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ABSTRAKT

Diplomova préace je vénovana vyzkumu antituberkulotik.

Stru¢ny popis rodu Mycobacterium, struktury a vystavby
mykobakteridlni stény zde umozZnuje lep$i zpracovani a urceni toho
Jakym mechanismem antituberkulotika pusobi. Predmétem zajmu
diplomové prace je priprava vybranych derivatd sulfidd pyridinu: 4-
(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilt. Je zde popsadn také mozZny

mechanismus Uc¢inku téchto latek.

Byla tedy ©ptripravena série 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-
karbonitrild. Struktury byly potvrzeny IC, NMR spektry a elementarni
analyzou. Antimykobakteridlni aktivita byla stanovena na kmeny
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium a Mycobacterium
kansasii. 7Z&dnd =z uvedenych latek nevykazovala antituberkulotickou
aktivitu (proti M. tuberculosis) srovnatelnou s klinicky pouzivanymi
antituberkulotiky. Vyznamnd aktivita (ve srovndni s isoniazidem)

byla zaznamendna u M. kansasii a u M. avium.

This diploma thesis 1is devoted to antituberculosis drugs
research.

A very briefly depicts of genus Mycobacterium, structure and
composition of mycobacterial cell wall allowed here better process
and determination of mechanisms of antituberculosis drugs targets.
The synthesis selected derivates of pyridine sulfides: 4-
(phenethylsulfanyl)pyridine-2-carbonitriles are the main aim of the
diploma thesis. As well as a possible mechanism of action these
substances is discussed.

Thus a series of 4-(phenethylsulfanyl)pyridine-2-carbonitriles
were synthesized. The structures were confirmed by IR spectra, NMR
spectra and elementary analyses. Antimycobacterial activities these
compounds were tested against Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium avium and Mycobacterium kansasii. None of prepared
substances exhibited activity (against M. tuberculosis) comparable
to clinical wused antituberculosis drugs. Significant activity was
observed (in compare with isoniazide) against M. kansasii and M.

avium.
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ZKRATKY

ACP protein prenasejici acyl

AG arabinogalaktan

AIDS syndrom ziskané imunodeficience

BCG Bacillus Calmette Guérin

CNCTC Ceskd narodni sbirka typovych kultur

DMF dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

ENR enoyl-ACP-reduktdza (u M. tuberculosis se tento enzym

ozn. Jjako InhA; u E. coli, S. aureus FabI)

EtAc ethylester kyseliny octové (ethyl-acetéat)

FAS mastna kyselina synthéza

Hex hexan

H37Rv virulentni kmen Mycobacterium tuberculosis

HIV virus lidské imunodeficience

ICsp koncentrace inhibitoru pf¥i které dochazi poklesu

[

enzymatické aktivity o 50 %
INH isoniazid
IC (IR) infracervend spektroskopie
MAPc (mAGP) komplex mykolové kyseliny-arabinogalaktan-peptidoglykan
MDR-MT multi rezistentni kmeny Mycobacterium tuberculosis

MOTT (NTM) netuberkuldzni mykobakteria

MK mastna/é kyselina/y

MT Mycobacterium tuberculosis

NAD nikotinamidadenindinukleotid
NADP nikotinamidadenindinukleotidfosféat
NMR nukledrni magnetickd& rezonance
PAS p-aminosalicylova kyselina

PBPs proteiny vazajici peniciliny

PG peptidoglykan (mukopeptid, murein)
TBC tuberkuldza

TLC tenkovrsvad chromatogarfie

uv ultrafialova detekce

WHO (Sz0O) Svétova zdravotnickd organizace

XDR-MT extensivné rezistentni kmeny Mycobacterium tuberculosis
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1. Uvod

Tuberkuldéza (TBC) provazi lidstvo od nepaméti. Z celosvétového
hlediska ptribylo v roce 2006 dle odhadd WHO 9,2 milionu novych
pripadd a na tuberkuldzu zemfelo 1,5 milionu HIV negativnich a 0,2
milionu HIV pozitivnich 1lidi.! Vyrazné& snizit zaté&Z tuberkuldzou ma
za cil (do r. 2015) strategie WHO - The Stop TB Strategy (spolu s

Millennium Development Goals a cily The Stop TB Partnership).?

Jako TBC (dle etiologie) Jjsou obvykle oznacovany vsechny

stavy, Jjejichz pricinou Jje Mycobacterium tuberculosis (MT). To
predstavuje 95% vsech pripadd (viz dale, kapitola 1.1.). Onemocnéni
je doprovazeno Yadou rizikovych faktor®, nap¥. vék, pohlavi,

pfidruzené nemoci a $patné socioekonomické podminky.?

Ceskd republika je v soucasnosti pova¥ovana za zemi s nizkou
prevalenci TBC a ani zde nedochazi, alespon prozatim, k ocekdvanému
vzestupu podilu cizinc@ na incidenci TBC.? Zna&ny podil nad kontrolou
TBC u nés m& vakcinace. Oc¢kovani sice neptredstavuje absolutni
ochranu, ale dokdze zabranit zavaznym generalizovanym formam

onemocnéni.

Celosvétovym problémem se stavad rozsitujici se rezistence na
antituberkulotika. P¥ic¢in wvzniku rezistentnich kment M. tuberculosis
je celd tada, mnohé z nich jsou vSak ovlivnitelné napf¥. dodrZovanim
terapeutickych fezimt stanovenych  WHO. Vysokou incidenci a
prevalenci multirezistentnich kmend (MDR-TB) se vyznacuji predev$im
zemé byvalého Sovétského svazu a asijské zemé&. Vznik mimofadné
zavaznych a rozsdhlych forem rezistence, ozn. XDR-TB byl zaznamenan

v roce 2006.%
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1.1. Rod Mycobacterium

Rod Mycobacterium zahrnuje vedle puvodct tuberkuldzy (TBC)
oznacované Jjako obligatorné patogenni druhy také druhy podminéné

patogenni (vyvolavajici mykobakteriézy) a druhy nepatogenni.?

1) Pravd mykobakteria - druhy obligatorné patogenni pro

¢lovéka (tuberkuldzni komplex) :

¢
|_l\
X

- Mycobacterium tuberculosis - nejcastéjsi p inny
agens tuberkuldzy (95% ptripadua)

- Mycobacterium bovis (vCetné BCG kmene)

- Mycobacterium africanum

- Mycobacterium microti

2) Netuberkuldzni mykobakteria
syn. atypickd mykobakteria, Non-Tuberculous Mycobacteria
(NMT) , Mycobacteria Other than Tuberculosis (MOTT) .
Tato skupina zahrnuje druhy, které Jsou pro clovéka
potencidlnimi patogeny nebo Jjsou pro c¢lovéka zridka
patogenni. Podle kritérii rychlosti rustu, tvorby pigmentu

a patogenity je lze t¥idit dle tabulky 1.°

Tab. 1. Netuberkulézni mykobakteria.>

Kriteria: Patogenita pro ¢lovéka
tvorba pigmentu a
potencidlni patogeny nepatogenni (ztidka)
rychlost ruastu
fotochromogeny M. kansasii, M. marinum,
pomalu rostouci M.simiae, M. asiaticum
skotochromogeny M. scrofulaceum, M. szulgai, M. gordonae,
pomalu rostouci M. xenopi M. flavescens
M. avium-intracellulare,
non-fotochromogeny
M. ulcerans, M. malmonensae, M. terrae
pomalu rostouci
M. haemophilum, M. shimoidei
M. fortuitum, M. chelonei M. smegmatis, M. phleil
rychle rostouci
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Mykobakteridzy (netuberkuldzni mykobakteridlni infekce) se
vyskytuji v endemickych oblastech ekonomicky rozvinutych statt. K
infekci dochédzi z enviromentdlnich rezervodrli, nejcastéji aerogenni
cestou (infikovanad wvoda). K interhumannimu p¥enosu téchto infekci
nedochédzi. Tyto infekce jsou vzhledem k cCasté rezistenci plGvodcd na

antituberkulotika obtizn& 1éditelna.>

V Ceské republice se z MOTT - puvodct mykobakteridz uplatiiuiji
ve vétsi mire zejména M. kansasii v Severomoravském kraji a M.
xenopi v SeverocCeském kraji. M.avium-intracellulare Jje nejcastéjsi a
nejzavaznéjsi puvodce oportunnich plicnich infekci u nemocnych s

AIDS.3

Mykobakteria tvofi acidorezistentni tyc¢inky wvariabilni délky
od kokovitych az po vlaknité formy. Acidorezistence souvisi s
vysokym obsahem lipid& v bunécné sténé a je vysoce specifickym rysem
mykobakterii. Lipidy tvo¥i az 20% bakteridlni védhy susSiny. Tukové
latky jsou reprezentovany predevSim mastnymi kyselinami (MK), které
tvori téz soucéast sloZenych lipida jako jsou fosfolipidy,
glykolipidy a lipoproteiny. Mastné kyseliny s vysokym pocdtem uhlikl
(Cso az Cgo) a specifickou strukturou se oznac¢uji Jako mykolové

kyseliny.?

Jako véts$ina intraceluldrnich parazitd vyvolavaji mykobakteria
chronickou infekci. Jeji rozvoj Jje zéavisly mj. na rychlosti néstupu
bunécéné imunity (imunoglobuliny zde nemaji podstatny vyznam). Pro
svou hydrofobii je Dbakteridlni povrch Jjen nesnadno "zpracovavan"
lysozomélnimi enzymy makrofdgd a to Jje Jjeden =z davodd prezivani
mykobakterii v Dbunice. S lipidovou slozkou se tak spojuji znacné

patogenni G&inky mykobakterii.?

Mykobakteria se vyznacdujl vysoce komplexni antigenni slozkou

(odvozenou zejm. od bunécné stény). Nejzndméjsim antigenem Je
tuberkulin, uzivany k intradermalni aplikaci (kozni  testovéani
bunécé¢né hypersenzitivity, Mantouxtv test). Po 24-48 h wvznikd u

infikovanych nebo vakcinovanych osob zané&tlivy infiltrat.>
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Dalsi charakteristickou wvlastnosti v rodé Mycobacterium Jje
pomaly  rust. Zejména u obligatorné patogennich mykobakterii.
Generac¢ni doba je 20 aZz 30 hodin. P¥i kultivacénim prtkazu
mykobakterii lze tedy ocekdvat viditelné makrokolonie nejdfive po 12
- 14 dnech. Mycobacterium leprae (ptvodce lepry) se 1n vitro
kultivovat zatim nepodatrilo. Nékteré podminéné patogenni druhy patfi
do skupiny tzv. "rychle rostoucich mykobakterii" (tab. 1.). Zde lze

jejich rtist pozorovat jiZ do 7 dn@ po inokulaci.??

Diagnostika mykobakterii se provadi:?
- primou mikroskopii
- kultivac¢né (napt. Lowensteinovy-Jensenovy vajecné pudy, tekutéd
Sulova ptda, agarova ptda Middlebrook 7H10)
- molekulédrné genetickymi metodami (techniky polymerdzové tetézové

reakce PCR).

K druhové identifikaci se wvyuziva druhové charakteristickych
znaklli, které se stanovuji in vitro. Komercné dostupné Jjsou nap?t.
oligonukleotidové genové sondy s druhové specifickymi cilovymi

sekvencemi.?>
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1.2. Struktura mykobakterialni stény

Mykobakteria vytvareji v prirodé ojedinélou strukturu bunécné

stény, kterd se sestdvd ze t¥i hlavnich vrstev:®7%?
L1l - vnéjsi sténa
L2 - kovalentné spojeného komplexu

- peptidoglykanu (PG)

- arabinogalaktanu (AG)

- mykolovych kyselin

L3 - bunéc¢néd membrina

Jedinec¢nost mykobakteridlni stény se odrazi prave v masivni
¢asti tvorené komplexem sestavajim se z mykolovych kyselin,
arabinogalaktanu a peptidoglykanu (MAPc téZz mAGP). DnesSni poznéani
této struktury popisuje peptidoglykan (PG) Jako zakladni vrstvu
tohoto komplexu. K této vrstvé Jje kovalentné poutédna vrstva
arabinogalaktanu (AG), kterou tvori 1linedrni galaktanovy fetézec u
jehoZz koncti Jjsou navazany bohaté vétvené arabinanové jednotky.
Arabinanové Jjednotky vytvareji svym vétvenim tzv. hexaarabinosylovy
motiv se ¢ty¥mi termindlnimi arabinosovymi zbytky. K c&asti téchto
termindlnich zbytkd Jsou pak esterové poutdny mykolové kyseliny.?
Schematicky Jje struktura mykobakteridlni stény zndzornéna na obr.

1.

|oy

7 Na obrazku jsou =zachyceny té% nékteré nekovalentn& poutané
slozky mykobakteridlni stény. Mezi ty patfi nap¥. volné lipidy a
glykolipidy, které jsou prezentovany jako lipoarabinomannan (LAM) s

tvz. mannosovou cCepickou (ManLAM) .

Struktura bunéc¢né stény M. tuberculosis je zndma tadu let,
objasnéni vystavby a enzymatického aparadtu znac¢né napomohlo az
definovani genomu M. tuberculosis v roce 1998.° Nap¥. dileZitou Glohu
v transportu jednotlivych intermediatt bunééné stény hraje
dekaprenylfosféat. Finalni kroky vystavby mykobakteridlni stény
(pfipojeni mykolovych kyselin, ligace na peptidoglykan) probihaji na
vnéjsi strané membrany. Zndma Jje celd tada klicovych enzymt (prip.

jejich inhibitor@) uéastnicich se biosyntéz MAPc.® ™ 2
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1.2.1. Lipidové slozky bunécné stény

Lipidové slozky bunécné stény M. tuberculosis lze rozdélit do

t¥i skupin.’®

a/ n-Mastné kyseliny

Jednd se o DbéZné n-mastné kyseliny (MK), tj. kyseliny s
fetézci do Ci;g. Jsou slozkou membrdnovych fosfolipidua.

Syntéza téchto 1latek se uskutecdnuje =za Ucasti prevaziné
eukaryotni synthazy MK (FAS I). FAS I u mykobakterii katalyzuje
nejen syntézu MK Ci,Cis, ale téZ prodluzZovani téchto Ffetézcl na
C20,C24,Co¢. U mykobakterii jsou vsak pritomny i1 prokaryotni synthazy
MK (FAS II). Predpokladd se, Ze vznik C,; MK je klicovy pro zacéatek
syntézy velmi dlouhych fetézcl mykolovych kyselin, uskutecriovany

multienzymovymy systémy FAS II.°

b/ Mykolové kyseliny

Tyto 1latky ©predstavuji dlouhé (C60—Co0) a-alkyl-B-hydroxy
mastné kyseliny. V postrannich fetézcich jsou pritomny nenasycené,
cyklopropanové, epoxidové, methoxylové, keto ¢i methylenové funkce.

Zadklad pro syntézy mykolovych kyselin je zprostfedkovan
systémy FAS II, nésleduji enzymatické uUpravy (zavadéni zminénych
funkci). Poslednim krokem syntézy mykolovych kyselin Jje kondenzace
Claisenova typu, za ucéasti polyketidsynthazy (Pksl13).'® =zakladni
schéma systému FAS II je zachyceno na obr. 2. Jsou zde ctytri hlavni
reakce. Prvni krok, za ucasti synthédz, Jje kondenzace malonyl-S-ACP
bud s acetyl-S-CoA (FabH, v syntéze de novo) nebo s rostoucim
acylovym tetézcem (KasA, KasB). Vznikly B-ketoacyl-ACP je redukovéan
(FabG) . Vznikd P-hydroxyacyl-ACP, ktery uc¢inkem p-hydroxyacyl-ACP-
dehydrazy vytvari trans-A’-enoyl-ACP. Poslednimi enzymy kaZdého cyklu
jsou bud 2-trans-enoyl-ACP-isomeraza nebo 2-trans-enoyl-ACP-
reduktdza ENR (InhA). InhA, KasA resp. KasB patt¥i k dalezitym
tidicim bodlim syntézy mastnych kyselin, tyto enzymy predstavujil
zajimavy potencidlni cil antituberkulotik.”’t% it
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c/ Ostatni lipidy resp. slozené lipidy

Vnéjsi vrstva mykobakteridlni stény obsahuje také "volné"
lipidy (vosky), glykolipidy a lipoproteiny (proteiny). Pro obsah
téchto signalnich, efektorovych molekul Jje jejich charakter spise
imunogenni. Role téchto struktur je proto nyni sledovéna z hlediska

patogeneze a imunitni odpové&di na tuberkuldzu.®?

Tyto slozky Jjsou také oznacovany Jjako "rozpustné" (v
organickych rozpoustédlech). Pricemz, ve vrstvé mykolovych kyselin
jsou integrovany vosky (phtioceroly, fenophtioceroly) a komplex
trehalosovych glykolipidd (sulfolipidy, acylované trehalosy), Vv
cytoplazmatické membrané pak glykolipidy (fosfatidylinositol

mannosidy PIMs, lipomannan LM, lipoarabinomannan LAM) .r%12

1.2.2. Polysacharidové a peptidové slozky bunécéné stény

Hlavni proteino-polysacharidovou sloZkou mykobakteridlni stény

je peptidoglykan (murein) s primo navazanym arabinogalaktanem (AG).

Peptidoglykan Jje sloZen 2z glykanovych fetézcd vzajemné
spojenych oligopeptidem. U M. tuberculosis dosahuje stupen =zesiténi
az 70-80 % (u E.coli 30-50 %).° Glykanové retézce tvori sttridajici se
N-acetylglukosamin a modifikované muramové kyseliny. Typické pro
mykobakteria je, Ze nékteré nebo viechny zbytky muramovych kyselin
jsou N-acylovany glykolovou kyselinou. Oligopeptid je slozZzen ze dvou
tetrapeptidovych tetézct stejné aminokyselinové sekvence. SloZeni
tohoto tetrapeptidu Jje u M. tuberculosis L-alanyl-D-isoglutaminyl-
meso-diaminopimelyl-D-alanin (L-Ala-D-Glu-DAP-D-Ala) . Vazba mezi
témito dvéma  tetrapeptidy Je zprostfedkovana  transpeptidazami
(penicillin binding proteins PBPs). Tato wvazba Jje bud mezi
diaminopimelé&ty (DAP-DAP) nebo mezi diaminopimeldt-D-alaninem (DAP-

D-Ala) . 781222
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Biosyntéza peptidoglykanu i genové vybava odpovédna za jeho
biosyntézu u M. tuberculosis Jje velmi podobnad ostatnim druhtm

bakterii.t®

Vrstva arabinogalaktanu se skladd z tetézct cukernych zbytka
galaktanu a arabinanu ve furanové konfiguraci. S peptidoglykanem je
kovalentné spojen linedrni fetézec galaktofuranu (Galf) pomoci
jednotky L-Rha-D-GlcNAc-P. Tento Yetézec mad az 30 Galf zbytkad, u
svého konce mé& vazany 2-3 bohaté vétvené arabinofuranové tetézce
(Araf) . Koncové tetézce Araf c¢itaji az 70 cukernych zbytka. Tyto
fetézce Araf utvareji svym vétvenim koncové hexaarabinosylové
motivy, které predstavuji aZz 1/3 celkové délky Araf tetézce.
Struktura motivu je [B-D-Araf-(1-2)-a-D-Ararf],-3,5-a-D-Araf-(1-5)-a-
D-Araf. Vétveni je umozZnéno 3,5-a-D-Araf, elongace celého ‘tetézce

pak wvazbou (1-5)-a-D-Araf. Ke zhruba 2/3 <&ty?¥ termindlnich Araf

zbytkd motivu jsou esterové poutany mykolové kyseliny.”®®

Biosyntéza arabinogalaktanu je v soucasnosti z velké ¢asti
popséana. Z hlediska hleddni novych antituberkulotik nabyvaji
biosyntetické «cesty arabinogalaktanu na vyznamu nebotf Jjsou =zde

nachdzeny jedinecné enzymy.

strana 13



1.3. Antituberkulotika

Svétova zdravotnickd organizace tridi antituberkulotika do
nasledujicich skupin:*?
1. skupina - prvni linie (perordlni antituberkulotika):
rifampicin (1); rifabutin (4); isoniazid (14); pyrazinamid
(15); ethambutol (18)

2. skupina (injekéni 1latky):

amikacin (8); kanamycin (9); streptomycin (10); kapreomycin (12)
3. skupina - fluorochinolony
levofloxacin (6); moxifloxacin (7); (ofloxacin)

4. skupina - druh& linie (peroralni, bakteriostatické léatky):
ethionamid (16); prothionamid (17); cykloserin (19); PAS (20)

5. skupina - nedoporucované WHO pro rutinni uziti:
klarithromycin (11); isoniazid (14) nad 16-20mg/kg/d; linezolid
(21); klofazimin (22); amoxicilin/klavulandt; thiacetazon (42);

imipenem/cilastatin.

Hlavni zasadou lécby tuberkuldzy Jje dlouhodobé, neprerusované
podavani kombinace antituberkulotik. Toto obdobi 1lze rozdélit na
inicidlni (hospitalizace) a pokracovaci fazi 1écby (ambulantné).
Celkova délka 1écby =zavisi na zvoleném 1lécebném reZimu. Kombinace
antituberkulotik je nutnd pro vysSSi procento primdrné rezistentnich
mutant a z hlediska heterogenity mykobakteridlni populace.??
Mykobakteridlni populaci lze dé&lit na:?

1. kontinuédlné se délici a proliferujici mykobakteria

2. mykobakteria st¥idajici obdobi rlGstové aktivity a klidu

3. mykobakteria s nizkou metabolickou aktivitou

4. "spici bacily" (dormant forms) t3j. mykobakteria bez zndmek

metabolické aktivity, na kterd nepuasobi Zadnéd antituber-

kulotika.

Druhd a tfeti skupina Jje zahrnovéana do skupiny tzv.
perzistorti, které po rozpadu makrofdgd a upravé pH mohou zvysit
svoji metabolickou aktivitu. Schopnost usmrcovat tato polospici

mykobakteria ma jen rifampicin (1) a pyrazinamid (15) .°
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zacdtkem roku 2008 byl v d&asopise Tuberculosis®® zvefejnén
seznam vSech 1ékt uzivanych v 1é&c¢bé tuberkuldzy. Jsou zde 1 latky v
souCasné dobé testované v nékteré fazi klinického vyzkumu. Databaze
téchto 27 1ékad Dbyla vypracovana Global Aliance for TB Drug
Development (TB Alliance), =zaloZené v r. 2000 s cilem nachazet nové
terapeutické postupy 1écby tuberkuldzy. Databadze Jje zaméfena na
fyzikalni, Dbiologické, farmakokinetické vlastnosti 1latek i na
mechanismy Uc¢inku. Seznam téchto létek je uveden niZe, je usporadéan
podle chemické podobnosti jednotlivych latek. V zavorce jsou uvedeny

nejvys3i hodnoty MIC pro M. tuberculosis (H37Rv) .>>

RIFAMYCINY

rifampicin (0, 4pug/ml) rifapentin (0,031pg/ml)

rifalazil (0,015ug/ml) rifabutin (0,015ug/ml)
3 4
FLUOROCHINOLONY
(0] O (0]
F COOH F COOH F. COCH
Me H
1 SRS SRS
HN (ﬂ%ezﬁx Me” O Me Y
gatifloxacin (0,025pg/ml) levofloxacin (0, 5pg/ml) moxifloxacin (0, 5ug/ml)
5 6 7
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BN H
ﬁ @Dﬁ(‘)
HO

L NH,

O
o R
CH R OH

}DwNH)K(\/ N

O
NH,

amikacin (lpg/ml)
8

MAKROLIDY

AMINOGLYKOSIDY

kanamycin:

N,

kanamycin (2pg/ml)

9

POLY (CYKLICKE) PEPTIDY

A:R=NH,, R'=OH;
B R=NHy, R =NHy;
C R=OH, R =NH,.

NH2
K‘L M A~
NH_ _NH
0] N T( 2
NH (6]
H/g A (R=0H)
N7 TNH IB(R=H)
H
klarithromycin (8pg/ml, pH 7,4) kapreomycin (2pg/ml)
11 12
HYDRAZIDY A AMIDY THIOAMIDY
H
O N 0 S NH, S NH,
NH, N.
=
J
N M
XN N A € Xy Me
isoniazid pyrazinamid ethionamid prothionamid
(0,025pg/ml) (50pug/ml, pH 5,5) (0,25ng/ml) (~0,5ng/ml)
14 15 16 17
AMINOKYSELINY OXAZOLIDINY
COOH o
O, OH —
N N. Me
BN’ o - g
NH, F
cycloserin kys. p-aminosalicylova linezolid
(25pg/ml) (PAS, 1lug/ml) (0,25pg/ml)
19 20 21

HZNYNH
wpw

N onc, 04

Me
0
HWNIL Me
HO

streptomycin (lpg/ml)
10
FENOTHIAZINY

thioridazin (10ug/ml)
13

ETHYLENDIAMINY

OH

H
we L1
¢ N~ Me
H
ol

ethambutol
(0, 5ug/ml)
18

IMINOFENAZINY

a

hde\T/hde
L

klofazimin
(Oll,”l’g/ml)
22
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LATKY V KLINICKYCH STUDICH

OzN—<IjN/j\ 0

—
O (R,
§ | NH-N
(XIFS N. =

PA-824 (0, 3ug/ml) L1-3858 (0,025ug/ml)

23 24

Me Me H BhT/
N AN
N A 0
H O OCF;
=z

S0-109 (0, 35ug/ml) OPC-67683 (0,012ug/ml)

25 26

TMC-207 (0,12ug/ml)

27

Lécebny rezim Jje uc¢inny, kdyz procento recidiv je pod 5 %. V
soudasnosti vzrlstd rezistence na antituberkulotika 1. i 2. linie.®
Obzvl1ast slozitd situace nastdvd pt¥i vyskytu multirezistentnich
kment (MDR-MT) &1 extensivné rezistentnich kment (XDR-MT). Jako MDR-
MT se oznacuje rezistence minimdlné na kombinaci isoniazidu a
rifampicinu. Jako XDR-MT Jsou oznacovany kmeny, které Jsou kromé
multirezistence necitlivé téz ke vSem fluorochinolonovym
antibiotikim a soucasné na jedno =ze tti parenterdlnich antibiotik
(kanamycin, amikacin, kapreomycin).?® Terapeutické postupy té&chto
forem se individualizuji dle anamnézy pacienta a laboratorni

diagnostiky na citlivost.'?
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1.4. Mechanismy uc¢inku

Pridce které se =zabyvaji mechanismy ud&ink® antituberkulotik*®

1,18,19,20 ¢ ¥1d1 konkrétni latky dle zakladnich biosyntetickych tGrovni,

na kterych se predpokladdéd nebo je prokédzédna jejich plsobnost. Podle
toho jsou latky tridény i zde. Vyvoj v této oblasti je v soucasnosti
velmi intenzivni. V predlozené praci je tato problematika zobecnéna

do péti nasledujicich celkt.

1.4.1. Inhibitory biosyntézy bunéc¢né stény

Tyto latky patri zatim k  nejefektivnéjsim latkam S
antimykobakteridlnim Uc¢inkem. Podle struktury mykobakteridlni stény
je lze dale ttidit na:

- 1inhibitory biosyntézy peptidoglykanu
- 1inhibitory biosyntézy arabinogalaktanu

- inhibitory biosyntézy mykolovych kyselin.

1.4.1.1. Inhibitory biosyntézy peptidoglykanu

Mezi latky, které inhibuji hlavni mechanismy Dbiosyntézy

peptidoglykanu patti:

a) Inhibitory biosyntézy zdkladni stavebni jednotky
peptidoglykanového tetézce. Za =zakladni Jednotku 1lze povazZovat
modifikovany zbytek muramové kyseliny s navazanym peptidovym
feté&zcem.®® Biosyntézy tohoto intermedidtu se tdastni nékolik enzymt

13

(MurA, MurB, MurC, MurD).!? Né&které 1latky 28, 29 jsou spolednymi

inhibitory i vice ne? jednoho z té&chto enzyml.™®

b) Inhibitory transportnich mechanisml. Transport modifikovaného
zbytku muramové kyseliny s navazanym peptidovym Fetézcem je umozZnen
po pripojeni prenasecového lipidu (dekaprenylfosfatu) . Tento

isoprenoid se pripojuje =za UcCasti membranové vazané transferéazy

/13

(MraY), vznikd tzv. lipid 1.’ Tento proces inhibuje tada prirodnich

latek napf¥. tunikamycin (30), capuramycin a dalsi.®
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U&inkem dal$iho membranové vazaného proteinu (glykosyltrasferdzy
MurG) wvznikd z lipidu I a aktivovaného GlcNAc lipid II (obsahujici
disacharid-peptidovy monomer peptidoglykanu) . *?

c) Inhibitory transglykosylac¢nich (polymerizace monomernich
jednotek peptidoglykanu) a transpeptidac¢nich (zesitovacich) reakci.
Vyznamné jsou inhibitory transpeptidéaz, ke kterym pat¥i P-laktéamovéa
antibiotika (peniciliny a cefalosporiny) a glykopeptidy. Tyto 1léatky
vSak u M. tuberculosis nelze dost dobfe pouzit, Jjednak v duasledku
zvy$ené aktivity P-laktamdz a jednak z davodu relativné nepropustné,
lipofilni vrstvy mykolovych kyselin.! Z tohoto déGvodu je u&inek
amoxicilinu (v kombinaci s klavuldnovou kyselinou), Yrazeny nékdy

mezi antituberkulotika, diskutabilni.

Nejvyznamnéjsi latkou plsobici na UGrovni transpeptidadnich
reakci je antituberkulotikum D-cykloserin (19), ktery inhibuje D-

alanin racemdzu a D-Ala-D-Ala ligézu.!® Takto ptsobi i latka 31.%°

N\
@ ) o
Z
a
pulvinon pyrazolindiony
28 29

H NH.
(0} O§rj OH 2 o P

tunikamycin

30

inhibitor D-Ala-D-Ala ligazy
31
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1.4.1.2. Inhibitory biosyntézy arabinogalaktanu
Mezi 1latky zasahujici do biosyntézy arabinogalaktanu patti:

a) Inhibitory biosyntézy spojovaci jednotky mezi peptidoglykanem
a arabinogalaktanem. Zcela zasadni pro mykobakteria Jje tvorba L-
rhamnosy. Jde o intermedidt nutny pro tvorbu spojovaci jednotky L-
Rha-GlcNAc, kterd se na Jjedné strané vaZe k muramovym zbytkdm
peptidoglykanu a na strané druhé umoznuje vazbu galaktanovych
jednotek budouciho arabinogalaktanu. L-Rhamnosa vznikéa u
mykobakterii td&inkem ¢&ty¥ enzymd (RmlA-RmlD)*>2° Mezi inhibitory
tohoto atraktivniho mista syntézy Dbunécné stény patfi napt.

rhodaniny (32) ,%° thiazolidinony (33), arylidenhydantoiny,
benzylidenthiazolidindiony (34).Lg

b) Inhibitory Araf transferdz. Jedinec¢né Araf transferazy (EmbA,
EmbB, AftA, AftB) zajistuji extenzi arabinanovych Jjednotek na 7jiz
vytvo¥eném Galf oligosacharidu. Prekurzorem arabinanovych Jjednotek
je intermedidt umozZnujici jejich transport, dekaprenylfosfoarabinosa
(35) .22 Rada fosfonovych, fosfinovych &i sulfonovych analogh

dekaprenylfosfoarabinosy je inhibitorem Araf transferaz.'®®?

c) Prakticky se Jjako inhibitor Dbiosyntézy AG uplatiiuje Jjen
ethambutol (18).'2 Byla pfripravena frada jeho analogt, derivata 1,2-
ethylendiaminu 36, 37, 38 a jako nejpozoruhodnéjsi se ukédzala léatka
SQ-109 (25),'% % kterd se dostala do klinickych studii. Mechanismus
u¢inku ethambutolu je stédle pfedmétem vyzkumu. Hlavni efekt wucinku
ethambutolu je pravdépodobné soustfedén na biosyntézu arabinanu, pfi
jeho pusobeni Jjsou ale pozorovany zmény 1 u dalsSich stavebnich

komponent buné&&né stény.?

> a
a
s 1SS e TG SOV,
RMN’& d N o NN H
b o > s/
S OH o~
o

rhodanidy thiazolidinony benzylidenthiazolidindiony

32 33 34
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HO OH

dekaprenylfosfoarabinosa

35
H [/,\\ P r/N\N .
N\V/\N/L\ N N N\/) a
\( i N AN o Ih
ethylidendiaminy homopiperaziny piperaziny
36 37 38

1.4.1.3. Inhibitory biosyntézy mykolovych kyselin

Mezi inhibitory biosyntézy mykolovych kyselin patri
v soucasnosti nejuc¢innéjsi antituberkulotika. Jednim =z duavoda Je

existence velkého enzymatického apardtu.1® Podle enzymatickych

pochodlt 1lze tyto inhibitory délit:

a) Inhibitory enzyml systému FAS II. Popis Jjednotlivych enzyml

systému FAS II je v kapitole 1.2.1., obr. 2.

Pro wvyvoj] novych antituberkulotik Jje zajimavy enzym -
ketoacyl-ACP-syntidza (KasA, KasB). K Jjeho inhibitortm pat¥i nap?t.

thiolaktomycin (39), cerulenin (40) a platensimycin (41) .%°

Pro wvyvoj i pro G¢inek tady antituberkulotik je asi
nejdalezitéjsim enzymem FAS II systému enoyl-ACP-reduktdza (ENR). U
M. tuberculosis Jje tento enzym vétSinou oznacovan Jjako InhA, u
ostatnich druht bakterii (E. coli, S. aureus) Jjako FabI. Mezi
inhibitory InhA pat¥i frada terapeuticky vyznamnych 1lé&tek, napt.
isoniazid. Inhibitory InhA 1lze d&le délit podle toho, zda ke své

aktivité pott¥ebuji nebo nepotfebuji endogenni aktivaci.

Isoniazid (14) Je terapeuticky nejdaleZzitéjsi substanci této

skupiny. Je to 1léatka, ktera ke své aktivité pottebuje endogenni
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aktivaci. Endogenni aktivaci je oxidace isoniazidu pomoci katalaza-
peroxidazy (KatG). Vznikd nestabilni intermedidt, ktery reaguje s
NAD (NADP) za vzniku produktu inhibujiciho InhA. Tento produkt
inhibuje i dihydrofoldtreduktdzu (DHFR) a dal$i proteiny.?' Ztrata
moznosti endogeni aktivace je jednou z hlavnich pfic¢in rezistence na
isoniazid. Mutace KatG je ptic¢inou, Ze aZ 1/3 kment M. tuberculosis
je rezistentnich k 4isoniazidu.1? Rada struktur analogickych aduktu

oxida¢niho produktu isoniazidu s NAD(P) je =z tohoto davodu 3jiz

19,21

patentovana. Schema 1.

inhibice
InhA

isoniazid jeden zmoznych adukti isoniazid-NADP

Schema 1. Mechanismus uc¢inku isoniazidu.

Pravdépodobnymi inhibitory InhA podléhajici endogenni aktivaci
jsou 1 ethionamid (16), prothionamid (17) a thiaceazon (42). Tyto
latky Jjsou oxidovany flavoproteinmonooxydazou (EthA), Jeji mutace
jsou také pri¢inou rezistence. Vzniklé oxidaéni produkty dale
podléhaji nukleofilnim reakcim. Cile inhibice vzniklych adukt® vs$ak
nejsou znamy.=> %

Dals$imi inhibitory InhA Jsou difenylethery. Tyto inhibitory
InhA na rozdil od vySe zminénych nepot¥ebuji ke své inhibiéni
aktivité endogeni aktivaci. Tyto 1léatky Jjsou uac¢iné 1 u kmenu
rezistentnich na isoniazid (MDR-TB) .Y Mezi 1latky tohoto typu pat¥i
triklosan (43) a jeho analoga nap¥. latky 44, 45, 46. Triklosan je
silnym inhibitorem FabI, ale slabym inhibitorem InhA. Z tohoto
d@vodu byla odzkou$ena tada struktur podobnych triklosanu, napt.
antiflogistikum diklofenak (47).Y vVysledkem daldiho vyvoje byly
pripraveny 1latky velmi aktivni wvacéi M. tuberculosis. Tyto a dalsi
inhibitory enoyl-ACP-reduktadzy Jjsou v souvislosti se strukturédlni
podobnosti s latkami ptripravovanymi v predlozené préaci uvedeny v

kapitole 3.4.
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b) Ostatni inhibitory v biosyntéze mykolovych kyselin. Za dalsi
nadéjné cile v biosyntéze mykolovych kyselin Jjsou oznacovany zejména
metyltransferazy (PcaA), acyl-AMP-ligadzy (Fad32) a polyketidsynthéazy
(Psk13) .22

Do skupiny inhibitor® biosyntézy mykolovych kyselin pat¥i dale
pyrazinamid (15), PA-824 (23), OPC-67683 (26) a drive klinicky
vyznamny isoxyl (thiokarlid, 48). Jejich mechanismus uU¢inku neni
zatim zcela jasny.*>® Pyrazinamid ptisobi nespecificky. Pravdé&podobné
po konverzi na svlj metabolit - pyrazinovou kyselinu dochazi ke
snizovani intraceluldrniho pH na suboptimdlni duroven, ptri které by
se mohla inaktivovat Yrada metabolickych cest, vcéetné FAS nebo

membranovych transportnich funkci.®

OH
0 0
\/Q < N 0 HOW\)@N
AN
o} /\/\/ O od H
HO ; ¢
0

o
thiolaktomycin cerulenin platensimycin
39 40 41
OH a O
NH, H o S
A N 0
S?>NH hd |
| /
N O =
A = d c
Cl
thiacetazon triklosan difenylether
42 43 44
0O
(T 0O J I '
Z Z HO
Z Z
difenylether difenylether diklofenak
45 46 47
H H
IohS \ﬁ
//L\V/A\ S \T[::;J\
0" 0
isoxyl
48
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1.4.2. Inhibitory DNA procesu

Do této skupiny pat¥i rifamyciny 1-4 a fluorochinolony 5-7.%

Rifampicin a jeho analoga patfi mezi latky inhibujici syntézu
RNA primeru vazbou k DNA-dependentni RNA-polymerdze. Z klinického
hlediska jsou Jjedinymi =zéastupci s timto mechanismem uc¢inku. DNA-
dependentni  RNA-polymerdza plsobi v  Casné fazi transkripce.
Predpokléadd se, Ze rifamyciny se vazi k p-podjednotce enzymu v
blizkosti mista kde se spojuje RNA/DNA, tim fyzicky blokuji posun
rostouciho fetézce uz po 2-3 nukleotidech. U E. coli a M.
tuberculosis bylo dale prokazano, ze rifamyciny aktivuji apoptdzu.
Rifamyciny neinhibuji savéi enzymy, a mély by Dbyt vyhrazeny

prednostné pro terapii tuberkulédzy.r>

Mechanismus u¢inku fluorochinolont spoc¢ivad ve vzniku komplexu
DNA-fluorochinolon-enzym. Specificky inhibuji enzymy topoisomeréazu
IT (DNA gyrazu) a topoisomerdzu IV (oba enzymy zavisi na ATP).
Topoisomerdza IV u M. tuberculosis chybi. DNA gyraza je enzym, ktery
se podili jak na wvzniku DNA superhelixu, tak i na jeho rozvolnéni.
Takto se gyrédza ucCastni replikace, transkripce i oprav bakteridlni
DNA. DNA gyraza je pravdépodobné jedinym mistem uc¢inku

fluorochinolon®.*>12

1.4.3. Inhibitory biosyntézy proteint

Proteosyntézu umoznuji ribozdémy resp. polyribozdmy. Ribozdbmy
se sklé&daji ze dvou podjednotek 1lisicich se sedimentac¢ni konstantou
(u prokaryont 30S a 50S). Opravnénost pouziti 1latek inhibujicich
proteosyntézu, Jje umoznéna rozdily mezi eukaryontnimi a
prokaryontnimi ribosomy. LisSi se tradou parametrd, avsSak mechanismus
proteosyntézy  je stejny. Stavebni kameny budouciho proteinu
zajistuje enzym aminoacyl-tRNA-syntetéaza. Tento enzym umoZiuje
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tvorbu Jjak aktivovanych aminokyselin, tak i Jjejich pfenos na
prisludSnou t-RNA. Vznikaji aminoacyl-tRNA, které se =za pomoci
ribosomt a templdtu (mRNA) pretvad¥i v protein. Aminoacyl-tRNA-

syntetdza miZe byt také cilem nékterych inhibitor® proteosyntézy.’
Inhibitory proteosyntézy lze schematicky rozd&lit:*

- inhibitory 30S podjednotky, nap¥. aminoglykosidy 8-10, kapreo-
mycin (12), viomycin

- inhibitory 50S podjednotky, napf. klarithromycin (11), linezolid
(21)

- inhibitory aminoacyl-tRNA-syntetdzy, nap¥. mupirocin.

1.4.4. Inhibitory oxidoreduktaz a redoxnich déja

Do této skupiny lze snad zatradit p-aminosalicylovou kyselinu
(PAS, 20). Mechanismus uc¢inku PAS neni znédm, ale podle nékterych
autord inhibuje mykobakteridlni dihydrofolatreduktidzu a zasahuje do

metabolismu zeleza.>?®?

Z dalsich wvyznamnych 1la&tek Jje nutné zde zminit inhibitor
protonové pumpy, a tim syntézy ATP, Jjakym Jje nap¥. TMC-207 (27) =ze
skupiny diarylchinolind (v klinickém vyzkumu) .= V souvislosti s
timto mistem zasahu se hovotri i1 o antimalariku meflochinu, ktery je

G&inny i u M. tuberculosis.®’

K inhibitortm mykobakteridlnich P450 monooxygenas patti
azolovd antimykotika ekonazol a klotrimazol. Strukturdlni podobnost

s nimi sdili nékteré derivaty hydantoinu.'®'?
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1.4.5. Ostatni inhibjitory

Specifickym mistem =z&sahu se wvykazuji i1 inhibitory FtsZ
proteinu. Tento protein umoZnuje bunécéné déleni obdobné jako
tubulin. U mykobakterii byla bez efektu testovéana tada
polymerizac¢nich inhibitort tubulinu, napt. albendazol. Screeningem

byl jako inhibitor cytokinese odhalen sulfidovy derivat 49.%°

K inhibitortm biosyntézy vétvenych aminokyselin 1lze =zaFfadit

herbicid sulfometuronmethyl (50)**%® a disulfid 51.%°

0 _O 0O H H |©\
0 NS N R
S YO
= N
7 0 /)
a
49 50 51
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2. Cil prace

Diplomova prace Jje prispévkem k vyzkumu latek S
antimykobakteridlni aktivitou ze skupiny alkylsulfanylovych derivata

pyridinu.

Cilem préace bylo provést reSersi mechanismiu uc¢inku pouZivanych
antituberkulotik. Na zadkladé podobnosti chemické struktury navrhnout

mozny cil pusobeni nami studovanych latek.

Dalsim tUkolem diplomové prace byla ptiprava derivata 4-
(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrildy, obr. 3. Cilem bylo
roz$iteni poznatkdl o vztahu struktury a antimykobakteridlni aktivity
(SAR) ve skupiné 4-alkylsulfanylovych derivatt pyridin-2-
karbonitrilu. Ukolem bylo =zjistit, Jjak se prodlouZeni alkylového

fetézce projevi na uc¢inku latek.

Obr. 3. 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrily.
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3. Metodicka c¢ast

Tato Cast se zabyva teoretickou pripravou vychozi substance 4-
chlorpyridin-2-karbonitrilu. Ptfipravou meziproduktu isothiuroniové
soli a pripravou cilovych 1latek - na fenylu substituovanych 4-
(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitriltd. Na konci Jje Céast vénovanéa

predpoklédanému mechanismu uc¢inku téchto léatek.

3.1. Priprava 4-chlorpyridin-2-karbonitrilu

Tuto latku 1lze s dobrymi vytézky podle kompendia Beilstein
pripravit bud z 2-methyl-4-nitropyridin-l-oxidu anebo kyanaci 4-

chlorpyridin-1l-oxidu.

3.1.1. P¥iprava z 2-methyl-4-nitropyridin-1l-oxidu

2-Methyl-4-nitropyridin-1l-oxid (52) lze pfipravit z 2-
methylpyridinu po jeho N-oxidaci peroxidem vodiku v prostredi
kyseliny octové?? a nasledné nitraci do polohy 4. 2-Methylpyridin-1-

oxid se izoluje ve formé hydrochloridu. Schema 2.

(0)

1. H,0,, CH,COOH 0 X o,
Eii]/CHs 2. HCI Eii]/CH3 HNO;, KNO,, HyS0; E%;]/
A AN .HCI
NO,
52

Schema 2. Priprava 2-methyl-4-nitropyridin-l-oxidu.
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2-Methyl-4-nitropyridin-1-oxid poskytuje v nadbytku
acetylchloridu, za tepla 4-chlor-2-kyanpyridin-l-oxid  (53).%2%

Schema 3.

o Q

|

N__CH _N__(N
7 3 CH,COCI

NO, a

52 53

Schema 3. Priprava 4-chlor-2-kyanpyridin-1l-oxidu.

Prib&h reakce studoval Kato a Hayashi?’, zjistili, Ze probiha-
1i reakce 2-methyl-4-nitropyridin-1l-oxidu (52) S nadbytkem
acetylchloridu za chlazeni wvznikd ptrevazné 2-methyl-4-chlorpyridin-
l-oxid (A). Vedlejsim produktem Jje oxim B. Probihad-1i1i reakce na
vodni lazni a za tepla, vznikd Jjako hlavni produkt 4-chlor-2-
kyanpyridin-1-oxid (53). Vedlejsimi produkty Jjsou latka A a
karboxylova kyselina C.

Pokud reakce 2-methyl-4-nitropyridin-1-oxidu (52) a
acetylchloridu probihd v ekvimoladrnim poméru a Vv prostredi
chloroformu, vznikd =za tepla pozZzadovany produkt 53 ve velmi malém
vytézku. Dalsimi produkty Jjsou 1latky A, B a D. Za laboratorni
teploty reakce témétr neprobihd, v malém vytéZku vznikd pouze léatka

A.%2 Schema 4.

0 0
A/ piebytek acetylchloridu _N__cH, _N__CH=NOH
+
a a
B (12%
0 /: yilapea 2 (68%) (12 %)
N__CH,
Q\/ +  CH,C0CI o 0
za tepla, \ N. CN _N__COOH
NO N‘ldni lazen NS CH, #
2 + +
52
cl a NO,
A (42%) 53 (57 %) C (6,3 %)
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0 (0]

B/ ekvimolarni mnozstvi acetylchloridu N__CH, NS _CH;
0 CHCl5, 4 NO

N_ _CH 1éb. teplota ’

7 3 A (17%) 52 (42%)
+ CHcocl
CHCl3, 100°C

NO, \v:dm’ lazai
CH=NOH _N__CN

@
52 N 3 P = _N__CN
a a a NO,
A (2033%) B (17%) 53 (7-9%) C (7,8%)

Z-O

Schema 4. Reakce 2-methyl-4-nitropyridin-l-oxidu s acetylchloridem

4-Chlor-2-kyanpyridin-1l-oxid lze zredukovat chloridem

fosforitym v prosttedi toluenu. Redukci vznikd sGl, ze které se 4-

chlorpyridin-2-karbonitril (54) uvolni pusobenim alkalického
uhliditanu.?*? Schema 5.
(') 1. PClL; / tol
. oluen
_N_CN 3 _N__CN
2. Na,CO,
Cl Cl
53 54

Schema 5. Redukce 4-chlor-2-kyanpyridin-l-oxidu.

3.1.2. Kyanace 4-chlorpyridin-l-oxidu

Vychozi 1latku pro kyana¢ni reakce 4-chlorpyridin-l-oxid (56)
lze wve vysokém vytézku ptripravit =z 4-nitropyridin-l-oxidu (55)
reakci s acetylchloridem.?> Schema 6. 4-Nitropyridin-l-oxid 1lze

ziskat nitraci pyridin-l-oxidu do polohy 4.

N-oxidaci 4-chlorpyridinu se latka 56 ned& pripravit, protoze
4-chlorpyridin wvelmi snadno podléhd polymerizadnim reakcim. Vzniké
kvartérni sGl 1-(4-pyridyl)-4-chlorpyridinium-chlorid, ktery se déale
hydrolyzuje. Tyto reakce znesnadnuji aZ znemoznuji N-oxidaci 4-

chlorpyridinu.?® Schema 6.
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=N CH,COCl N
| — |
NO, Cl
55 56
N-oxidace
nelze
[ a e O
N stant, L/j H,0 |ﬁlj|
;;” lab. teplota Sy ae o N
; ) )
L h N . S N

Schema 6. Priprava 4-chlorpyridin-l-oxidu.

4-Chlorpyridin-1-oxid podléha kyanacim Reissertova typu
(kyanace alkalickymi kyanidy). Obdobou téchto reakci jsou i kyanace

trimethylsilankarbonitrilem.

Nukleofilni reakce alkalickych kyanid® s heteroaromatickymi-N-
oxidy Jjsou znadmy Jjako reakce Reissertova typu. Reakci wvznikaji a-
kyanderivaty. Pyridin-l-oxidy této reakci obecné nepodléhaji 4-chlor
(56) a 4-trifluormethyl derivaty pyridin-l-oxidu Jsou vyjimkou.
Reakce probiha po aktivaci N-oxidu benzoylchloridem nebo

217,28

dimethylsulfatem. Reakci vznikaji alkoxypyridiniové soli, které s

alkalickym kyanidem dévaji 2-kyanderivaty. Schema 7.

AN
|

0
/II\I O\\c’c1 © (I)Ne " Ne_ _CN
0 — ge={
Cl X cl

cl
56 54
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0 0, N
P N N, H o KCN | ﬁ/
Q| + (CH;0),80, - “12/ (CH,050, — >
a
al al
56 54

Schema 7. Priprava 4-chlorpyridin-2-karbonitrilu kyanaci alkalickym

kyanidem.

Misto alkalického kyanidu 1lze s vysokymi vytézky pouzit i
trimethylsilankarbonitril. Zde se Jjako ¢inidlo pro vznik
alkoxypyridiniové soli pouzivad N,N-dimethylkarbamoylchlorid. Tato
rekce Jje vyhodnd zejména tam, kde Jje pyridin-l-oxid substituovéan

29

Jjinymi substituenty neZz 4-Cl a 4-CFj;. Schema 8.

(0]
|
N CH,CL NN
& H,C (@) Hth )
R | + 3 N=C" +  (CH);SiCN e R{J‘/ + CHsSiCl + (CH3),NH + CO,
AN H,C’ ‘a1 lab. teplota AN
2 dny
Schema 8. Priprava 2-kyanpyridind kyanaci trimethylsilankarbo-

nitrilem.

3.2. Pr¥iprava isothiuroniové soli

Pro zavedeni siry do molekuly se s vyhodou pouzivad metoda
alkylace thiomocoviny. Pri reakci reaguje thiomocovina S
alkylhalogeniny, wvznikd alkylisothiuroniovd sul. Tato sul se v
alkalickém prosttedi hydrolyzuje na thiolat, vedlejs$im produktem je
moc¢ovina (ta se dale mazZe rozkladdat na amoniak a oxid uhlicity).

Okyselenim reak&ni smé&si se z thioldtu uvolfiuje pf¥isludny thiol.?"

Schema 9.
H,N, +RX _g—C= OH~ HN.
2,C=S —_— R-S .CIiH E— R-S" + 2,=0
H2N NH3 X —H20 H,N

Lw l

R-SH CO, +NH;

Schema 9. Alkylace thiomocoviny.
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Priprava 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chloridu (57) probihé
dle schematu 10.2%3% P¥i reakci vznikd v malém vytézku jako vedlejsi
produkt 4-(2-kyanpyridin-4-yl)sulfanylpyridin-2-karbonitril (58) .
Slouc¢enina 58 wvznikd hydrolyzou isothiuroniové soli 57 a hydrolyzou

lze tuto latku p¥ipravit i kvantitativné&.?? Schema 10.

_N CN
o N Q
& HN ethanol S
+ i C=S _— +
H,N reflux, 0,5hod’ S< C/’ NH

Ql i HCl1

NH2 A N CN
54 57 58

Schema 10. Priprava 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chloridu.

3.3. Ptiprava derivatd 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-

2-karbonitrilu

Asymetrické sulfidy se obvykle pripravuji nukleofilni
substitiéni reakci alkyl/arylhalogenidti s thioladty (Williamsonova
syntéza). Jak JjiZ bylo uvedeno vy$e hydrolyza isothiuroniové soli 57
poskytuje vedle thiolu také sulfid 58. Z tohoto davodu je vyhodné,
kdyz ptiprava 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrild probihé
reakci isothiuroniové soli 57 s prisludSnym derivitem
fenethylhalogenidu. Reakce se provadi v prosttedi dimethylformamidu
a methoxidu sodného za laboratorni teploty. Po ptridavku methoxidu
sodného k isothiuroniové soli 57 wvzniké& in situ pottebny thiolét,
ktery dje pfimo vyuZit v substitu&ni reakci s halogenderivaty.>

Schema 11.

=
N CN Br (nebo CI
—_>
* S 25°C, michéani S
S V\Q—R
T HC R, =H, F, Cl, Br, NO,, CF, CH, AN

NH,
R, =Cl, Br, NO,, CF,
57

Schema 11. Priprava 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrild.

strana 33



3.4. Mechanismus uéinku thiopyridint

Latky na bazi thiold a sulfidl s antituberkulotickou aktivitou
vznikaji od 50. let minulého stoleti, kdy bylo poukdzadno na to Ze
2,3-dimerkaptopropanol (B.A.L.) v koncentracich 100 pg/ml inhibuje

in vitro rGst M. tuberculosis.>

V 80. letech minulého stoleti byla na Farmaceutické fakuté UK
pripravena tada derivatd kyseliny 4-halogenpyridin-2-karboxylové. Z
téchto derivatt se jako jeden 2z nejucinnéjsich u M. tuberculosis
ukdzal 4-chlorpyridin-2-karbothiocamid.?® Z daldi préace’? vyplynulo, Z%e
mezi velmi aktivni latky pat¥i dikarbothioamid odvozeny od latky 58
a Jjeho N-oxid. U 4-(2-thiokarbamoylpyridin-4-yl)sulfanylpyridin-2-
karbothicamidu byla nalezena pro M. tuberculosis (H37Rv) MIC 0,78
pg/ml. Tato latka vykazovala oproti jejimu N-oxidu a isoniazidu také

vy531i terapeuticky efekt v in vivo experimentu na my3ich.??

Pozdéji bylo na Farmaceutické fakulté UK také zjisténo, zZe
alkylsulfanylovd skupina vazand na elektrondeficitnim uhliku IJe
zodpovédnad za antituberkulotickou aktivitu.?! Tyto zAavéry nasledné
vedly k ptripravé trady latek, které tento farmakofor dale rozvijely.
Dalsi 1latky vychédzejici z této farmakoforové analyzy Jjsou i derivéaty

4- (fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu.

Mechanismus uc¢inku u strukturalné blizkych sloucenin,
thiopyridind 59, 60, 61 byl JjiZz popsan.>® Latky odvozené od 2-
(alkylsulfanyl)-4,6-difenylpyridin-3-karbonitrilt ("thiopyridiny")
se ukédzaly Jjako silné inhibitory FabI (E.coli). V tab. 2. Jjsou
uvedeny hodnoty IC ./ tj. koncentrace latky (inhibitoru), pf¥i které
dochézi k 50% inhibici enzymové aktivity. Tyto thiopyridiny Jjsou
uc¢inné 1 na kultivacni rust Staphylococcus aureus, hodnoty MIC jsou
uvedeny v tab. 2. Podle autor@® inhibuji thiopyridiny FabI,
predpokladaiji vsak, Ze maji jeden nebo vice dalsich c¢ild zasahu.
Opiraji se o vlastni experimenty, kdy u kmend S. aureus se snizZenou

expresi fabI genu pozorovali zvySenou citlivost téchto mutant vGci
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thiopyridintm. Enoyl-ACP-reduktdza nemusi byt u tady bakterii
kébdovana jen fabI, ale napt. 1 strukturdlné nepodobnym genem fabkK.
Takto wvzniklym enzymem mohou tyto bakterie nahradit nefunkéni FablI,
to je limitujici pro efektivni udéinek té&chto latek.?®> Prdce se vidak

nezminuje o u¢innosti thiopyridin® na mykobakteria resp. InhA.

O 0
HO HO
S \ Y@(\ @) > )
S HO. S N S._N
NC 0 NC NC
59 60 61
Tab. 2. Thiopyridinové inhibitory FabI (E. coli)?®®
E. coli S. aureus
sloucenina
ICso (uM) MIC (ng/ml) ICso (uM) MIC (ng/ml)
59 4 - - 2
60 3 - - 0,75
61 3 - - 0,75

I u zakladniho difenyletherového strukturdlniho motivu,
charakteristického pro vsSechny latky odvozené od triklosanu (43) lze
nalézt elektrondeficitni uhlik poutajici analogické fenyletherové

uskupeni. Difenylethery pat#i k inhibitortm enoyl-ACP-reduktazy.?®*"

% Mechanismus u&inku té&chto latek byl popsadn v kapitole 1.4.1.3.

Predpokladd se, Ze vznikd terndrni komplex inhibitor-NAD (P)-enzym.?>?
Triklosan (43), Jjako zakladni 1latka této rady, vykazuje malou
aktivitu proti M. tuberculosis.” Vzhledem k tomu, Z%e putsobi na
atraktivnim misté biosyntézy bunécéné stény byly hledadny Jjeho ucinné
analogy aktivni i va&i M. tuberculosis.?’ Vysledkem jsou latky 62,
63. Jejich inhibic¢ni koncentrace pro InhA (IC,) a hodnoty MIC proti

M. tuberculosis jsou uvedeny v tab. 3.°%%

OH OH
/\/\D/O M/\D/O
z z

62 63

O
O
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Tab. 3. Difenyletherové inhibitory FabIl (M. tuberculosis)

M. tuberculosis (H37Rv)

sloucenina
ICso (UM) MICgs (ng/ml)
43 1,0 £ 0,1 12,50
62 0,017 £ 0,005 1,0 £ 0
63 0,005 £ 0,0003 1,9 + 0,5

Screeningem byly odhaleny dalsi 1latky, které puasobi jako
inhibitory enoyl-ACP-reduktdzy 64 - 73.%° Jednd se aZ na vyjimky o
strukturédlné neptrili$§ podobné slouceniny. Hodnoty IC, a MIC shrnuji

taulky 4 a 5. Udaje o jejich vlivu na mykobakteria jsou nekompletni.

I kdyz Jjsou u latek 64 - 69 uvedeny presvédcivé tdaje o jejich
inhibici FabIl trady bakterii nemusi tyto 1latky wvykazovat vyznamné

antimykobakteridlni uc¢inky (viz triklosan 43).

CH, 0 == 0
N NJJ\/ X \ N)J\/m
| |
/ (H, N CH;
_ NH, H/ (H, N I'_I (0]
64 65
HO (0]
— 0 0. II\I/U\\(/
N AN / CH,
CH, N (0]
OH - H
N\
66 67

Cl

68 69
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Tab. 4. Ostatni inhibitory FabI (E. coli, ptrip. S. aureus)3%4%4L.42,43

E. coli S. aureus
sloucdenina
ICso (MM)  MIC (pg/ml) ICso (MM)  MIC (pg/ml)
derivaty indolu
64 - aminopyridiny - - 2,4 0,5
65 - naftyridinony < 0,06 0,5 0,05 0,016
66 - pyrido[3,4-blindoly 4,2 > 64 0,11 0,5
67 derivat benzofuranu - - - 0,015
68 derivat imidazolu 6,44 0,25 8
69 derivat 4-pyridonu 0,22 - - 0,25

Jind situace je u latek 70 - 73. U téchto latek byly aktivity
jak na kultivaéni rast, tak na inhibici FabI u M. tuberculosis
stanoveny. K témto 1latkdm Jsou zde =zarazeny i chlorpyrimidiny, u

nichZz jsou MIC sice znamy, ale inhibice FabIl je pouze predpokladana.

O / \ NOZ = I\{N N—
N\ ~
/ N N N
N =z ON F
H AN / Fg
70 71
— a

72 73

Tab. 5. Ostatni inhibitory InhA (M. tuberculosisg)3%44

M. tuberculosis (H37Rv)

sloucenina
ICso (uM) MIC (ung/ml)
70 indol-piperazinovy derivat 0,16 > 12
71 derivat pyrazolonu (genz-8575) 2,4 0,5 - 12
72 derivat pyrrolidinkarboxamidu 0,062 > 12
73 derivat chlorpyrimidinu - 0,78
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4. Experimentdalni céast

4.1. Chemicka c¢ast

Pouzité chemikdlie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich Co.
(USA), Merck KGaA (SRN) a Pliva-Lachema a.s. (CR). Vychozi latka pro
pripravu 4-chlorpyridin-2-karbonitrilu (54) 2-methyl-4-nitropyridin-
l-oxid (52) byla pro potteby této préce jiz k dispozici.

Struktura pfipravenych sloudenin byla potvrzena 'H-NMR, °C-NMR
a IC spektry. Cistota byla stanovena elementdrni analyzou, nalezené
hodnoty odpovidaji teoretickym s maximadlni diferenci + 0,6 %. Latky

jsou charakterizovany teplotou tani (t.t.).

Teploty téni meziproduktd a konednych produktd byly stanoveny
na Koflerové bloku, nejsou vsak validované. Produkty byly susSeny za
laboratorni teploty nad hydroxidem draselnym (2 dny), latky s vy3si
teplotou tani za vakua v suSici pistoli (pfi teploté varu ethanolu
nad hydroxidem draselnym, cca 1 h). Spektra NMR byla mé&fena Vv
roztoku CDCl; za laboratorni teploty na NMR spektrometru fy Varian
Mercury-VX BB 300 (300 MHz pro 'H a 75 MHz pro '°C). Chemické posuny
vyjad¥eny Jako hodnoty & (ppm) byly vztazeny k tetramethylsilanu
jako standardu pomoci zbytkového rozpousté&dla chloroformu 7,26 ('H) a
77,0 (*C). NMR data Jsou dale uvadéna v nésledujicim poradi:
chemicky posun (8), multiplicita (s: singlet, d: dublet, dd: dublet
dublett, t: triplet, q: kvartet, m: multiplet), integrovana
intenzita ('H-NMR spektra), interaké&ni konstanty J (Hz). Spektra byla
vyhodnocena v programu MestRe-C 2.3a. Elementdrni analyza Dbyla
provedena na zafizeni CHNS-O CE instrument FISONS EA 1110. 1IC
spektra byla potrizena na spektrometru Nicolet Impact 400 v KBr

tabletdch (0,7mg vzorku na 400mg KBr).
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Pribéh reakci a c¢istota produktd byla kontrolvana tenkovrstvou
chromatografii, na deské&ch Silikagel 60 F,s4, Merck, za UV detekce.
Vyvijeci soustavu tvorila smés hexan (Hex) : ethyl-acetadt (EtAc)
2:1. Cisténi produktd probihalo krystalizaci z ethanolu a na koloné&
se silikagelem (Silica gel 60 15-40 um, Merck) . Nékteré
meziprodukty, které byly k dispozici z ptipravy benzyl derivata 4-
sulfanylpyridin-2-karbonitrilu, =zde poslouzily jako standardy (pti
TLC apod.) .

4.1.1. P¥iprava 4-chlor-2-kyanpyridin-1l-oxidu

K 20 g (0,130 mol) 2-methyl-4-nitropyridin-l-oxidu?* bylo
priddno 65 ml (0,91 mol) acetylchloridu ochlazeného na 0°C. Reakce
byla zpocatku chlazena vodou a ledem, postupné Dbyla oh¥ivdna na
laboratorni teplotu. Pri tomto ohfivani probéhla prudkd reakce po
niz byla reakéni smé&s dale zahtata aZz na 70°C a na této hodnoté& byla
udrzZzovana po dobu 3 h. Poté byl acetylchlorid vakuové oddestilovan a
zbytek z¥edén vodou a ledem. Reakéni smés byla zneutralizovéana
nasycenym roztokem uhlic¢itanu sodného na pH 6 - 7 a vytfepana do
chloroformu. Spojené vytfepky byly suSeny bezvodym siranem sodnym.
Chloroform byl nasledné oddestilovan a zbyléd, rezavé-hnédé zbarvena
kapalina ponechdna 24 h v chladu, vylouc¢ily se nazloutlé krystaly.

Tyto krystaly byly dvakrat pfekrystalovény z ethanolu.

Sumarni vzorec: CeH3N,OC1
Strukturni vzorec: 53

Molekulovad hmotnost: 154,556 g/mol

Vytézek: 3,85 g (19 % teoretického vytézku)
Teplota tani: 127-129°C (literatura®*?* uvadi: 130,5-131°C)
TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf =0

4.1.2. Ptiprava 4-chlorpyridin-2-karbonitrilu

3,85 g (0,025 mol) 4-Chlor-2-kyanpyridin-l-oxidu bylo po

rozpusténi v 50 ml toluenu redukovidno chloridem fosforitym. Za
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chlazeni bylo po c¢astech do michaného rotoku ptrikapéno 4,4 ml (0,05
mol) PCl;. Po ptridani celého mnozstvi PCls; byla reakéni smés
zah¥ivana 1 hodinu na 80°C. Toluen byl poté oddestilovan. Zbytek byl
suspendovan do vody, zneutralizovadn 10% roztokem uhlic¢itanu sodného
a vytftepan do chloroformu. Spojené chloroformové vytrepky byly
suSeny bezvodym siranem sodnym. Po oddestilovani chloroformu byly

vzniklé hnédo-bilé krystaly prekrystalovany dvakrat z ethanolu.

Sumdrni vzorec: CeH3N,C1
Strukturni vzorec: 54

Molekulovd hmotnost: 138,557 g/mol

Vytézek: 2,5 g (72 % teoretického vytézku)
Teplota téni: 81-82°C (literatura?! uvadi: 84-86°C)
TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,75 (porovnadno se standardem)

4.1.3. P¥iprava 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chloridu

2,5 g (0,018 mol) 4-Chlorpyridin-2-karbonitrilu a 1,4 g (0,018
mol) thiomocoviny bylo rozpusténo ve 20 ml bezvodého ethanolu. Smés
byla pod refluxem zah¥ata na olejové lazni na 100°C. Po 25 min. se
vylouc¢ila zelenomodrd isothiuroniovd stl. Ethanol byl oddestilovan a
vzniklad stl byla promyta horkym ethyl-acetdtem. Poté byla sul
pfekrystalovana z bezvodého ethanolu.

Pozn.: Promyvanim horkym ethyl-acetidtem se do znac¢né miry
odstranil vedlejsi produkt reakce 4-(2-kyanpyridin-4-
yl)sulfanylpyridin-2-karbonitril (58).

Sumérni vzorec: C;H-N,SC1

Strukturni vzorec: 57

Molekulova hmotnost: 214,674 g/mol

Vytézek: 3,1 g (80 % teoretického vyteézku)

Teplota tani: 183-186°C (produkt, nepruhledné krystaly,
literatura’ uvadi: 193-196°C)
172-173°C (vedl. prod., pruhledné krystaly,
literatura®® uvadi: 179-181°C)

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0 (produkt, porovndno se standardem)

Rf = 0,15(vedl. prod., porovnadno se standardem)
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4.1.4. Obecna priprava derivattd 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-

karbonitrilu

Dané mnozstvi 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chloridu bylo
rozpuSténo v <cca 7 ml bezvodého dimethylformamidu. Za stéalého
michdni bylo k této smési priddno dané mnozstvi methoxidu sodného a
po cca 5 min. dané mnoZstvi derivatu fenethylbromidu resp.
fenethylchloridu substituovaného v poloze 3- nebo 4- na benzenovém
kruhu. Schema 11. Soli a methoxidu byl maly nadbytek, poc¢itdno na
prisludny derivat fenethylhalogenidu. Smé€s byla po celou dobu
michdna pod chlorkalciovym uzavérem za laboratorni teploty. Prtbéh
reakce byl monitorovédn na TLC (Hex : EtAc 2:1). Po 4-6 hodinédch byl
dimethylformamid oddestilovan a zbytek byl nalit do cca 50 ml ledové
destilované vody. Po vyCefreni byla bud vznikla srazenina
odfiltrovdna nebo olejovitd kapalina vyextrahovdna do ethyl-acetatu
(v ptripadé 4-trifluormethyl-, 4-methyl derivatu). SraZenina byla
prekrystalovdna z ethanolu. Extrakt Dbyl =zahu$tén oddestilovanim
ethyl-acetatu. Produkty se dale ¢istily chromatografii na koloné.
Nadpln kolony tvorilo kolem 15 g silikagelu (30x hmotnost dé&lené
smési), Jjako mobilni féaze Dbyla zvolena smés Hex:EtAc 2:1. Prvni
podily byly odstranény, dal$i za kontroly na TLC sbirany. Takto byly
odstranény nejen nezreagované vychozi 1latky, ale také wvedlejsi

produkt, ktery pri reakci vzdy vznikal.
Prakticky pfripravené derivaty 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-

karbonitrilu, Jejich charakteristika, vysledky a prubéh reakci

jejich ptripravy shrnuje nasledujici céast.
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4.1.5. Derivaty 4- (fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu

4- (fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril

Strukturni vzorec:

74

Sumadrni vzorec: C14H1oN,S

Molekulova hmotnost: 240,324 g/mol

Vychozi latky:
2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,770 g (3,6 mmol)
methoxid sodny 0,200 g (3,7 mmol)

fenethylchlorid 467 ul (0,5 g, 3,5 mmol)

Vytézek: 0,473 g (55 % teoretického vytézku)
Teplota tani: 49-51 °C
TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt)

Rf = 0,20 (vedlejs$i produkt)
IC (KBTY) Vmsx (cm™'): 2242 (CN)

'H NMR (300 MHz, CDCls):

8,43 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; H¢); 7,42 (dd; 1H; J = 2,0 Hz;
J = 0,7 Hz; Hs); 7,37-7,22 (m; 6H; Hs; Ar-H); 3,30-3,24 (m; 2H; CH,);
3,05-3,00 (m; 2H; CH,)

3C NMR (75 MHz, CDCls):
151,6; 150,0; 138,7; 133,7; 128.8; 128,5; 127,1; 124,9; 123,1;
117,0; 34,5; 32,3

Elementdrni analyza:
vypoc¢itané hodnoty: 69,97 %C 5,03 %H 11,66 %N
nalezené hodnoty: 69,30 %C 5,04 $H 11,79 %N
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4-(4-fluorfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril

Strukturni vzorec:

Sumdrni vzorec: C14H11FN,S

Molekulovd hmotnost: 258,314 g/mol

Vychozi latky:
2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,540 g (2,5 mmol)
methoxid sodny 0,175 g (3,2 mmol)

4-fluorfenethylbromid 345ul (0,5 g, 2,46 mmol)

Vytézek: 0,413 g (65 % teoretického vytézku)
Teplota téani: 45-46°C
TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt)

Rf

0,20 (vedlejsi produkt)
IC (KBr) Vmx (cm™): 2233 (CN)

'H NMR (300 MHz, CDCl;):

8,48 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; H¢); 7,49 (dd; 1H; J = 1,9 Hz;
J= 0,7 Hz; H3); 7,34 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 1,9 Hz; Hs); 7,29-7,19
(m; 2H; Ar-H); 7,11-7,01 (m; 2H; Ar-H); 3,29 (t; 2H; J = 7,4 Hz;
CH,); 3,04 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH,)

C NMR (75 MHz, CDCls):
161,9 (d; J = 245,9 Hz); 151,4; 150,1; 134,4; 133,8; 130,0 (d; J =
8,0 Hz); 124,9; 123,1; 117,0; 115,6 (d; J = 21,6 Hz); 33,6; 32,4

Elementdrni analyza:

vypocitané hodnoty: 65,10 %C 4,29 %$H 10,85 %N
nalezené hodnoty: 64,66 %C 4,42 SH 11,02
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4-(4-chlorfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril

Strukturni vzorec:

Sumdrni vzorec: Cq14H;:C1IN,S

Molekulovd hmotnost: 274,769 g/mol

Vychozi latky:
2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,515 g (2,4 mmol)
methoxid sodny 0,135 g (2,5 mmol)

4-chlorfenethylbromid 332 ul (0,5 g, 2,3 mmol)

Vytézek: 0,408 g (65 % teoretického vyteézku)
Teplota téani: 91-92°C
TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt)

Rf = 0,20 (vedlejsi produkt)

I¢ (KBr) Vm.. (cmt): 2238 (CN)

'H NMR (300 MHz, CDCls):

8,44 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; Hg); 7,43 (dd; 1H; J = 1,9 Hz;
J= 20,7 Hz; Hs); 7,31-7,28 (m; 2H; Ar-H); 7,25 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J
= 1,9 Hz; J = 0,7 Hz; Hs); 7,17-7,14 (m; 2H; Ar-H); 3,24 (t; 2H; J =
7,4 Hz; CHy); 2,99 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH))

13Cc NMR (75 MHz, CDC1ls):

151,3; 150,1; 137,1; 133,7; 132,9; 129,8; 128,9; 124,9; 123,1;
117,0; 33,7; 32,1

Elementdrni analyza:

vypocitané hodnoty: 61,20 %C 4,04 %H 10,20 %N
nalezené hodnoty: 60,58 %C 4,10 %SH 10,46 %N
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4- (4-bromfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril

Strukturni vzorec:

Sumdrni vzorec:
Molekulovd hmotnost:

Vychozi latky:

C14H11Bers
319,220 g/mol

2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,440 g (2,0 mmol)
methoxid sodny 0,127 g (2,3 mmol)
4-pbromfenethylbromid 289%9ul (0,5 g, 1,9 mmol)
Vytézek: 0,272 g (45 % teoretického vytezku)
Teplota tani: 87-89°C
TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt)
Rf = 0,20 (vedlejsi produkt)
IC (KBr) Vmpx (cm™): 2236 (CN)
'H NMR (300 MHz, CDCls):
8,45 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7Hz; Hg);, 7,47-7,43 (m; 3H; H3; Ar-
H); 7,27-7,24 (m; 1H; Hs); 7,10 (dd; 2H; J = 8,0 Hz; J = 0,5 Hz; Ar-
H); 3,25 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH,); 2,29 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH))
13Cc NMR (75 MHz, CDC1ls):
151,3; 150,1; 137,5; 133,8; 131,9; 130,2; 124,9; 123,1; 121,0;
117,0; 33,8; 32,0
Elementdrni analyza:
vypo¢itané hodnoty: 52,68 %C 3,47 %H 8,78 %N
nalezené hodnoty: 52,16 %C 3,13 SH 9,00 %N
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4-(4-nitrofenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril

Strukturni vzorec:

S\/@
NO,

78

Sumdrni vzorec: C14H11N30,53

Molekulovd hmotnost: 285,321 g/mol

Vychozi latky:
2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,480 g (2,3 mmol)
methoxid sodny 0,130 g (2,4 mmol)
4-nitrofenethylbromid 0,5 g (2,2 mmol)

Vytézek: 0,260 g (42 % teoretického vyteézku)
Teplota téani: 101-103°C
TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,40 (produkt)

Rf = 0,20 (vedlejsi produkt)

I¢ (KBr) Vmax (cm™t): 2243 (CN); 1516 (NO,); 1348 (NO,)

'H NMR (300 MHz, CDCls):
8,47 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,6 Hz; Hs); 8,22-8,17 (m; 2H; Ar-H);
7,46 (dd; 1H; J = 1,9 Hz; J = 0,6 Hz; Hs); 7,42-7,39 (m; 2H; Ar-H);
7,28 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 1,9 Hz; Hs); 3,32 (t; 2H; J = 7,4 Hz;
CH,); 3,15 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH,)

C NMR (75 MHz, CDCls):
151,0; 150,1; 147,1; 146,1; 133,7; 129,4; 125,0; 124,0; 123,1;
116,8; 34,0; 31,5

Elementdrni analyza:

vypoc¢itané hodnoty: 58,93 %C 3,89 %H 14,73 %N
nalezené hodnoty: 58,49 %C 4,08 %SH 14,60
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4-(4-trifluormethylfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril

Strukturni vzorec:

Sumdrni vzorec: CisH11F3N,S

Molekulova hmotnost: 308,321 g/mol

Vychozi latky:
2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,450 g (2,1 mmol)
methoxid sodny 0,136 g (2,5 mmol)
4-trifluormethylfenethylbromid 333 ul (0,5 g, 2,0 mmol)

Vytézek: 0,305 g (50 % teoretického vyteézku)
Teplota téani: 39-41°C

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,55 (produkt)

0,20 (vedlejsi produkt)

Rf
I¢ (KBr) Vm.. (cm™t): 2240 (CN); 1321 (CFs)

'H NMR (300 MHz, CDCls):

8,46 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; H¢); 7,60 (d; 2H; J = 7,9 Hz;
Ar-H); 7,45 (dd; 1H; J = 1,9 Hz; J = 0,7 Hz; H3); 7,35 (d; 2H; J =
7,9 Hz; Ar-H); 7,26 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 1,9 Hz; Hs); 3,29 (t;
2H; J = 7,4 Hz; CHy); 3,09 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH,)

C NMR (75 MHz, CDCl;) :
151,1; 150,2; 142,6; 133,9; 129,5 (g; J = 32,5 Hz); 128,9; 125,8 (g;
J= 3,7 Hz); 124,9; 124,0 (g; J= 272,9 Hz); 123,1; 117,0; 34,2; 31,8

Elementdrni analyza:

vypoc¢itané hodnoty: 58,43 %C 3,60 %H 9,09 %N
nalezené hodnoty: 57,94 7

strana 47



4- (4-methylfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril

Strukturni vzorec:

Sumdrni vzorec: Ci15H14N5S

Molekulovd hmotnost: 254,36 g/mol

Vychozi latky:
2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,550 g (2,6 mmol)
methoxid sodny 0,145 g (2,7 mmol)

4-methylfenethylbromid 382 ul (0,5 g, 2,5 mmol)

Vytézek: 0,300 g (47 % teoretického vytézku)
Teplota téni: 40-41 °C
TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt)

Rf = 0,20 (vedlejsi produkt)

I¢ (KBr) Vm.. (cmt): 2237 (CN)

'H NMR (300 MHz, CDCls):

8,43 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; Hg); 7,40 (dd; 1H; J = 1,9 Hz;
J = 0,7 Hz; H3); 7,25 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 1,9 Hz; Hs),; 7,14-7,11
(m; 4H; Ar-H); 3,27-3,22 (m; 2H; CH,); 2,98 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH,);
2,34 (s; 3H; CHj)

13Cc NMR (75 MHz, CDC1ls):

151,7; 150,0; 136,7; 135,6; 133,6; 129,4; 128,4; 124,9; 123,1;

117,0; 34,1; 32,5; 21,0

Elementdrni analyza:

vypo¢itané hodnoty: 70,83 %C 5,55 %H 11,01 %N
nalezené hodnoty: 71,27 %C 5,72 %H 10,96 %N
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4-(3-chlorfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril

Strukturni vzorec:

Sumdrni vzorec: Cq14H;:C1IN,S

Molekulovd hmotnost: 274,769 g/mol

Vychozi latky:
2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,520 g (2,4 mmol)
methoxid sodny 0,140 g (2,6 mmol)

3-chlorfenethylbromid 335 ul (0,5 g, 2,3 mmol)

Vytézek: 0,319 g (51 % teoretického vyteézku)
Teplota téani: 42-44°C
TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt)

Rf = 0,20 (vedlejsi produkt)

I¢ (KBr) Vm.. (cmt): 2234 (CN)

'H NMR (300 MHz, CDCls):

8,45 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; H¢); 7,43 (dd; 1H; J = 1,9 Hz;
J = 0,7 Hz; H3); 7,27-7,22 (m; 4H; Hs; Ar-H),; 7,13-7,09 (m; 1H; Ar-
H); 3,29-3,23 (m; 2H; CH,); 3,00 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH,)

13C NMR (75 MHz, CDC1ls):

151,2; 150,1; 140,06; 134,5; 133,8; 130,0; 128,7; 127,3; 126,7;
124,9; 123,1; 116,9; 34,1; 32,0

Elementdrni analyza:

vypoc¢itané hodnoty: 61,20 %C 4,04 %H 10,20 %N
nalezené hodnoty: 61,65 %C 4,17 %H 10,13 %N
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4- (3-bromfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril

Strukturni vzorec:

Sumdrni vzorec: Cq14H::BrN,S

Molekulovd hmotnost: 319,220 g/mol

Vychozi latky:
2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,421 g (2,0 mmol)
methoxid sodny 0,130 g (2,4 mmol)

3-bromfenethylbromid 290ul (0,5 g, 1,9 mmol)
Vytézek: 0,253 g (42 % teoretického vyteézku)
Teplota téani: 44-46°C
TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt)
Rf = 0,20 (vedlejsi produkt)

I¢ (KBr) Vm.. (cmt): 2243 (CN)

'H NMR (300 MHz, CDCl;):

8,45 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; Hg); 7,43 (dd; 1H; J = 1,9 Hz;
J = 0,7 Hz; H3); 7,42-7,38 (m; 2H; Ar-H); 7,26 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J
= 1,9 Hz; Hs); 7,23-7,13 (m; 2H; Ar-H); 3,28-3,23 (m; 2H; CHy); 3,02-
2,97 (m; 2H; CH,)

C NMR (75 MHz, CDCl;):
151,2; 150,1; 140,9; 133,8; 131,6; 130,3; 130,2; 127,2; 124,9;
123,1; 122,8; 116,9; 34,1; 32,0

Elementdrni analyza:

vypoc¢itané hodnoty: 52,68 %C 3,47 %H 8,78 %N
nalezené hodnoty: 52,48 %C 3,93 %H 8,27 %N
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4-(3-nitrofenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril

Strukturni vzorec:

Sumdrni vzorec: C14H:1N30,8

Molekulovd hmotnost: 285,321 g/mol

Vychozi latky:
2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,486 g (2,3 mmol)
methoxid sodny 0,130 g (2,4 mmol)
3-nitrofenethylbromid 0,5 g (2,2 mmol)

Vytézek: 0,200 g (33 % teoretického vytezku)
Teplota téani: 97-98°C
TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,30 (produkt)

RE

0,20 (vedlejsi produkt)
IC (KBTr) Vmax (cm™): 2241 (CN); 1516 (NOz); 1357 (NOy)

'H NMR (300 MHz, CDCl;):

8,47 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; Hg); 8,16-8,10 (m; 2H; Ar-H);
7,59-7,49 (m; 2H; Ar-H); 7,46 (dd; 1H; J = 2,0 Hz; J = 0,7 Hz; Hj3);
7,28 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 2,0 Hz; Hs); 3,36-3,30 (m; 2H; CH,);
3,18-3,13 (m; 2H; CH,)

C NMR (75 MHz, CDCl;):

150,8; 150,2; 148,4; 140,5; 134,8; 133,8; 129,8; 124,9; 123,4;
123,1; 122,2; 116,9; 33,9; 31,7

Elementdrni analyza:
vypoc¢itané hodnoty: 58,93 &C 3,89 %H 14,73 %N
nalezené hodnoty: 58,88 %C 4,03 %H 14,59 %N
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4-(3-trifluormethylfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril

Strukturni vzorec:

Sumdrni vzorec: Ci5H11F3N,S

Molekulovd hmotnost: 308,321 g/mol

Vychozi latky:
2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,452 g (2,1 mmol)
methoxid sodny 0,134 g (2,5 mmol)

3-trifluormethylfenethylbromid 334 ul (0,5 g; 2,0 mmol)

Vytézek: 0,213 g (35 % teoretického vytezku)
Teplota téani: 46-48°C
TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,50 (produkt)

Rf = 0,20 (vedlejsi produkt)

I¢ (KBr) Vm. (cm™t): 2239 (CN); 1344 (CFs)

'H NMR (300 MHz, CDCls):

8,45 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; He); 7,55-7,40 (m; 5H; Hs; Ar-
H); 7,26 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 2,0 Hz; Hs); 3,32-3,27 (m; 2H;
CH,); 3,12-3,07 (m; 2H; CH,)

13C NMR (75 MHz, CDCls):

151,1; 150,2; 139,5; 133,8; 132,0; 131,1 (g9; J
125,3 (gq; J = 3,7 Hz); 124,9; 124,0 (g; J = 3,7
272,5 Hz),; 123,1; 116,9; 34,3; 31,9

32,5 Hz); 129,3;
z)

Hz); 123,9 (g; J =

Elementdrni analyza:

vypoc¢itané hodnoty: 58,43 %C 3,60 %H 9,09 %N
nalezené hodnoty: 58,03 %C 3,10 %H 8,98 3N
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4.2. Mikrobiologicka cast

Mikrobiologické  testovani bylo provedeno Laborato¥i  pro

diagnostiku mykobakterii pf¥i Zdravotnim UGstavu se sidlem v Ostrave.

Testovani antimykobakteridlni aktivity Dbylo provedeno 1in
vitro, mikrometodou pro stanoveni minimalnich inhibic¢nich
koncentraci (MIC) latek v Sulové ptd&, v plastikovych P-destickéch.
MIC Jje nejniZzs$i koncentrace latky, pri které Dbyla pozorovana

inhibice mykobakteridlniho rustu.

Preparaty byly ptripraveny Yredénim v DMSO, isoniazid fedénim

sterilni destilovanou vodou v rozsahu:

74, 75, 76, 77, 78, 80, 81, 83 1 -1 000 pmol/1
79, 82, 84 1 - 500 pmol/1
isoniazid (INH) 0,5 - 250 pmol/1

K testovani byly pouzity kmeny: Mycobacterium tuberculosis (My
331/88), Mycobacterium avium (My 330/88), Mycobacterium kansasii (My
235/80), Mycobacterium kansasii (6 509/96) . Hodnoceni testtl
probihalo u testl s M.kansasii po 7, 14 a 21 dnech inkubace (p¥i
37°C). U testl@ s M.tuberculosis a M.avium po 14 a 21 dnech inkubace

(pti 37°C).
Kmeny byly porizeny 2z Ceské narodni sbirky typovych kultur

(CNCTC). M.kansasii (6 509/96) Je kmen klinicky izolovany od

pacienta z okresu Karvina.
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5. Vysledky a diskuze

Priprava 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrild probihala
na zéakladé reakce mezi 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chloridem (57)
a prislusnym fenethylhalogenidem v prost¥fedi dimethylformamidu a
methoxidu sodného za laboratorni  teploty. Prtibéh reakce Dbyl

monitorovan na TLC.

Pri pripravé vychozi soli, 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-
chloridu byl na TLC pozorovan vznik vedlejsiho produktu. Tento
vedlejsi produkt byl detegovan jako 4- (2-kyanpyridin-4-
yl)sulfanylpyridin-2-karbonitril (58). Tuto latku se z velké c¢&éasti

podatrio odstranit promyvanim soli na frité horkym ethyl-acetatem.

Vznik vedlejsiho produkt byl (na TLC) pozorovan i pf¥fi pripravé
derivatd 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu. Tento vedlejsi
produkt nebyl identifikovéan, ale Jjeho Rf bylo témé¥ shodné s Rf
vedlejsiho produktu 58. Vzhledem k tomu, Ze se tento produkt
nedatilo oddélit krystalizaci Dbyla Jjako <¢&istici operace zvolena
chromatografie na koloné. Jako nejvhodnéjsi elué¢ni ¢inidlo se
ukdzala smeés hexan : etylacetat 2:1. Zde se odstranily 1
nezreagované vychozi 1latky isothiuroniovd sul, kterd =zastédvala na
startu a fenethylbromidy resp. fenethylchlorid, které postupovaly s
Celem. Ne&které derivaty 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu
mély Rf wvelmi Dblizké Rf wvedlejsiho produktu (0,20), v téchto
pripadech se wuvedend smés délila obtizZné, coZz mélo dopad 1 na

prakticky vytézek (nap¥. nitroderivaty).

Porovnaji-1i se vytézky reakci pripravy sulfidd fenethylové
tady s drive pripravovanymi benzylsulfanylovymi derivaty,?t =zjisti
se, ze vytézky reakci pripravy 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-

karbonitrild jsou v priméru o 20% nizsi.

Antimykobakteridlni hodnoceni pripravenych latek Jje shrnuto v

tabulce 6.
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Tab. 6.

Vysledky MIC testovanych latek u &tyfech druhtd mykobakterii

M. tuberculosis CNCTC My 331/88

M.avium CNCTC My 330/88

preparat MIC (umol/1) MIC (pmol/1)
14 dni 21 dni 14 dni 21 dni
74 125 125 62 125
75 62 125 62 125
76 32 62 32 62
77 62 125 16 32
78 > 62 > 62 > 62 > 62
79 16 32 16 32
80 250 500 62 125
81 62 125 32 62
82 32 62 32 62
83 > 32 > 62 > 32 > 62
84 32 62 32 62
INH 0,5 0,5 > 250 > 250
M.kansasii CNCTC My 235/80 M.kansasii 6 509/96
preparat MIC (umol/1) MIC (pmol/1)
7 dni 14 dni 21 dni 7 dni 14 dni 21 dni
74 8 16 32 32 32 125
75 16 32 32 32 32 62
76 8 16 32 32 32 62
77 16 32 32 8 16 32
78 32 32 > 62 32 32 > 32
79 8 16 32 4 8 16
80 32 62 250 250 250 250
81 16 32 62 16 32 62
82 8 16 32 8 16 32
83 32 32 62 32 > 32 > 32
84 8 16 62 8 16 32
INH > 250 > 250 > 250 4 4 8
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MIC je v rozmezi 4-125 umol/l. Latky, s vyjimkou 4-(4-
methylfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu, jsou srovnatelné
uc¢inné proti vsSem testovanym kmentim. V porovndni s testovacim
standardem isoniazidem (INH) Jsou pfipravené latky uc¢innéjsi na M.
kansasii (My 235/80) a M. avium neZ INH. Na ostatni kmeny Jjsou
pripravené 1latky méné a¢inné. Jako nejacinéjsi se v této radé
ukazala latka 4-(4-trifluormethylfenethylsulfanyl)pyridin-2-
karbonitril (79).

v porovnani S drive pripravenymi benzylsulfanylovymi
derivaty,?* které m&li MIC v rozmezi 8-125 pumol/l, Jje Gc&inek
srovnatelny. Lze konstatovat, Ze prodlouZenim spojovaciho tretézce o

jeden methylovy mustek neni antimykobakteridlni aktivita ovlivnéna.

Struktura ptripravenych derivatd 4- (fenethylsulfanyl)pyridin-2-
karbonitrilu Jje népadné podobnd dalsim derivatim thiopyridinu 59,
60, 61, u kterych byl stanoven i mechanismus uc¢inku. Bylo zjisténo,
ze tyto latky inhibuji bakteridlni enzym FabIl (E. coli), predpoklada
se %e maji jedté jeden nebo vice daldich c¢ilti zasahu.?® Obdobny
enzym, Jjako je FabIl (E. coli) Jje 1 InhA (M. tuberculosis), oba tyto
enzymy Jjsou enoyl-ACP-reduktazy, klic¢ové enzymy biosyntézy mastnych
resp. mykolovych kyselin systému FAS II. K dals$i strukturdlné velmi
podobnym latkam patfi antituberkuloticky aktivni chlorpyrimidiny 73,
u kterych také nebyla prokazéna ICs; s enzymy FabI nebo InhA.** Na
zdkladé téchto uvah lze konstatovat, Ze mechanismus G¢inku derivatu
4- (fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu bude na urovni ENR velmi

pravdépodobny.
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P¥iprava derivatd 4- (fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu
probihala s niz3imi vytézky a s upravenymi c¢isticimi operacemi nez
Jjak tomu bylo pri analogické pripravé derivata 4-

(benzylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu.

7Z4dnd z ptripravenych l&tek nevykazovala antituberkulotickou
aktivitu srovnatelnou s klinicky pouZivanymi antituberkulotiky.
Vyznamna aktivita (ve srovnéani s isoniazidem) byla zaznamendna proti

kmentm M. avium a sbirkovému kmenu M. kansasii (235/80).

Aktivita derivatd 4- (fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu a
analogickych derivatd 4-(benzylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu proti
mykobakteriim je srovnatelnd. Délka spojovaciho fetézce nemd na

antimykobakteridlni aktivitu vliv.

Pripravené derivaty maji néapadnou strukturdlni shodu s latkami
u nichz Dbyla prokdzéna inhibic¢ni aktivita enoyl-ACP-reduktézy
(FabI), enzymu ucastniciho se biosyntézy MK. Obdobny enzym, InhA se
nachazi u Mycobacterium tuberculosis a Jje klicovy pro syntézu

mykobakteridlni stény, resp. syntézu mykolovych kyselin.
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