliny s anhydridem kyseliny octové, viz Schéma 3. Vychozi anhydrid
reagoval s ptisluSnym substituovanym anilinem v tetrahydrofuranu. Pro ukonceni reakce
byla pfidana voda a smés byla zneutralizovana nasycenym roztokem NaHCOs3. Methyl

apropyl estery byly pfipraveny s vyuzitim mikrovin v pfitomnosti methanolu ¢i
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propanolu s katalytickym mnozstvim H>SO4 za nasledujicich podminek: 120 °C, 20 min,
50 W. Vytézky kyseliny se pohybovaly v rozmezi 5898 %, methyl esterti v rozmezi 52—
76 % a propyl esterti v rozmezi 33—-85 %.

N COOH
‘ ~ AcZO
/
N COOH

) THF, substituovany anilin
2) H,0, NaHCO3

(ﬁ o ¢ iﬁ ¥

COOCH

Schéma 3. Ptiprava 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylovych kyselin a jejich methyl a propyl estert.

Série N-alkyl-3-aminopyrazin-2-karboxamidii a 3-amino-N-fenylpyrazin-2-
karboxamidil (série 4) vychazela z 3-aminopyrazin-2-karboxylové kyseliny, ktera byla
pfevedena na pfislusSny amid pomoci kaplingového ¢inidla 1,1'-karbonyldiimidazolu
(CD]) v dimethylsulfoxidu, viz Schéma 4. Toto ¢inidlo bylo pouzito z divodu lepsiho
zachézeni, zkraceni a zjednoduSeni kroku pfevodu kyseliny na amid. Vyuzitim CDI se
vyhneme ptipadné degradaci reakéni smési, ke které mize dochézet v priabéhu vzniku
chloridu, ¢asové narocnému Cisténi smési od piebytecného SOCI: a pouziti te¢kavého
toluenu. Pti reakci s CDI dochazi k aktivaci kyseliny (Obrazek 8), kterd je pak snadnéji
pfevedena na amid reakci s pfisluSnym alkylaminem ¢i substituovanym anilinem
v ptitomnosti mikrovin. Podminky pouzité pfi mikrovinné syntéze: 120 °C, 30 min,

100 W. Vytézky alkylamidl byly v rozmezi 42—67 % a anilidi v rozmezi 21-55 %.

[ ICOOH 1) CDI, DMSO [ fj\
2) alkylamin/substituovany anilin, MW

Schéma 4. Priprava N-fenyl a N-alkyl-3-aminopyrazin-2-karboxamidu.

EﬁNN

NH,

Obrizek 8. Struktura aktivované kyseliny
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3.3. Hodnoceni biologické aktivity

3.3.1. Antimykobakterialni aktivita

Ptipravené slouceniny byly podrobeny antimykobakterialnimu testovani in vitro
vuci Ctyfem mykobakteridlnim kmentim (pokud neni uvedeno jinak), jmenovité
Mycobacterium tuberculosis H37Rv CNCTC My 331/88 (Mtb), M. kansasii CNCTC My
235/80, M. avium CNCTC My 80/72 a rychle rostoucimu M. smegmatis CCM 4622.
Testovani probihalo pomoci mikrodilucni bujonové metody popsané v ptilohach P1-P3.
Vysledky mykobakterialni aktivity byly vyjaddieny jako minimalni inhibi¢ni koncentrace
MIC. Pro piehlednost je antimykobakterialni aktivita v této praci oznacena slovné jako:
nizka aktivita, MIC = 50-100 pg/ml; stiedni aktivita, MIC = 12,5-25 pg/ml; a vysoka
aktivita, MIC = 1,56-3,13pg/ml. Piehled nejaktivnéj$ich latek vici Mtb shrnuje
Tabulka 4.

3-Chlor a 3-alkylamino alkylamidy - série 1

0
N R’ N R’
AN N~ N N~
| H | H
— / _R2
N Cl

N

Nejvyssi aktivitu vacéi Mtb prokézaly tfi latky z podskupiny methylamida
s dlouhym alkylaminovym fetézcem, konkrétné hexyl-, heptyl- a oktylamino. Tyto
slouceniny vykazaly stfedni aktivitu, tj. MIC =25 pg/ml.

DalSsich sedm latek vykazalo nizkou aktivitu (MIC = 50 pg/ml). Z téchto latek
byla jedna latka v poloze 3 pyrazinového jadra substituovdna chlorem, zbylé¢ byly
alkylamino derivaty. Ke zvySovani aktivity dochazelo zpravidla pifi prodluzovani
alkylaminového fetézce. V amidové ¢asti byla optimalni substituce methylem, pii zdméné
za ethyl ¢1 vysSi alkyl aktivita klesala. Niz8i aktivitu miZeme pozorovat 1 v pripadé
nesubstituované amidové skupiny, kdy 1 latky s dlouhym alkylaminovym fetézcem,

6, dosahovaly nizké aktivity MIC =50 pg/ml.

pfipravené dfive dr. Jand’ourkem’
Pro studium vlivu polohy alkylaminového fetézce na pyrazinovém jadie muzeme latky
porovnat s polohovymi izomery p¥ipravenymi dr. Servusovou-Vanaskovou®’. Pokud se
oktylaminovy fetézec nachéazel v poloze 5 pyrazin-2-karboxamidu, antimykobakteridlni

aktivita byla MIC = 6,25 ng/ml, v ptipadé ptesunu do polohy 6 se aktivita zvysila na MIC
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= 1,56 pg/ml. Tyto izomery byly vSak testovany pii pH 5,6, pfi kterém derivaty PZA
vykazuji zpravidla vyssi aktivity (porovnani vysledkl testovani pfi rozdilnych pH bude
diskutovano u série 4). Tento fenomén byl studovan Huang et. al.”8, kdy pfi nutriénim
hladovéni a nizsich hodnotach pH dochézelo ke zvySovani aktivity PZA. N-Alkyl-3-
chlorpyrazin-2-karboxamidy byly testovany pouze vi¢i Mtb. Ctyii latky z podskupiny
ehtylamidi s alkylaminovym fetézcem Cs—Cs vykézaly nizkou aktivitu, MIC = 50 pg/ml,
vuci kmeni M. avium. Aktivita vici M. kansasii nebyla prokazana. Tato série nebyla

testovana vii¢i rychle rostoucimu M. smegmatis.

3-Chlor a 3-benzylamino benzylamidy — série 2
0O
N N
~ N N N
saacENsans!
= =
N Cl N NH

V ramci substituovanych N-benzylamin-3-chlorpyrazin-2-karboxamidi projevila
mirnou antimykobakteridlni aktivitu vici Mtb pouze jedna latka s 4-OCHj3 substituci
na fenylovém jadie, jejiz hodnota MIC byla 25 pg/ml. V porovnani s polohovymi

izomery, 6-Cl &i 5-Cl substituce pyrazinového jadra®- 1%

, vV ptitomnosti chloru v poloze
3 dochézelo k poklesu ¢i vytraceni aktivity. Naptiklad u vySe uvedené slouceniny
s 4-OCH3 substituentem na fenylovém jadie, 5-Cl polohovy izomer vykdzal aktivitu
MIC = 25 pg/ml a 6-Cl polohovy izomer MIC = 6,25 pg/ml.*”® 6-Cl a 5-C1 derivaty byly
testovany pii pH 6,0. Nahrazenim chloru za benzylamino skupinu, kdy obé fenylova jadra
obsahovala stejné substituenty, dochazelo zpravidla ke zvySeni aktivity. Nejucinngjsi
benzylamino slouceniny byly latky s 2-CH3 a 3,4-diCl substituci na fenylovém jadie
s MIC = 12,5 pg/ml. Mirnou aktivitu, MIC = 25 pg/ml, vykazala sloucenina s 4-CH3
substituentem. Latky neprokazaly aktivitu va¢i M. kansasii €1 M. avium. Pii testovani

vuci M. smegmatis projevilo nizkou aktivitu pét latek, jejich MIC dosahovala hodnot

125 pg/ml.
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3-Fenylkarbamoyl kyseliny a jejich estery — série 3

O /©
R1
N
N N
| H
—
N

Ze série derivati POA se zvySenou lipofilitou vykazalo antimykobakteridlni

COOR?

aktivitu viaci Mtb pouze nékolik sloucenin. Latky se substituci fenylu 2-OH a 4-Br
prokazaly nizkou aktivitu s MIC = 50 ug/ml. Nejucinnéjsi latka byla substituovana 4-NO»
skupinou na fenylovém jadie. Tato latka vykézala vysokou aktivitu MIC = 1,56 pg/ml.
Dalsi zvySeni lipofility pfevedenim pfislusné kyseliny na methyl ¢i propyl ester
nepfineslo ocekavané zvySeni aktivity. Vyjimku tvofil propyl ester s 4-CF; substituci
fenylového jadra, ktery vykéazal vysokou aktivitu MIC = 3,13 pg/ml oproti plivodni
kyseling, ktera aktivni nebyla (testovano do vySe 100 pg/ml). V piipad¢é slouceniny
s 2-OH substituci fenylu zistala antimykobakteridlni aktivita stejna jak u kyseliny, tak
iupropyl esteru (MIC = 50 pg/ml). Sloueniny z této série nebyly v testovanych

koncentracich (do vysSe 100 pg/ml) aktivni vaci M. avium, M. kansasii, ani vici

M. smegmatis.

3-Amino alkylamidy, anilidy a benzylamidy — série 4

(0] (0] (0]
R'I
N _R! N N
~ N ~ N ~ N
| H | H S| H
/ = =
N NH, N NH, N NH,

Soucasti této série jsou alkylamidy, anilidy a dfive pfipravené benzylamidy
kyseliny 3-aminopyrazin-2-karboxylové. Z ptedeslych zkuSenosti s G€innosti sloucenin
s delSim alkylovym fetézcem byly pfipraveny latky o délce Cs—Cs. N-Heptyl a N-oktyl
amidy vykazaly nizkou antibakteridlni vaci Mth s MIC = 50 pg/ml. Jako nejucinngjsi
latka se projevil 3-amino-N-hexylpyrazin-2-karboxamid, jehoz hodnota MIC byla
12,5 pg/ml. 1 ze skupiny anilidii vykazaly dv¢ latky mirnou aktivitu s MIC 50 pg/ml, a to
latky s 3,4-diCl a 3-CF3 substituci fenylového jadra. Z diivodu uceleni série 3-amino
derivati je do diskuze zahrnuta i1 série benzylamidi, které byly pfipraveny v rdmci
diplomové prace. Tyto latky byly ptivodné testovany za pouziti Sulova média s pH 5,6,
kdy nejaktivnéjsi latka se substituci fenylu 3,4-diCl skupinou vykézala
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antimykobakterialni aktivitu va¢i Mtb MIC = 6,25 pg/ml. Déle pak latky s 2-CHj
a 4-CF; substituci prokézaly mirnou aktivitu, MIC = 25 pg/ml a latky s 4-CHj
a 3-CF3 nizkou aktivitu, MIC = 50 pg/ml. Pro nalezité porovnani vlivu substituce
amidové ¢asti byly znovu otestovany v Middlebrookoveé médiu pii pH 6,8. Pti vyssim pH
vykéazaly aktivitu pouze dvé latky, a to latky s3-CFz a 4-CF; substituci, obé
s MIC =50 pg/ml. Nizkou aktivitu va¢i M. avium vykdzala pouze jedna latka, a to
3-amino-N-oktylpyrazin-2-pyrazinkarboxamid s MIC = 50 pg/ml. Tato latka prokazala
1 mirnou aktivitu vici kmeni M. kansasii, MIC = 25 ng/ml. VU¢i M. kansasii vykazala
nizkou aktivitu (MIC = 50 pg/ml) i latka s heptylamidem. Ostatni byly v testovanych
koncentracich neucinné. Pii testovani aktivity vii¢i M. smegmatis se jevila nejvic aktivni
latka s 4-CF;3 substituci anilidu s hodnotou MIC = 31,25 pg/ml. N-Heptyl a N-oktylamid
vykazaly vici M. smegmatis nizkou aktivitu s MIC = 62,5 pg/ml.
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Tabulka 4. Prehled nejucinnéjSich latek viici Mtb a zjisténa cytotoxicita na HepG2 bunééné linii (pokud

neni uvedeno jinak).

Struktura R! R? MIC [pg/ml] ICso [uM]
i CH CeH 25 >100*
Ny N/R1 3 6Hi3 (106 uM)
[ H 25
= _R? > *
N N CHs C/His (100 uM) 100
25
CH CsH >100*
3 sHi7 (95 uM)
o)
N 25
AN 4-OCH - .t.
[ IL HA@” ot (90 M) "
NG
0 12,5
_ - ’ >
[ij\m ) 2-CH3 2-CH; (36 uM) 250
N" NH
25
4-CH 4-CH .t
CH3; CH3 (72 IJM) n.t
R2
) . 12,5
i} ; >
3,4-diCl 3,4-diCl (27 uM) 100

i /©
R 1,56
4-NO H >750
=
N

COOR?
3,13
4-CF H ’ 252.4
CF3 Cs;H5 (10 uM) ,

(0]
N _R! 12,5
X N CeH - ’ 388,8
[ ﬁ” o (56 M)
=
N NH,
I ©R1
N N 2,4- - 12,5 ~50
[ i
=
N NH,

diOCH; (46 uM)
0,1-0,2

INH - - 0715 uM) nt.

PZA - - 100 (812 uM) nt.

POA - - 100 (806 M) n.t.

* latky byly testovany na HeLa a Vero bunécnych liniich
n.t. - netestovano
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3.3.2. SAR

0
N R’
AN N~
| H
—
N R2

- pro R? vieobecné plati:
o zameéna chloru za amin ¢i substituovanou aminoskupinu vede ke zvyseni
aktivity
o substituce karboxylem vede témét k vymizeni uc¢inku, tvorbou esteru
nedochazi ke zvySeni aktivity
- pro R! nebyl pozorovan vyrazny rozdil v aktivitach pfi substituci alkylem, benzylem
¢i fenylem
- chlor v poloze 3 pyrazinového jadra
o alkylamidy stejné aktivni jako benzylamidy
- zéména chloru za amino
o ualkylamidt dochazi ke zvySeni aktivity
o ubenzylamidi se aktivita nelisi
o aktivita vzrusta v potadi benzylamid > alkylamid > anilid
- substituce amino skupiny
o vede pfevazné ke zvySeni aktivity
o benzylamino U¢inngj$i nez alkylamino
o ualkylamino preference methylamidové skupiny, pii prodluZzovani
aktivita klesa
o ualkylamidi se aktivita neliSi v porovnani s 3-NHb> substituci
o ubenzylamidl aktivita vzristd v porovnani s 3-NH> substituci
- u alkyl substituce obecné plati, Ze latky s delSim alkylovym fetézcem vykazuji vyssi
aktivitu (C¢—Cs)
- u substituce benzylu a fenylu projevovaly aktivitu pievazné slouceniny s elektron
odtahujici skupinou — nejc¢astéji 3,4-diCl a CF3 v poloze 3 nebo 4

- vztahy jednotlivych struktur jsou graficky znazornény ve Schématu 5

166



o} 0 o o
N Alk N Alk N Bzl N Bzl
= N~ = N~ x N RN N
.|
\ H G || H & o— H o) || H
/ P P g
N N-Alk N cl N ci N N-Bzl
H H
\\ 0 \\ o /

N Alk N Bzl
RN N~ N N~ z
| H —— | H
o o
N NH, N NH,
\ 0 /
N Ph
X N
\ H
-
N~ NH,

o]

N Ph
-~ N/
\ H
/
N

COOH

Schéma 5. Grafické znazornéni vztahti antimykobakteridlni aktivity vici Mtb jednotlivych struktur.
Cervenou barvou jsou ozna¢eny substituce v amidové &asti, modrou pak v poloze 3 pyrazinu. Barva §ipek
uréuje obménénou ¢ast molekuly a Sipky jsou orientovany ve sméru zvySovani aktivity vlivem prislu§né

substituce.

3.3.3. Antibakterialni aktivita

Pfipravené slouCeniny byly testovany vici osmi klinicky vyznamnym
bakteridlnim kmentim. Do testovani byly zahrnuty ¢tyfi G+ a ¢tyfi G- kmeny. PouZita
metodika a testované kmeny jsou popsany v ptilohach P1-P3.

Mezi testovanymi slouceninami byly nalezeny latky U¢inné predevSim vuci
G+ kmentim. Vyjimku ptedstavuji dvé latky, které vykézaly nizkou aktivitu vici G-
Pseudomonas aeruginosa - propyl 3-((4-bromfenyl)karbamoyl)pyrazin-2-karboxylat ze
série 3 s MIC = 250 umol/l a 3-amino-N-(4-ethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid ze série 4
s MIC = 125 pmol/l. Slouceniny vykazovaly aktivitu pfevazné vici ttem G+ kmeniim —
Staphylococcus aureus, methicilin rezistentnimu S. aureus (MRSA) a S. epidermidis.
Vci ¢tvrtému testovanému G+ kmeni, Enterococcus spp., projevila aktivitu latka ze série

4, konkrétné¢ 3-amino-N-(2,5-dimethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid, ktery vykazal
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aktivitu MIC = 31,25 pmol/l. Piehled hodnot nejaktivnéjSich latek vici kmenim
S. aureus, MRSA a S. epidermidis je uveden v Tabulce 5.

Pro antibakteridlni aktivitu vici S. aureus v ramci pripravenych latek plati
nasledujici. N-alkyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidy neprojevily aktivitu. Zaménou 3-Cl
za 3-NH> dochazi ke zvyseni aktivity na mirnou (MIC = 62,5 250 pmol/l), prodlouzenim
na alkylamino se aktivita neméni. Zaménou alkylu za benzyl v amidové casti (3-Cl
derivaty) dochazi ke zvySeni aktivity, kdy latka se 2-Cl substituci na fenylu vykazala
vysokou aktivitu MIC =7,81 umol/l. U benzylamidi se zménou z 3-Cl na 3-benzylamino
substituci aktivita zistdva zachovana, v ptipadé 3-NH; derivatd se aktivita vytraci.
Zaménou benzylamidu za anilid u 3-aminopyrazin-2-karboxyamidi dochéazi ke zvySeni
aktivity, nejucinnéjsi latka s vysokou MIC = 7,81 umol/l. V ptipadé vymény 3-NH;
za COOH skupinu u anilidii dochazi ke snizeni aktivity.

3-substituované N-alkylpyrazin-2-karboxamidy nevykazaly aktivitu viici MRSA.
Zménou alkylu za benzyl dochazi ke zvySeni aktivity na nizké hodnoty MIC = 62,5—
250 umol/l. N-benzylpyrazin-2-karboxamidy substituované v poloze 3 NH: skupinou
byly neaktivni. U N-alkyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidi zménou Cl za NH> skupinu
dochazi ke zvyseni aktivity na nizké hodnoty MIC. Zaménou alkylamidu za anilid aktivita
vzrista. 3-Amino-N-((4-trifluormethyl)fenyl)pyrazin-2-karboxamid vykazal vysokou
aktivitu s MIC = 1,95 umol/I. Tato latka byla nésledné pfetestovana na noveé zakoupeném
kmeni (ATCC 29213, CCM 4223), kdy se tato vysoka aktivita nepotvrdila a klesla na
MIC = 125 pmol/l (plati 1 pro aktivity vac¢i S. aureus a S. epidermidis). Derivaty 3-
(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylovych kyselin nebyly aktivni.

VUci S. epidermidis vykéazalo aktivitu pouze nékolik latek. Alkylamidy s 3-Cl
substituci byly neaktivni, zdménou za NH> skupinu se objevila nizka vristajici aktivita
s prodluzujicim se fetézcem alkylamidu a dalS§im prodlouZenim na alkylamino ziistava
aktivita nizk4. Prevedenim N-alkyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidii na benzylamidy
dochazi ke zvySeni na stfedni hodnoty MIC. Zaménou Cl v poloze 3 za NH; ¢i
benzylamino skupinu se aktivita benzylamidi vytraci. V rdmci N-substituovanych
3-aminopyrazin-2-karboxamida nejvyssi aktivitu vykazaly anilidy, kdy nejucinné;si latka
vykazala vysokou aktivitu MIC = 7,81 pmol/l. Derivaty 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-

karboxylovych kyselin nevykazaly viici S. epidermidis zadnou aktivitu.
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Tabulka 5. Prehled nejaktivnéjSich latek vici kmentim S. aureus (SA), MRSA a S. epidermidis (SE)
s vysledky cytotoxicity na HepG2 bunécné linii.

MIC 1/1 IC
Struktura R! R? [wmol/l] %
SA MRSA SE [umol/1]
4-CHs - 125 >500 500 n.t.

Q 4-OCH; - 31,25 125 250 n.t.

“%N 2.4
H e - 12 > > t.
[N/ . A@“‘ diOCHs, > 500 500 n
2-Cl ] 7.81 500 15,62 847.2
R? 2.4-diCl - 125 250 125 nt.

3,4-diCl - 62,5 250 31,25 n.t.
4-CF3 - 31,25 500 62,5 n.t.
4-OCH; 4-OCHs3 15,62 62,5 > 500 >100
4-CF; 4-CF; 62,5 > 500 > 500 n.t.
O
N R’
[ %H/ CsHiz - 62,5 62,5 62,5 n.t.
Nt NH,
0 /@*R‘ C,Hs - 125 > 500 > 500 >250
N%N 2,5- i >125 125 >125 n.t
[ P H diCH; -
N NH, 3,4-diCl - 15,62 15,62 7,81 n.t.
4-CF3 - 7,81/62,5 1,95/125 15,32/62,5 41,4
Pen 0,2 62,5 3.9 n.t.
Neom 1,95 0,98 7,81 n.t.
Bac 7,81 7,81 15,62 n.t.

n.t. - netestovano

3.3.4. Antifungalni aktivita

Pro testovani antifungalni aktivity bylo vyuZito osm klinicky vyznamnych kment
hub. Pouzita metodika a testované kmeny jsou uvedeny v ptilohach P1-P3.

Nejvice latek, které vykéazaly antifungédlni aktivitu, bylo aktivnich vici
Trichophyton mentagrophytes. Utinné latky prokazaly nizkou aktivitu MIC = 62,5—
250 umol/l. VSeobecné u alkyl derivath aktivita vzriistala s prodluzujicim se fetézcem od
Cs do Cs. Ze skupiny 3-amino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidu (série 4) vykazaly nizkou
aktivitu latky s CHs a CF; substituenty na fenylovém jadre. Pfi vypusténi methylenového
mustku za vzniku anilidii dochazi témét k vymizeni aktivity, kdy nizkou aktivitu vici
T. mentagrophytes vykazala pouze jedna latka s nesubstituovanym fenylem.

V sérii N-substituovanych 3-aminopyrazin-2-karboxamidi byla nalezena aktivita
viiéi rodu Candida. Ctyfi derivaty typu 3-amino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidu (R: H;
4-CHs; 3-CF3; 4-CF3) vykdzaly nizkou aktivitu MIC = 250 pmol/l, kterd vynechanim
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methylenového miustku v pfipad¢ téchto anilidli vymizela. Naopak u latek s elektron
donorovymi substituenty 4-OH a 4-C>Hs doslo ke zvySeni aktivity viici Candida albicans,
u 4-OH skupiny se MIC zvysila na 125 umol/l a v ptipad¢ 4-C,Hs substituentu latka
vykézala vysokou aktivitu s MIC = 7,81 umol/l.

Dale se u vyse zminénych sérii objevovaly i1 ojedinélé aktivity vici ostatnim
kmenim, které¢ jsou popsany v jednotlivych ptilohach. U derivati 3-substituovanych
N-benzylpyrazin-2-karboxamidii a 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylovych kyselin
(série 3) nebyla v testovanych koncentracich (obvykle do 500 pmol/l) nalezena zadna

antifungélni aktivita.

3.3.5. Cytotoxicita

Nejucinngjsi latky byly podrobeny zkoumani in vitro cytotoxicity. Cytotoxicita
latek ze série 1 byla zkoumana na HeLa a Vero bunécnych liniich. Vysledky byly
vyjadieny jako minimalni koncentrace, ktera zpisobovala mikroskopicky detekovatelné
zmény v bunééné morfologii (MCC). U latek nebyla prokazana cytotoxicita do vyse
testovanych koncentraci 100 umol/l, pouze u jedné latky byla nejvyssi testovana
koncentrace 4 umol/l z divodu Spatné rozpustnosti. Cytotoxicita u ostatnich testovanych
latek byla zjisStovana na HepG2 bunécné linii. Pouze jedna latka ze série 4, 3-amino-N-
(4-trifluormethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid, = vykazala  vysokou  cytotoxicitu
ICs0 = 41,4 umol/l, ostatni latky neprokazaly vyznamnou cytotoxicitu. Pfehled vysledki
testovanych latek s vypocitanym indexem selektivity (SI) zobrazuje Tabulka 6. SI byl
vypocitan dle vztahu SI= ICso/MIC, kdy hodnota MIC reprezentuje biologickou aktivitu
vuci Mtb, S. aureus, MRSA ¢i C. albicans (konkrétné uvedeno v tabulce u jednotlivych

latek).

3.3.6. Antivirova aktivita

Latky ze série 1 byly testovany vuci riznym DNA a RNA virim ve spolupraci
s Laboratofi virologie a chemoterapie Rega Institutu KU v Lovani. Skupina testovanych
virti obsahovala klinicky vyznamné patogeny, napt. HIV, ¢i virus chfipky. Podrobny
seznam kmen®i a popis metodiky je uveden v piiloze P1. Zadna latka neprokazala

antivirovou aktivitu v testovanych koncentracich do vyse 100 umol/l.
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Tabulka 6. Piehled testovanych latek na cytotoxicitu na HepG2 bunécné linii spolu s hodnotami ICs a SI.

Struktura R! R? I1Cso [umol/l] SI
2-Cl - 8472 108 2
Série 2 2-CH; 2-CH; >250 >10"
4-OCHj; 4-OCH3 >100 >6?
3,4-diCl 3,4-diC1 >100 >4
Série 3 4-NO, H >750 >150°
4-CF; C;H5 2524 24°
CeéHis - 388.8 7%
Série 4 4-C,Hs - >250 32¢
2,4-diOCH;3 - >50 >]1°
4-CF; - 41,4 80/0,32¢

2 yypocitano z antibakteridlni aktivity vii&i S. aureus; ® vypoéitano z antimykobakteridlni aktivity [umol/1]
vi&i Mtb; © vypocéitano z antifungalni aktivity vii€i C. albicans; ¢ vypoditano z antibakterialni aktivity vici
MRSA/vypocitano z aktivity po piretestovani

3.3.7. Herbicidni aktivita

U sloucenin ze série 1, N-alkyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidy a N-alkyl-3-
(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidy, byla doplikové zkoumdna herbicidni aktivita na
zékladé vysledkt strukturng podobnych diive publikovanych sloudenin.’® 101192 Toto
testovani probihalo ve spolupraci s Chemickym tustavem a Katedrou environmentalni
ekologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Komenského v Bratislavé. U latek byla
zjiStovana inhibicni aktivita fotosyntetického elektronového transportu (PET)
v chloroplastech Spenatu. Vysledky byly vyjadfeny jako koncentrace latky zplsobujici
50% inhibici PET — ICso. Pouzita metodika je podrobné popsana v ptiloze P1.

Aktivita vzristala s naristajici délkou fetézce, zpravidla Cs;—Cs. V pfipadé
symetrickych N-alkyl-N-(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidi aktivita vzristala do délky
fetézce Cs, s dalSim prodluZzovanim fetézce dochazelo k poklesu aktivity. U methyl
a ethylamid aktivita vzristala do délky alkylaminového fetézce C7, v ptipadé N-methyl-
3-(oktylamino)pyrazin-2-karboxamidu se aktivita nezménila a u N-ethyl-3-
(oktylamino)pyrazin-2-karboxamidu doslo ke sniZeni aktivity. Jako nejaktivnéjsi latka se
projevil N-ethyl-3-(heptylamino)pyrazin-2-karboxamid s hodnotou ICsp = 48 pmol/l,
ktery ovSem nepiedcil pouzity standard 3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylureu (DCMU;
ICs0 =2 pmol/l).
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3.4. Docking

V poslednich letech se docking stal soucasti zakladnich metodik pouzivanych pfi
designu, vyvoji a hledani struktur s potencialni biologickou aktivitou. S rozsifujicim se
mnozstvim vykrystalizovanych enzymti v komplexu s i€¢innymi inhibitory, které jsou
pfistupné z PDB databdze, miizeme docking vyuzit i pfi hledani mozného mechanismu

ucinku aktivnich latek.

3.4.1. Enoyl-ACP reduktasa

Na zéklad¢ diive provedené¢ho molekularniho dockingu, byly jako mozné InhA
inhibitory navrzeny i latky struktury N-benzylpyrazin-2-karboxamidu.®’” U téchto PZA
derivati byla ptedpoviddna tvorba H-mistku mezi karbonylovym O karboxylové
skupiny, Tyr158 a 2’-OH ribosy kofaktoru NAD", coz je typicka interakce pro vétSinu
InhA inhibitori odvozenych od TCA.>

Slouceniny zahrnuté do této dockingové studie byly latky ze série 2, N-benzyl-3-
(benzylamino)pyrazin-2-karboxamidy. Tyto latky byly vybrany z diivodu studia vlivu
pozice sousedicich dvou objemnych substituentii na pyrazinovém jadie a jejich moznosti
umisténi do aktivniho mista InhA obdobnym zpisobem jako mens$i PZA derivaty
s jednim arylovym substituentem. Dockingova studie byla provedena na latce, kterd
prokézala nejvyssi antimykobakteridlni aktivitu, a to na latce s 3,4-diCl substituci
fenylového jadra. Ke studiu byly pouzity rizné konformace InhA, lisici se ve velikosti
kavity aktivniho mista, kterd je tvofena vysoce flexibilni substrat-vazajici smyckou.
Nebylo ptekvapenim, ze studovanéd latka nezapadala do uzaviené konformace InhA
(PDB: 2X23 a 3FNF) a neprokézala ocekavané interakce ligandu s receptorem. Naopak
pii pouZiti oteviené konformace InhA (PDB: 4R9S, 4TZK a 5G0S) se latka vazala dvéma
riznymi  vazebnymi mody (Obrazek 9) sdokovacim skére podobnym
vykrystalizovaného ligandu a vykézala interakce typické pro InhA inhibitory. V prvnim
vazebném modu (Obrazek 9A) byla latka orientovana podobné jako diive studované
N-benzylpyrazin-2-karboxamidy, kdy amidovy vodik (donor) tvotil H-mistek se sirou
Met199 (akceptor). V druhém vazebném modu (Obrazek 9B) byl akceptorem H-mustku
N-1 pyrazinového jadra, pficemz karboxylovy kyslik byl k dispozici pro tvorbu
intramolekularniho H-mistku s NH skupinou benzylaminové ¢asti molekuly. Tento
intramolekularni mustek byl pfitomen ve vSech nizkoenergetickych konformacich

studované latky.
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Ackoliv na zaklad¢ té€chto in silico dockingovych vysledki nemizeme potvrdit
inhibici InhA jako mechanismus Uc¢inku této latky, prokazali jsme, Ze i takto stericky

objemné derivaty jsou schopné napodobit pozu a interakce zndmych InhA inhibitort.

A ’ NAD1270 B \_\___(_L\’,s “
A X y =
\
\

Met199 )

/“\ A

Obrazek 9. Pfedpovidané vazebné mody pro latku 9a z P2. A) Pifedpovidany prvni vazebny mod, PDB:
5GO0S; B) Piedpovidany druhy vazebny mod, PDB: 4TZK

3.4.2. DprEl
Substituované 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxamidy ze série 3 byly

pfipraveny jako strukturni obména DprEl inhibitort s 2-karboxychinoxalinovym
skeletem.!® Na rozdil od ptedlohovych sloucenin se pfipravené derivaty lidi absenci
druhého  aromatického  jadra s trifluormethylovou skupinou a  zaménou

methylenaminového miistku za karboxamidovy, viz Obrazek 10.

FiC N _COOH N _COOH
N N
| H
e P N
NN N
H R R
R: 0

. 4-OCH;  4-Cl
MIC 3.4pM 3.1 uM
ICsy 0.041pM  0.050 uM

Obrazek 10. Porovnani struktury diive ptipravenych 2-karboxychinoxalinti se

strukturou 3-fenylkarbamoyl kyselin.

Latky byly dokovany do PDB struktury 4P8N, popis metodiky je uveden v P3.
Ptedpovidané pozy studovanych latek byly vyhodnocovany s ohledem k pozici
a interakcim ptvodniho vykrystalizovaného ligandu s receptorem. Za uspésné byly
povazovany latky na zdkladé kombinace nejlepSiho dokovaciho skore, podobnosti
interakci vzhledem k ptivodnimu ligandu a ptekryvu s plvodnim ligandem.
Tyto podminky splitovalo osm latek. Pyrazinové jadro je v ptekryvu s pyrazinovou ¢asti
chinoxalinu, kdy pyrazinovy N-1 vytvaii interakci s Lys418 a pyrazinové jadro je

stabilizovdno C-H/n interakcemi s Val365 a Glyl17, jako uplvodniho ligandu.
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Karboxylova skupina se vaze karbonylovym kyslikem k postrannim fetézcim Lys418
a Tyr60 a hydroxylova Cast interaguje s postrannim fetézcem Arg325. Anilidova Cast
molekuly je orientovéana také jako ptiivodni ligand, kdy dochazi k drobné odchylce v misté
-CONH- skupiny, pficemz fenylové jadro je opét v piekryvu s fenylem ptivodniho
ligandu. Dokovaci skoére pivodniho ligandu bylo -8.73 kcal/mol, zatimco nejvyssi skore
ze studovanych latek v hodnot¢ -7.28 kcal/mol méla latka s 2,4-diOCHj3 substituci. Pokud
porovname hodnoty efektivnosti ligandu (LE), vypocitané dle dokovaci skore/pocet
tézkych atomu, méla tato latka lepsi LE = -0,33 nez byla hodnota LE ptivodniho ligandu
(LE =-0,31). Nejlepsi latka podle hodnot LE byla latka s 4-Br substituci s LE = -0,36.
U této latky byla také viditelna C—H/zn interakce s FAD kofaktorem, jako u piivodniho
ligandu, viz Obrazek 11A. Latka s4-NOz substituci, kterd projevila
nejlepsi antimykobakterialni aktivitu, méla dokovaci skore -6.96 kcal/mol a LE = -0.33,
Obrazek 11B. Jak jiz bylo zminéno vySe, v porovnani s puvodni strukturou
2-karboxychinoxalind, nahrazenim -NH-CHb»- spojovaciho mustku za -CONH- skupinu
nedoslo k radikalni zmén€ vazebného modu. Na druhé stran€, ztrata prikondenzovaného
aromatického jadra, spolu s objemnym lipofilnim CF3 substituentem, se jevi jako mozné

vysvétleni ztraty antimykobakteridlni aktivity. Pravdépodobné je potieba objemného

lipofilniho substituentu, ktery vyplni lipofilni kavitu.

Obrazek 11. A) Predpovidany vazebny mod pro latku s 4-Br substituci (latka 11 z P3, tmavé rizova)
v porovnani s puvodnim ligandem (oranzova); B) Predpovidany vazebny moéd latky s 4-NO, substituci

[aoys

(latka 16 z P3, rtizova), ktera byla nejaktivnéjsi latkou vaéi Meb.
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4.7ZAVER

V ramci teoretické Casti této disertacni prace byl popsan soucasny stav a vyvoj
epidemiologie tuberkulézy. Dale byly zminény rezistentni formy onemocnéni, které
spolu s koinfekci HIV 1écbu tuberkulézy znacné komplikuji. Nasledné byl uveden
piehled pouzivanych antituberkulotik prvni linie, stru¢ny souhrn antituberkulotik druhé
linie a latek schvélenych ke kombinaéni 16¢bé v nedavné dobs. Usttedni molekulou této
disertacni prace bylo antituberkulotikum prvni linie, pyrazinamid, proto jeho ptisobeni na
mykobakterie byla vénovéna samostatnd kapitola. Posledni kapitolu tvofil piehled
potencialnich enzymatickych/proteinovych cilii pro design a vyvoj novych derivati
pyrazinamidu.

Naplni experimentalni ¢asti prace byla syntéza derivati pyrazinamidu
modifikovanych v polohdch 2 a 3. Obména amidové ¢asti byla zameétena na alkyl, benzyl
a fenyl substituci. V poloze 3 se nachazel chlor, aminoskupina ¢i sekundarni amin
substituovany alkylem, nebo benzylem. Pfipravené latky byly rozd€leny do ¢tyt sérii dle
strukturnich typ: 3-chlor a 3-alkylamino-N-alkylpyrazin-2-karboxamidy (série 1,
30 latek), 3-chlor a 3-benzylamino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidy (série 2, 23 latek),
3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylové kyseliny a estery (série 3, 47 latek)
a N-substituované 3-aminopyrazin-2-karboxamidy (série 4, 12 latek).

Série 1 a 2 byly piipraveny jako polohové izomery diive piipravenych latek
s dobrou antimykobakterialni aktivitou a ke studiu prostorového uspotradani sousedicich
objemnych substituentli. Série 3 byla navrzena ke zvySeni lipofility pyrazinkarboxylové
kyseliny a jako modifikace potvrzenych inhibitori enzymu DprEl (zapojeného do
syntézy arabinogalaktanu mykobakteridlni bunécné stény). Série 4 navazovala
na pfedchozi diplomovou praci autorky. Tyto latky tak byly pfipraveny k uceleni série
derivat 3-aminopyrazin-2-karboxamidu.

Ptipravené slou¢eniny byly studovany pfedevsim na antimykobakteridlni aktivitu
vici Ctyfem mykobakteridlnim kmentim, jmenovité Mycobacterium tuberculosis H37Rv,
3-((4-nitrofenyl)karbamoyl)pyrazin-2-karboxylovd kyselina, ktera vykazala vysokou
aktivitu MIC = 1,56 ng/ml vici Mtb. A€koliv tato latka obsahuje potencialné toxickou

aromatickou NO; skupinu, pfi testovani cytotoxicity na HepG2 bunécné linii neprokazala

vvvvvv
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byla vSak série substituovanych N-benzyl-3-(benzylamino)pyrazin-2-karboxamidii (¢ast
série 2), kdy z 23 latek vykazaly stfedni aktivitu (12,5-25 pg/ml) vici Mtb tii latky.
Pokud porovndme sérii 1 a2 (substituent v poloze 3) s dfive pfipravenymi 5 a 6
polohovymi izomery, pii pfesunu substituentu zpolohy 6 nebo 5 do polohy
3 pyrazinového jadra, dochdzi ke snizeni antimykobakterialni aktivit. Naopak na rozdil
od 5 a 6 polohovych izomert, které nevykdzaly zpravidla zddnou antibakterialni
a antifungalni aktivitu, u derivata substituovanych v poloze 3 se tyto aktivity objevuji.
V piipadé nékterych latek byly antibakterialni aktivity dokonce srovnatelné s pouzitymi
standardy. Na zéklad¢ dostupnych dat z antimykobakterialniho testovani byly vyvozeny
a diskutovany vztahy mezi strukturou a a¢inkem v rdmeci sloucenin prezentovanych v této
praci.

Dale byly piipravené latky testovany vic¢i osmi bakterialnim a osmi fungalnim
kmentiim. A¢ bylo toto testovani provadéno doplikové pro vytvoieni uceleného obrazu
antimikrobni aktivity, mezi pfipravenymi sériemi bylo nalezeno nékolik velice slibnych
latek pro podrobnéjsi studium ¢i naslednou modifikaci struktury za Ucelem zvySeni
aktivity. Nejslibnéjsi latkou byl 3-amino-N-(4-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamid
ze série 4, ktery vaci MRSA vykazal vysokou aktivitu MIC = 1,95 pmol/l, coz piedcilo
i standardy penicilin V a bacitracin. OvSem po dal§im pfetestovani na noveé zakoupenych
kmenech se tato aktivita nepotvrdila. V sérii 4 byla nalezena i latka 3-amino-N-(4-
ethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid se vysokou aktivitou vO¢i Candida albicans
MIC = 7,81 umol/l. Na zaklad¢ vysledki diive ptipravenych derivati pyrazinamidu byla
u &asti latek zkoumaéna i antivirova a herbicidni aktivita. Zadn4 z testovanych latek
nevykazala vyznamnou aktivitu.

Vybrané latky byly déale studovany pomoci in silico dockingu pro mozny navrh
mista jejich plsobeni. 3-(Benzylamino)benzylamidy (série 2), které projevily
antimykobakterialni aktivitu, byly dokovany do enzymu InhA. PfestoZze se jedna
o stericky objemné derivaty, studované latky byly schopné napodobit pdzu a interakce
znamych inhibitorii tohoto enzymu. 3-Fenylkarbamoyl substituované kyseliny (série 3)
byly dokovany do enzymu DprEl na ziklad¢ strukturni podobnosti s potvrzenymi
inhibitory DprE1. I pfes skutecnost, ze z celé série méla antimykobakterialni aktivitu
pouze jedna latka, v porovnani s pivodnim ligandem studované slouCeniny vykazovaly
podobné interakce a pozice ve vazebném misté. Na zakladé porovnani pfipravenych latek
s pivodnim ligandem mizeme vyvodit vhodné modifikace pro nasledny vyvoj

aktivnéjSich latek. Touto Upravou je navazani dal$iho lipofilniho substituentu na
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pyrazinové jadro v polohach 5 nebo 6, pficemz by tento substituent vyplnil hydrofobni
kavitu aktivniho mista enzymu. U téchto latek, jakozto lipofilnich derivati POA, bylo
puvodné zamysleno i cileni na protein RpsA. OvSem z krystalografické struktury tohoto
proteinu je patrné, Ze pro substituent v poloze 3 pyrazinového jadra neni ve vazebnych
mistech pro POA prostor. Proto se zde nabizi modifikace této struktury pfesunutim

lipofilniho substituentu do polohy 5 nebo 6.
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