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ABSTRAKT

V teoretické casti diplomové prace jsou shrnuté biologické u¢inky amidoximil. Jsou
studovany hlavné jako proléciva, ktera se redukci méni na aktivni latky — amidiny.
Nékteré amidoximy se dostaly do klinickych studii, ale pro jejich zdvazné nezadouci

ucinky byl dalsi vyzkum ukoncen.

V metodické ¢asti jsou popsany moznosti piipravy amidoximi riznymi syntetickymi

postupy.

V ramci experimentalni Casti byly pfipraveny nejdiive Ctyfi 5-alkyl-pyrazin-
2-karbonitrily a z nich reakci s hydroxylamin-hydrochloridem byly ziskany piislusné
amidoximy:

¢ N’-hydroxy-5-propylpyrazin-2-karboximidamid

¢ N’-hydroxy-5-isopropylpyrazin-2-karboximidamid

e N’-hydroxy-5-pentylpyrazin-2-karboximidamid

o N’-hydroxy-5-hexylpyrazin-2-karboximidamid.

Zadny ze ziskanych produktii nebyl dosud popsan v literatufe. Viechny piipravené
amidoximy byly charakterizovany teplotou tani, IC a NMR spektry. Cistota byla

ovéfena elementarni analyzou.

Tyto latky byly testovdny na antifungdlni a antibakteridlni wUCinnost, ale byly
neaktivni. To je patrné dano skutecnosti, ze v testech in vitro nedochazi k jejich

aktivaci na odpovidajici amidiny.



ABSTRACT

In the theoretical part of this diploma thesis, biological activities of amidoximes
are resumed. They have been studied mainly as prodrugs that are reduced to active
compounds — amidines. Some amidoximes reached clinical trials but due to their

significant undesirable effects have not been developed further.

Methodical part deals with various synthetic procedures for the preparation of

amidoximes.

In the frame of the experimental part, four 5-alkylpyrazine-2-carbonitriles were
synthesized at first. Using hydroxylamine hydrochloride, the nitriles were converted to
corresponding amidoximes:

e N’-hydroxy-5-propylpyrazine-2-carboximidamide

e N’-hydroxy-5-isopropylpyrazine-2-carboximidamide

e N’-hydroxy-5-pentylpyrazine-2-carboximidamide

e N’-hydroxy-5-hexylpyrazine-2-carboximidamide

None of the obtained products have been reported yet. They were characterized by

melting points, IR, NMR spectra. Their purity was checked by elemental analysis.

The compounds were tested for antifungal and antibacterial activity but were found
non-effective. This is probably due to the fact that in vitro their bioactivation does not
proceed.



1 UVOD A CiL PRACE

Pyrazinkarbonitril byl ptipraven v 50. letech 20. stoleti a studovan jako potencialni
antituberkulotikum [1] a antagonista nikotinamidu [2]. Jako 1é¢ivo nebyl nikdy
pouzivan, je vSak dilezitym intermediadtem pro syntézu dalSich slou¢enin [3-20]. Zcela
nedavno bylo zjisténo, ze je ireverzibilnim inhibitorem nikotinamidasy — enzymu,
ktery je nezbytny pro hydrolyzu pyrazinamidu na aktivni pyrazinkarboxylovou
kyselinu [21].

Na katedfe Farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové jsou pyrazinkarbonitril a jeho 5-alkylované derivaty pouzivany ptredevSim
k piipravé odpovidajicich 1-pyrazin-2-yl-ethanonti [22, 23]. Ty pak jsou dale
vyuzivany pro pfipravu dalSich derivatd, napt. chalkond [24-27], thiosemikarbazont
[28] a derivatd rhodaninu [29, 30]. Reakci 1-pyrazin-2-yl-ethanont (acetylpyrazini)
S hydroxylaminem Ize pfipravit odpovidajici oximy, jimz je na katedfe rovnéz
vénovana pozornost [31]. Analogicky lze reakci pyrazinkarbonitrilti s hydroxylaminem
ziskat amidoximy [32-34].

Amidoximy jsou slouceniny nesouci jak hydroxyimino, tak amino skupinu na
jednom atomu uhliku, coZ jim umoZiiuje byt mnohostrannymi stavebnimi kameny pro
syntézu riznych heterocyklli. Amidoximy a jednoduché O-substituované derivaty maji
velmi  dulezit¢é  biologické  vlastnosti:  antituberkulotické,  antibakterilni,
bakteriostatické¢, fungicidni, antineoplastické¢, antihypertenzivni, protizanétlivé,
antiagregacni a dal$i. V analytické chemii se amidoximy pouZivaji pfi kvantitativnim
spektrofotometrickém stanoveni tézkych kovi, jako jsou kadmium (II), vanad (V)
aosmium (VIII). Nékteré amidoximy jsou jiz pouzivany jako léCiva, jiné jsou
v soucasné dobé podrobeny klinickym testim. Jejich Cetné farmaceutické pouziti je
V soucasnosti obohaceno faktem, ze jsou schopny se pfeménit na amidiny a déle jsou
schopny uvolnovat NO [35].

Cilem mé diplomové prace je pfiprava a charakterizace amidoximl odvozenych od
5-alkylpyrazin-2-karbonitrili.  V pfipadé, Ze syntézy budou Uspé$né, bude
U pfipravenych amidoximi hodnocena antifungélni a antibakterialni uc¢innost, ptipadné
dalsi biologické aktivity. Pozdéji mohou byt pfipravené amidoximy vyuZity pro

syntézu dalSich slou¢enin, napt. 1,2,4-oxadiazold.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Ucinky amidoximii na srazlivost krve a vazodilataci cév

2.1.1 Antitrombotické ucinky amidoximu

Trombembolicka onemocnéni, mezi které patii napiiklad hluboka Zzilni trombdza,
plicni embolie nebo infarkt myokardu, jsou hlavnimi pfi¢inami morbidity a mortality
VvV rozvinutych zemich. V soucasnosti dostupna antikoagulancia, jako jsou warfarin,
heparin a nizkomolekuldrni hepariny, se bézné pouzivaji pro prevenci i pro 1ébu
trombembolickych onemocnéni, nicméné maji mnoho terapeutickych limita [36].
Napriklad Gzké terapeutické okno, monitorovani a méfeni protrombinového casu,
ovlivnéni stravou obsahujici vitamin K, vysoky interak¢ni potencidl s ostatnimi 1éCivy,
ovlivnéni cytochromu P450 a dalsi [37]. Proto je pfitazlivym cilem hledani oralné
aktivnich antitrombotickych latek. Muze se jednat o inhibitory faktoru Xa nebo ptimé
inhibitory trombinu, pfipadné slouceniny ovliviiyjici shlukovéani trombocytt [38].

Faktor Xa je serinova proteinasa, ktera $tépi béhem koagula¢ni kaskady protrombin
na trombin, coz vede ke Stépeni fibrinogenu na fibrin a nasledné k tvorbé krevni
srazeniny. Kvili své dilezité roli v krevni koagulaci se stal faktor Xa jednim z cilli pro
rozvoj novych perordlnich antitrombotickych latek. V praxi pouzivanym inhibitorem
faktoru Xa je rivaroxaban (XARELTO) a dalsi slouCeniny putsobici timto

mechanismem jsou Vv klinickém hodnoceni [39-41].

vnitini cesta vnéjsi cesta
Nia Vila/l'l
r _—
Vills
Xa
"4
protrombin trombin N
'4 F
fibrinogen fibrin fibrinova sit

Obr. 1 Role faktoru Xa v koagula¢ni kaskadée [39]
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Mezi potencialni inhibitory faktoru Xa patii také amidinové derivaty studované
Vv Japonsku. Ve snaze zlepsit jejich peroralni dostupnost a farmakokinetické vlastnosti

byla ptipravena profarmaka typu amidoximu [42].

Amidiny miizeme jako potencialni IéCiva nalézt nejen ve skupin¢ inhibitort faktoru
Xa, ale také mezi pfimymi inhibitory trombinu a antagonisty receptoru GP-1Ib/Illa.
Jejich nevyhodou je, ze maji nizkou biologickou dostupnost. Jsou to siln¢ bazické
latky, ve fyziologickych podminkéach jsou obvykle protonizovany na atomu dusiku
s dvojnou vazbou a vytvoii vysoce stabilni mezomerni kation (Schéma 1). Nasledkem
toho vétSinou nejsou absorbovany z gastrointestinalniho traktu po oralnim podani.
N-hydroxylované derivaty amidini (amidoximy) jsou mén¢ bazické diky zaclenéni
kyslikového atomu, jsou absorbovany =z gastrointestinalniho traktu a pak jsou
redukovany na odpovidajici aktivni amidiny. Pokud maji byt amidoximy vhodnym
proléivem amidinti, mély by byt prevazné metabolizovany redukci a ostatni
metabolické cesty, napt. pfeména na NO, citrulinové analogy, nebo tvorba glukuronida
a sulfatl, by mély mit minimalni metabolicky vyznam. V mnoha odlisnych in vivo
studiich bylo prokazano, ze in vivo pievazuje redukce amidoximl na amidiny [43, 44]

a byl jiz také popsan enzymovy systém, ktery se na jejich redukci podili [45-48].

H
R NH +H* R I+
% - %N\
-H* H
H,N H,N

Schéma 1 Protonizace amidinu a tvorba mezomerniho kationtu [43].

Piikladem amidoximu jako proléciva je Ximelagatran, ktery se méni na ucinny
metabolit melagatran. Ximelagatran ma N-hydroxylovanou amidinovou skupinu
a esterifikovanou karboxylovou skupinu, coZz zplsobuje, ze je 170x lipofilnéjsi nez

melagatran a neionizuje v pH prostiedi tenkého stieva [37].
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Ximelagatran je piimy oralni inhibitor trombinu, ma 3 — 5x vyssi biodostupnost po
ordlnim podani neZz melagatran a jeho biodostupnost neni dramaticky ovlivnéna
souCasnym podanim potravy. Po rychlé absorpci je ximelagatran konvertovan na
u¢inny melagatran, jehoz maximalni plazmatickd koncentrace je pozorovana uz po
1,5-2 hodinach po ordlnim podani, coz je srovnatelné se subkutannim podanim
nizkomolekularniho heparinu. Nésledkem toho by bylo mozné ximelagatran pouzit
k okamzité 1é¢bé hluboké Zilni trombodzy bez pouziti nizkomolekularniho heparinu, jak
je pozadovano na zaCatku terapie warfarinem. Melagatran neni metabolizovan a je
pfiblizn€ z 80 % vylucovan rendlni exkreci. Polo¢as rozpadu melagatranu narlsta
s vékem a je zavisly na funkci ledvin, ale 1 pfesto je u typického 70letého pacienta
okolo 4 — 5 hod. Po provedeni in vivo studii na zdravych dobrovolnicich bylo zjisténo,
ze ximelagatran, ani melagatran neovliviiuji —metabolismus jinych 1éciv
metabolizovanych izoenzymy CYP450 [37, 49]. I pfes svoje vyhodné vlastnosti byl
ximelagatran terapeuticky pouzivan pouze kratce. V roce 2006 byl stazen z pouzivani
pro hepatotoxické uc¢inky [38, 50]. Nadale vSak zistava dulezitym farmakologickym
nastrojem pii studiu DILI (drug-induced liver injury) [51-56].
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V praxi pouzivany piimy inhibitor trombinu dabigatran-exetilat (PRADAXA) je
prolécivo urcené k peroralnimu podavani, z né¢hoz se v plazmé a v jatrech enzymovou

hydrolyzou uvoliiuje i€¢inny dabigatran [57]. Nema vSak charakter amidoximu.

o N |\
/\/\/\ H3C -
\ N
®) N
>ﬁ0 //<\
N
N >\/®/H COOH

dabigatran-exetilat

Jednim z dilezitych kroka pii tvorbé krevni srazeniny je vazba fibrinogenu na
receptor GP-IIb/Illa  (oznaCovany téz jako oypPs integrin) na povrchu krevnich
desti¢ek. Na a fetézci fibrinogenu byla objevena tripeptidova sekvence Arg-Gly-Asp
(RGD), hlavni doména, zodpovédnd za rozpozndni fibrinogenu glykoproteinem
[1b/I1la. Inhibice vazby fibrinogenu na GP-IIb/Illa se jiz terapeuticky vyuziva.
NejstarSim 1é€ivem s timto mechanismem ucinku je monoklonalni protilatka
abciximab (REOPRO). Z peptidi obsazenych v hadich jedech je nejznamé;jsi
eptifibatid (INTEGRILIN). Z nepeptidovych antagonisti byl do praxe zaveden
tirofiban (AGGRASTAT). VSechny tii slouceniny se podavaji intraven6zné [59, 60].

Cela tada studovanych ,,fibani* ma charakter amidini a byla u nich pfipravena fada
profarmak typu estert a amidoximu [35, 61, 62]. Lamifiban (Ro 44-9883) je
selektivni, reverzibilni, nepeptidovy antagonista receptoru glykoproteinu IIb/Illa

podavany intravenozné [63].
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Ro 44-3888: R' = R*=H
sibrafiban: R' = OH, R? = ethyl

Sibrafiban (Ro 48-3657) je dvojité prolécivo slou¢eniny Ro 44-3888. Byl navrzen
k peroralnimu podani. Stejné jako ximelagatran ma N-hydroxylovanou amidinovou
skupinu a esterifikovanou karboxylovou skupinu. Po podani se nejprve rozstépi
esterova vazba a vznika neaktivni meziprodukt, az nasledné se redukuje amidoxim na
ucinny amidin. Aktivni metabolit je vysoce selektivni, reverzibilni inhibitor receptoru
glykoproteinu 1lb/Illa, inhibuje agregaci krevnich destiéek vyvolanou riznymi
agonisty (adrenalin, kolagen, trombin ...) [64, 65]. Zadny z amidind, ani amidoxim®

vSak nebyl dosud do klinické praxe zaveden.

2.1.2 Amidoximy jako donory NO a vazodilatace cév

NO u savcl vznika z L-argininu ve dvoukrokové reakci katalyzované enzymem
NO-synthasou (NOS). Nejdfive vznikne N®-hydroxy-L-arginin (NOHA) a ten je

nasledné metabolizovan za ptitomnosti NADPH a O, na citrulin a NO. Na
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N-hydroxylaci je zapotiebi specifické NOS, kdezto oxidativni Stépeni vazby C=NOH
U NOHA na NO nebo jiné oxidy dusiku nemusi byt katalyzovano pouze NOS, ale také
mikrosomélnimi enzymy CYP450 nebo peroxidasami. Tyto enzymy mohou Stépit
stejnou vazbu i u nékterych syntetickych slou¢enin neobsahujicich alfa-aminokyselinu,
napt. N-hydroxyguanidiny, amidoximy a ketoximy [66—68].

V cévach endotelialni NOS katalyzuje vznik NO, hlavniho ochranného faktoru.
Zabranuje adhezi leukocytd na stény cév, agregaci krevnich desti¢ek a také inhibuje
proliferaci a kontrakci hladké svaloviny stén cév. Navic je NO tvofen makrofagy pfi
imunologickych reakcich a neurony centralniho nervového systému, kde ptisobi jako
neuromediator v zakladnich fyziologickych funkcich, vcetn€é mirnéni bolesti.
Nedostatek NO je spojen s hypertenzi, ischemickou chorobou srde¢ni, srde¢nim
selhanim a infarktem myokardu stejné jako s erektilni dysfunkci. Nékteré patologické
stavy (diabetes, hypercholesterolémie, ateroskler6za) jsou spojovany s nedostatecnou
aktivitou NOS. V téchto situacich mize byt obnovena hladina NO pomoci $tépeni
exogennich substratii nespecifickymi enzymy [67, 68].

Donory NO, jako je trinitroglycerin, jsou latky pouzivané v terapii kK vyrovnani NO
deficitu. Donory NO jsou rychle a neselektivné pfeménovany na NO a maji kratky
polocas rozpadu. Prodlouzit polocas rozpadu lze nalezenim chemicky a metabolicky
stabilné&jsi slouceniny, ktera by byla selektivné oxidovana NOS in situ a pfeménéna na
NO v dané tkani. Bylo pfipraveno mnoho sloucenin obsahujicich skupinu C=NH nebo
C=NOH a byly studovany jako potencialni donory NO. Avsak jenom ty, které zahrnuji
NHC(NH2)=NH (nebo NOH) ¢ast, vedou k vyznamné tvorbé NO [68].

Pfi vyzkumu N-hydroxyguanidind, amidoximi a ketoximd, slou€enin vhodnych
k oxidaci NO-synthasou nebo ptibuznymi monoxygenasami, se objevil problém
s neselektivnim vznikem oxidi dusiku, vcetné NO. Slouceniny nesouci skupinu
C=NOH jsou snadno oxidovatelné mnoha chemickymi latkami, napt. H,O,, MnO,,
Pb(OAc); za wvzniku oxidi dusiku. VSechny oxidace N-hydroxyguanidini
katalyzované isoenzymy cytochromu P450 a NOSs jsou neselektivni z hlediska
substratu 1 produktli a vedou ke vzniku nejen oxidi dusiku, ale 1 k odpovidajici
mocovin€ a kyanamidu. Navic jsou tyto reakce ve velké mife inhibovany superoxid-
dismutasou za vzniku radikalu O, ktery sam oxiduje N-hydroxyguanidiny

a amidoximy za vzniku mocoviny a kyanamidi a oxidl dusiku.
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Podobné problémy se neobjevily béhem vyzkumu guanidin jako vhodnych
substrati pro NOS a vznik NO, protoZe jsou stabiln&js$i vici radikalu O, ve srovnani
s N-hydroxyguanidiny [69].

NO hraje dulezitou roli také v regulaci procesti probihajich v o¢ich a poruchy
uvoliiovani NO mohou vést k rozvoji degenerativnich (glaukom, degenerace sitnice,
katarakta) a zanétlivych (uveitis, retinitis) ocnich onemocnéni. Je také znamo, ze NO
a jeho druhy posel (cGMP) snizuji nitroocni tlak [70]. Oresmaa se spolupracovniky
ptipravili jako potencialni donory imidazol-2-nitrolové kyseliny [70], imidazol-5-
nitrolové kyseliny [70], imidazol-5-amidoximy [71], 5-kyanimidazol-4-amidoximy
[71].

R’ R’
N N
oN_ N\ | . | \__No,
R R
N N
HON s pt  NOH
imidazol-2-nitrolové kyseliny imidazol-5-nitrolové kyseliny

R = H, methyl, benzyl; R? = H, fenyl; R® = H, methyl

H,N
N NOH
«\\ NH, N
) £
R NOH N CN
R
imidazol-5-amidoximy 5-kyanoimidazol-4-amidoximy

R = H, methyl, benzyl

Nékteré¢ imidazol-2-nitrolové kyseliny zvySovaly mnozstvi cGMP v prase¢im
fasnatém télisku, krali¢im ocnim moku a krali¢i plazmé, coz svéd¢i o tom, Ze uvoliiuji
NO. Déle snizovaly nitroocni tlak pfi intravitredlnim podani kralikim, avSak pfi
povrchové aplikaci byly net¢inné [70]. Podobnych vysledkt bylo dosazeno pfi studiu

imidazol-5-amidoximd. 5-Kyanoimidazol-4-amidoximy byly neu¢inné. Neucinnost
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sloucenin pii povrchové aplikaci je dana jejich Spatnym pranikem do oka [71]. Z toho
divodu byly v nasledujici studii [72] pfipraveny estery nejucinngj$ich sloucenin —
N’-hydroxy-1-methyl-1H-imidazol-5-karboximidamidu a 1H-imidazol-5-nitrolové
kyseliny — s kyselinou octovou, propionovou a pivalovou. Esterifikace vSak vedla ke

ztraté aktivity.

2.2  Vliv amidoximi na nezadouci ucinky léc¢iv

Cisplatina je jedna z nej¢astéji pouzivanych latek proti rakoving. Je vysoce téinna
proti karcinomu vajecnikt, varlat, mocového méchyte, hlavy a krku, délozniho ¢ipku
atd. Terapie vysokymi davkami cisplatiny je ¢asto doprovazena vaznymi vedlejSimi
ucinky postihujicimi ledviny, periferni nervy a vnitini ucho, coz ma za nasledek
ukonceni 1écby nebo snizeni davek cisplatiny.

Renalni toxicita vyvolana 1écbou cisplatiny je charakterizovana snizenym krevnim
pratokem a poskozenim proximalnich tubull. Intenzivni hydratace v kombinaci
s forsirovanou  diurézou, ptidavek hypertonického solného roztoku a pouziti
chemoprotektivni latky poskytne urcitou ochranu pifed nefrotoxicitou cisplatiny.
VétsSina chemoprotektivnich latek na snizeni vedlejSich ucinkl cisplatiny obsahuje
sulfanylovou skupinu, napf. amifostin, diethylthiokarbamat, thiosulfat sodny nebo
glutathion. Z téchto latek je nejpouzivangjsi a celosvétove rozsifeny amifostin. Piesny
mechanismus nefrotoxicity vyvolané cisplatinou nebyl dosud objasnén. Cisplatina
vytvaii reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species — ROS), superoxidové
anionty a hydroxylové radikaly, které zptsobuji oxidativni poskozeni ledvin.
Mitochondrie, ve kterych probiha endogenni tvorba volnych radikalt nejvice, jsou také
zasazeny cisplatinou. Mitochondridlni dysfunkce a zvySené uvolfiovani volnych
radikalt pfimo pfispivaji k cytotoxité cisplatiny. Reaktivni formy kysliku vyvolavaji
jednotetézcové zlomy v DNA a postupné dochazi k aktivaci jaderné polymerasy
polyADP ribosy (poly(ADP-ribose)polymerase, PARP). Ve skuteCnosti aktivace
PARP byla pozorovéna i v bunikach l1éCenych cisplatinou. Nadmérna aktivace PARP
vede ke spotfebovani vlastniho substratu, NAD" a nasledné i ke spottebé ATP, coz mé
za nasledek bunéfnou smrt. PARP inhibitory mohou pfedchazet nadmérné aktivaci

enzymu a nasledné energetické krizi a tim chranit buniku. Slouc¢enina O-(3-piperidino-
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2-hydroxy-1-propyl)nikotin-amidoxim, BGP-15) ma PARP inhibi¢ni aktivitu, a proto
byl zkouman jeho nefroprotektivni uc¢inek béhem 1éCby cisplatinou a jeho vliv na

protinadorové ucinky cisplatiny u mysi a potkanti.

BGP-15

BGP-15 podéavany v davkach 100 — 200 mg/kg perordlné kratce pied lécbou
cisplatinou bud’ zcela zabranil akutnimu renalnimu selhani vyvolanému cisplatinou,
nebo je vyznamné inhiboval. Nefroprotektivni U¢inek je doprovazeny inhibici
nadmérné aktivace PARP cisplatinou a udrzenim spravné hladiny ATP v ledving.
BGP-15 mé vyznamny efekt na antioxidacni stav ledviny, sniZuje mnozstvi reaktivnich
forem Kysliku. Zatimco BGP-15 chrani pfed nefrotoxicitou vyvolanou cisplatinou,
nesnizuje protinadorovy ucinek této cytostatick¢ latky. Inhibice rustu nadoru
cisplatinou je stejnd jak s pouzitim BGP-15, tak bez jeho pouziti. BGP-15 nema
sulfanylovou skupinu a je novym typem chemoprotektivni slouceniny. Amifostin je
podavan intraven6zné¢, kdezto BGP-15 je aktivni po peroralnim podani, coz je jeho
vyhoda [73].

Stejnym mechanismem ucinku, tzn. PARP inhibici, chrani BGP-15 srdce pted
poskozenim reperfuzi po ischemické ptihod€é. Snizuje hladinu reaktivnich forem
kysliku a jednofetézcovych zlomi DNA a tim 1 mnoZstvi poSkozenych bunék béhem
ischemické reperfize v srdci [74]. Biro a Katzir studovali kombinaci aminoglykosida
a PARP inhibitorti jako ochranu pfed nefrotoxicitou vyvolanou aminoglykosidovymi
antibiotiky [75]. Modulace PARP je také uZzitecna pii ochrané kize pfed UV zarenim,
které zptusobuje zmény v DNA a naslednou aktivaci PARP. Kromé modulace PARP
bylo prokazano, ze chrani pied slune¢nim i umélym UV zafenim po topické aplikaci,
proto by to mohl byt novy typ latky, kterd chrani kiizi pted UV zatenim [76].

Navic byla latka BGP-15 ve druhé fazi klinického zkouSeni podavana jako
ptipravek mirnici nezaddouci metabolické G€inky béhem 1é€by olanzapinem, atypickym
antipsychotikem. Mezi tyto metabolické Uc¢inky patii predev$im nartst insulinové
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rezistence, poruchy hladiny glukosy v krvi (hyperglykémie, diabetes, ketoacidotické
kéma, hyperosmolarni kéma), obezita. Pfi souCasném uzivani olanzapinu a BGP-15
dochazi ke zna¢né redukci rozvoje insulinové rezistence. Tato latka je novym
kandidatem pro mirnéni metabolickych vedlejSich ucinki atypickych antipsychotik
[77].

BGP-15 snizuje nezédouci a toxické ucinky mnoha dalSich léciv. Napt. akutni
toxicitu acetaminofenu, kterd zpiisobuje poSkozeni jaternich bunék [78], snizeni
nepfiznivych psychiatrickych vedlejSich U¢inkti béhem [éCby nadvahy a obezity
antagonisty CB1 kanabinoidnich receptori (napf. rimonabantem) [79] a brani nartstu
hmotnosti pfi sou¢asném podavani risperidonu [80].

Latka BGP-15 byla také klinicky testovana ke snizovani insulinové rezistence.
Pacienti byli nediabetici s porusenou glukosovou toleranci. Uzivani BGP-15 vedlo
k narustu citlivosti k insulinu v celém téle a lep$imu vyuziti glukosy ve srovnani
s placebem. Béhem 1éCby se nevyskytly zadné nezadouci Uc¢inky a latka byla velmi
dobfe snasena. V davkach 200 — 400 mg znaéné zlepsila citlivost k insulinu

u nediabetickych insulin-rezistentnich pacientd [81].

2.3  Antimikrobidlni a¢inky amidoximu

2.3.1 Antiprotozoalni Gcinky

Prvoci zplsobuji mnoho onemocnéni, jako je leishmanioza, maldrie,
toxoplazmoza, trypanozomoza, zndma jako spava nemoc, v tropickych a subtropickych
zemich [82].
celém svété. Je prenaSené Stipnutim bodavého hmyzu nakaZeného bicikatym prvokem
rodu Leishmania. Existuji téi odlisné formy tohoto onemocnéni: visceralni (VL), kozni
(CL) a mukokutanni (MCL). Leishmani6za je endemicka v 88 zemich, kazdoro¢né se
objevi 500 000 novych ptipadl a 50 000 umrti na visceralni formu leishmaniozy
zpusobené Leishmania donovani. Existuje malo 1éCiv proti leishmanidze, v prvni fadé
mezi né patfi derivaty pétivalentniho antimonu. Jejich nevyhodou je, Ze jsou Spatné

snaseny. V nékolika endemickych zemich se navic objevili antimon-rezistentni
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parazité. V piipad¢ selhani derivatii antimonu se pouzivaji jind 1éCiva (amfotericin B,
paromomycin, miltefosin) a také pentamidin [83]. Krom¢ leishmanidzy se pentamidin
pouziva k 1écbé prvniho hemolymfatického stadia trypanozomoézy. Navic je urcen
k 1é¢b¢ pneumonie vyvolané Pneumocystis carinii u HIV pozitivnich pacienti
a vykazal G¢inek vuci Plasmodium falciparum in vivo [84].

Pentamidin vykazuje Siroké antimikrobakteridlni spektrum, ale podobné jako jiné
amidiny mé nizkou biodostupnost po oralnim podani. Jak jiz bylo uvedeno vyse, jsou
amidiny Casto pouzivany ve formé proléciv. Strategie piipravy proléciv, u kterych je
snizeno pKa funk¢ni skupiny, miize poskytnout oralné ucinné molekuly. Kromé tvorby
amidoximti byl nové¢ uplatnén princip dvojitého proléciva, kdy je amidoxim jesté
esterifikovan aminokyselinou (L-valinem). Modelovou slou¢eninou tohoto principu je
N-valoxybenzamidin. Tento princip byl vyuzit 1 u pentamidinu za vzniku
N,N’-bis(valoxy)pentamidinu, ktery je hydrolyzovan a nésledné redukovan na Géinny
pentamidin. Aktivace neni zavisla na enzymech CYP450, ale na esterasach a mARC
(enzymovy systém redukujici amidoximy na amidiny), a proto jsou minimalizovany
1ékové interakce a vedlejsi ucinky [84].

Pentamidin m4 po intraven6znim podani nékolik toxickych vedlejSich ucinkl
véetné hypotenze, neutropenie, nauzey a zvraceni, dysglykémie a renalni a hepatické
toxicity. Na pentamidin se miiZeme divat jako na dva benzamidiny spojené alifatickym
fetézcem. Neékteré toxické ucinky pentamidinu byly pfisuzovany pravé alifatickému
spojovacimu fetézci. Proto byly pfipraveny diamidiny spojené heterocyklickym
mistkem. Pfikladem takového diamidinu je furamidin (DB75). Jako profarmaka
furamidinu byly studovany O-alkoxyamidiny, z nichz nejznaméjsi je pafuramidin
(DB289). Vyvoj obou sloucenin vSak byl v roce 2008 ukoncen, protoZe vykazovaly

nevysvétlenou idiosynkratickou organovou toxicitu [84—86].
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furamidin

pafuramidin

Pii hledani novych antiparazitickych sloucenin byly ddle pfipraveny derivaty
mono- a diarylamidoximi obsahujicich ve své struktuie jiné spojovaci mustky, napft.
2,3-dihydrofuranovy kruh [87], ketosulfonové seskupeni [87], imidazo[1,2-a]pyridin
nebo 5,6,7,8-tetrahydro-imidazo[1,2-a]pyridin [88]. Studovany jsou také analogy
furamidinu, v nichZ je jeden z benzenovych kruhi nahrazen benzimidazolem nebo
naftalenem [89]. Nahradou furanového kruhu téchto derivati benzenem vznikaji
aromatické diamidiny s bifenylovym seskupenim v molekule [89]. Dal$im typem jsou
azaanalogy furamidinu obsahujici misto benzenovych kruht pyridin [90]. U vSech
uvedenych diamidinG byla zaroven studovana také profarmaka typu amidoximd,
O-alkylamidoximi nebo O-acylamidoximii. Uvedené diamidiny a jejich proléciva

pusobi nejen proti Leishmania spp., ale i dal§im protozoim.

Lidskd forma trypanozomdzy (neboli spavé nemoci), je zplusobena prvokem
Trypanosoma brucei. Vyskytuji se dva poddruhy T. b. rhodesiense, kterd je
zodpovédna za akutni formu tohoto onemocnéni, a T. b. gambiense vyvolavajici
chronickou formu onemocnéni. V pribéhu onemocnéni se vyskytuji dvé stadia,
pfiCemz v prvnim stadiu je postizen hemolymfaticky systém a ve druhém stadiu je
postizen centralni nervovy systém. V soucasnosti dostupna lé¢iva jsou toxicka, maji

nebezpecné vedlejsi uCinky a je zde nutnost parenteralniho podéani. V prvnim stadiu
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onemocnéni jsou lékem prvni volby pentamidin a suramin. Lécba druhého stadia
bariéru. Mnoho latek vykazujicich dobrou aktivitu vici prvnimu staddiu, ve druhém
stadiu selze. V souCasné dobé¢ jsou k lécbé druhého stadia pouzivany dva léky, a to
melarsoprol a eflornithin [90-94].

Vyse uvedeny pafuramidin se jako potencidlni perordlni 1éCivo trypanozomozy
dostal do tieti faze klinického zkouSeni. V roce 2008 byl jeho dalsi vyvoj pozastaven
kvili jaterni toxicité a pozdéjsi renalni nedostatecnosti. Navic bylo zjisténo, ze je po
peroralnim podani nedostate¢né G¢inny v druhém stadiu nemoci. Vyhodngjsi se
ukdzaly azaderivity DB 844 a DB 868, testované prozatim pouze na zvifecich
modelech. Latka DB 844 vykazala gastrotoxicitu zavislou na davce a proto byl jeji
dal$i vyzkum zastaven. U latky DB 868 se neprojevily znamky toxicity a zUstala
poslednim slibnym preklinickym kandidatem, ktery je vice tolerovan nez DB 844
a pafuramidin [90].

HN /\/\

2 (o) NH2
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o)
/ DB 844 \ /

DB 868

2.3.2 Antifugalni a¢inky amidoximu

Prestoze fada amidoximovych derivatii byla patentovana jako potencialni pesticidy
s antifungalnim pisobenim [95-98], o jejich u¢incich vici plivodcim mykéz u lidi
nejsou Kk dispozici prakticky zadné udaje. Je vSak tieba se zminit o jejich pisobeni na
Pneumocystis spp. Hlavni zastupce tohoto rodu Pneumocystis carinii byl az do konce
80. let 20. stoleti povazovan za prvoka. Podle sou¢asné mikrobiologické klasifikace se
fadi mezi houby. Bylo také zjiSténo, Ze druh vyvolavajici infekce u lidi se 1i$i od druht
vyvolavajicich infekce u jinych zivocichli a pro druh infekéni pro ¢lovéka byl zaveden
nazev Pneumocystis jiroveci, piestoze se stale vedou diskuse o tom, zda je tento nazev
z formalniho hlediska spravny a nema byt spiSe pouzivan nazev P. jirovecii.
Pneumocystis je  oportunni  patogen a  vyvolavda  choroby  pouze
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U imunokomprimovanych pacienti. Pneumonie zpiisobena timto patogenem byva
Casto oznacovana zkratkou PCP [99]. K 1éCeni tohoto onemocnéni nelze pouzit bézna
antimykotika. Jednim z 1éCiv, kterd jsou u téchto infekci G€innd, je pentamidin [100,
101].

Ve snaze zvysit biologickou dostupnost penamidinu bylo pfipraveno nékolik latek,
z nichz vynikajici oralni aktivitu proti Pneumocystis a redukovanou akutni toxicitu
mély bisbenzamidoximové derivaty tii analogl pentamidinu se zkracenym spojovacim
fetézcem. Pro svoji chronickou toxicitu a citlivost odpovidajicich amidinovych
slouc¢enin vuci oxidativnimu metabolismu, se vSak nezdaji byt vhodnymi kandidaty
pro dalsi vyvoj. Bylo také zjisténo, ze n¢které amidoximy, predevs§im ty, které maji ve
spojovacim fetézci dusik a postradaji etherové vazby charakteristické pro pentamidin,
maji zanedbatelnou aktivitu jak po intravendznim, tak perordlnim podéni. Pfi¢inou
jejich nizké Gc¢innosti je nedostatecnd premeéna na odpovidajici amidin. Ta vSak neni
zpusobena jejich odolnosti vi¢i metabolizujicim enzymim, protoze pii inkubaci
s homogenatem jaterni tkan¢ laboratornich potkand k pfeméné na amidin dochézelo.
Naopak pfi inkubaci s intaktnimi BRL 3A hepatocyty amidin vznikal jen
v zanedbatelném mnozstvi. Z toho autofi usuzuji, Ze amidoximy jsou na amidiny
metabolizovany intracelularné. Musi tedy nejprve proniknout do bunky, tam jsou
redukovany na odpovidajici amidin a ten je transportovdm zpét do extracelarniho
prostoru, kde plisobi na parazita [102].

Furamidin je G¢innéj$i a méné toxicky nez pentamidin vuci Pneumocystis carinii
VvV modelu imunosupresovanych mySi po intraven6znim podani. Pro =zlepSeni
biodostupnosti po oralnim podani byly pfipraveny tfi latky: bisamidoxim
furamidinu, bis-O-methylamidoxim a bis-O-ethylamidoxim. Bis-O-ethylamidoxim
vykazal pouze okrajovou aktivitu po oralnim i intraven6znim podani. To je v souladu
svyse uvedenym poznatkem, ze ne vSechny amidoximy mohou fungovat jako
prolé¢iva amidini. Bis-O-methylamidoxim a bis-O-ethylamidoxim jsou homology,
unichZ nelze ocekavat zasadni rozdil pfi pasivnim transportu do bunék. Je tedy
pravdépodobné, ze bud’ enzymy podilejici se na jejich transportu nebo reduktasy nutné
pro jejich pfeménu na amidin jsou strukturdlné specifické [103]. V dalsi studii pak
bylo zjisténo, ze konverze 2,8-dibenzofurandiamidoximt probiha v intaktnich buiikach

pomaleji neZ pfeména pentamidoximu na pentamidin [104].
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N N-R

bisamidoxim furamidinu R= OH
bis-O-methylamidoxim R = OCH,
bis-O-ethylamidoxim R = OCH,CH,

Pro antimikrobidlni aktivitu pentamidinu a jeho analogt je dulezita také schopnost
vazat se na DNA. Ta je zavisla jak na charakteru spojovaciho fetézce, tak na poloze

amidinovych skupin vzhledem k heteroatomu ve spojovacim fetézci [ 104, 105].

2.3.3 Antibakterialni a¢innost amidoximu

Kvili nardstu rezistence patogennich mikroorganizml je potfeba nalézat nova
antibakteridlni 1éc¢iva s vylepSenymi vlastnostmi, hlavné vys§i aktivitou vaci
multidrug-rezistentnim (MDR) kmentim a se sniZenou toxicitou.

Pyrazinamid je jedna z nejucinnéjsich latek proti tuberkuldéze. Rlizné pyrazinové
derivaty a pyrazinamidové analogy také vykazuji vysokou antibakteridlni aktivitu.
Gobis se spolupracovniky [106, 107] ptipravili sérii analogti N’-hydroxypyrazin-
2-karboximidamidu a zjistovali jejich antibakterialni a antimykobakterialni aktivitu
in vitro. Mezi 19 derivaty jich 9 vykazovalo aktivitu viéi anaerobnim kmeniim a 8
znich bylo aktivni na grampozitivni kmeny (Peptostreptococcus, Actinomyces,
Propionibacterium). Jen 3 z 19 testovanych sloucenin vykazaly aktivitu proti

aerobnim kmenim. Antimykobakterialni aktivita té€chto derivatl byla nizka.

0—R"* R'=H, CH,
N / N\ / N\
Ng | - R=NH, Ol — ) =N p =N =
[ — kde R® = methyl, (subst.)fenyl, 2-pyridyl, benzyl aj.
N

analogy N’-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu
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V ramci vyzkumu novych potencidlnich antituberkulotik byly studovany také
B-amino-O-aroyl-propioamidoximy [108-111]. O-aroyl-B-(4-fenylpiperazin-1-yl)-
propioamidoximy vykézaly zajimavé antituberkulotické vlastnosti proti senzitivnim,

rezistentnim i multidrug-rezistentnim kmentim M. tuberculosis in vitro [111].

O
e arex
RM\K/N\O
X
H.N X = p-MeO, p-Me, H, p-Br, m-Cl

B-amino-O-aroyl-propioamidoximy

Antibakteridlni a antimykobakteridlni Uc¢innost byla zjisténa také u derivath
N-hydroxy-4-(piperazin-1-yl)benzenkarboximidamidu. Tyto amidoximy vykazaly
vysokou antibakteridlni aktivitu proti anaerobnim bakteriim, ale byly neaktivni vici
aerobim. Antimykobakterdlni minimalni inhibicni koncentrace (MIC) vici
standardnimu kmeni Hz;Rv a dvéma kmentim ziskanym od tuberkuldznich pacienti

byly v rozmezi 12,5 — 100 pg/ml [112].

R= H, CH3, C5H5, 4-F-C5H4, C6H5CH2

derivaty N™-hydroxy-4-(piperazin-1-yl)benzenkarboximidamidu

Dal8imi novymi potencidlnimi antibakteridlnimi latkami by mohly byt selektivni
inhibitory fruktosabisfosfataldolasy tridy II. Fruktosabisfosfataldolasa (FBP-aldolasa)
katalyzuje reverzibilni S§tépeni fruktoso-1,6-bisfosfatu na dihydroxyaceton-fosfat
a glyceraldehyd-3-fosfat. V Zivych organismech existuji dvé hlavni téidy (I, IT) tohoto
enzymu, které se zasadné 1isi ve své struktuie. Aldolasu tfidy II najdeme pouze
u mikroorganismit  (bakterie, kvasinky, Helicobacter pylori, Mycobacterium

tuberculosis, M. pneumoniae, Candida albicans, atd.), zatimco aldolasa téidy I se
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nachazi u savci. Ackoliv tyto dvé tfidy katalyzuji stejnou reakci se stejnou
stereospecifitou, plisobi odlisnym mechanismem u¢inku.

Mutace genu kodujiciho FBP-aldolasu u E. coli zpisobila hrubé narusSeni
metabolismu a zpomaleni riistu bakterie. Pfi pokusech na zmutovanych bakteriich rodu
Streptomyces bylo zjisténo, ze absence FBP-aldolasy tfidy II muze byt pro tyto druhy
smrtelnd. A proto dobré selektivni inhibitory aldolasy tiidy II jsou novymi
potencialnimi antibiotiky.

Zatimco byly pfipraveny a testovany desitky inhibitorti aldolasy tfidy I, existuje
pouze jeden dobry inhibitor tfidy II — Kkyselina fosfoglykolhydroxamova (PGH).
Fosfoglykolhydroxamova kyselina je vyznamny kompetitivni inhibitor kvasinkové

aldolasy tfidy II, ale mnohem mén¢ inhibuje sav¢i aldolasu tiidy 1.

g
O

O
M__opog,
H

kyselina fosfoglykolhydroxamova

Byly pripraveny fosfoglykolamidoxim (PGA) a fosfoglykolhydrazid (PGHz), dva
produkty, které zatim nebyly popsany v literatufe. Oba byly testovany jako inhibitory
aldolasy tfidy II (z kvasinky a z Bacillus subtilis) a aldolasy ttidy I (ze svald kralika).

NH, 0O
I}I)\/OP%HZ HITI)K/OPO?)HZ
OH NH

2

fosfoglykolamidoxim fosfoglykolhydrazid

Fosfoglykolamidoxim se choval jako kompetitivni inhibitor FBP-aldolasy tfidy 1I
U obou druhti, avSak zaddna inhibice nebyla naméfena u svalu kralika do koncentrace
1 mmol/l. Podobné vysledky vySly i u fosfoglygokolhydrazidu. Ob¢ testované
slouceniny dosahly slusnych vysledkli, ale ani jedna nebyla efektivnéjsi nez

fosfoglykolhydroxamova kyselina. PfestoZze obé& latky mély niz§i aktivitu nez

26



fosfoglykolhydroxamova kyselina, ukazaly lepsi selektivitu k aldolase tfidy II, a proto
by mohly pfispét k rozvoji nové tfidy antimikrobialnich latek [113].

Dalsi moznost zdsahu do bakteridlni buiky je v misté bakterialni membrany. Je
slozena z pentacyklickych triterpenti, které maji funkci stabilizacni, stejné jako
membranové steroly. Tyto terpeny vznikaji cyklizaci skvalenu katalyzovanou
enzymem  skvalen-hopencyklasou  (SHC).  Jako  potencialni  inhibitory
skvalen-hopencyklasy byly pfipraveny trienylamidrazon, trienylamidoxim

a tetraenylamidoxim, které odpovidaji ¢aste¢né cyklizovanému fetézci skvalenu.

trienylamidrazon R = NH,
trienylamidoxim R = OH

tetraenylamidoxim

Vsechny 3 slouceniny vykdzaly zna¢nou miru inhibice, avSak nejucinngsi byl
tetraenylamidoxim. Amidoximy byly odolngj$i vii¢i ptisobeni hydrolas nez amidrazon.
Vsechny slouceniny pusobi jako nekompetitivni inhibitory skvalen-hopen cyklasy.
SHC piisobi optimaln¢ piti pH 6, pficemz amidrazon se nachazi pii tomto pH
Vv protonované¢ form¢ a amidoximy pifevazné v neprotonované. VyS§i UCinnost
amidoximll naznacuje, Ze se inhibitory na SHC vazou pfevazné v neprotonované

podobé [114].
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3 METODICKA CAST

3.1 MozZnosti pripravy amidoximui
3.1.1 Priprava reakci nitrilu s hydroxylaminem

RCN + NH,0H — RC(==NOH)NH,

Tato reakce byla pouzita Tiemannem a Kriigerem jiz v roce 1884 [115, 116] a je
dosud nejpouzivanéjsi metodou pro piipravu amidoximu [117]. Spociva v uvoliiovani
hydroxylaminu z jeho hydrochloridu za pouziti uhli¢itanu sodného, pfidani nitrilu
a alkoholu. Smés se vaii pii 60 — 80 °C n¢kolik hodin. Kromé uhli¢itanu sodného lze
pouzit i hydroxid sodny, hydroxid draselny nebo ethoxid sodny. Provede-li se reakce
s volnym hydroxylaminem v absolutnim methanolu nebo ethanolu, neni nutné

odstranovat z reakéni smési anorganickou sul [32, 117, 118].
3.1.2 Priprava reakci amidu a thioamidu s hydroxylaminem

Hydroxylamin vétsinou s amidy nereaguje. Pouze v n¢kolika ptipadech se podatilo
takto ziskat amidoxim [117]. Uspé&$né byla tato metoda pouzita napiiklad pro piipravu
pyridazin-3-amidoximu [118].

@)

NOH
N NH, X NH

N + NH,OH —> 2 4+ H,0
N~ N//N

Nékteré aromatické amidoximy byly pfipraveny pusobenim hydroxylaminu na

thioamidy.

ArC(S)NH, + NH,OH — ArC(=—NOH)NH, + H,S

Pti pouziti thioamidu jako vychozi latky funguje metoda na stejném principu jako

ptedchoziho pouziti nitrilu, tzn. uvolnéni hydroxylaminu z hydrochloridu za pouziti
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vodného roztoku uhli¢itanu sodného, a vyuziva se v piipadé, Ze je jednodussi jako

vychozi latku ziskat thioamid nez odpovidajici nitril [117].
3.1.3 Priprava redukei kyseliny nitrosolové a nitrolové

NOH

NOH
NO NH,
+ 2H,S —> @ + HO + 2S

Redukci nitrosolové kyseliny pomoci hydrogensulfidu byl pfipraven

benzamidoxim.

NOH NOH
Va H,. (Pt) J

HOOC(CH,),C ———>  HOOC(CH,),C

NO, NH,

V posledni dobé je hlavni metodou pfipravy monoamidoximi dikarboxylovych
kyselin katalyticka redukce nitrolové kyseliny. Touto metodou byl pfipraven

adipomonoamidoxim [117].
3.1.4 Priprava reakci chloridu hydroximové Kkyseliny s amoniakem

NOH NOH

Cl

NH
+ oNH, — 2

+ NH,CI

Chloridy hydroximovych kyselin se ziskdvaji pfimou chloraci aldoximu. Jejich
reakci s amoniakem lze pak snadno ziskat amidoximy. Touto metodou byly pfipraveny

benzamidoxim, o-chlorbenzamidoxim, tereftalbenzamidoxim.
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NOH NOH

Cl NHOH

 —
+ NH,OH + Ho

Chloridy kyselin hydroximovych reaguji i s hydroxylaminem za vzniku
oxyamidoximi. Tyto slouceniny se redukuji oxidem sifi¢itym na piislusné amidoximy

[117].

3.1.5 Priprava reakci hydroxylaminu s iminoethery

a hydrochloridy amidint

Tyto metody byly sice v minulosti nékolikrat pouzity, ale maji maly prakticky
vyznam, protoze vychozi iminoethery a amidiny se ziskavaji z odpovidajicich nitrild,

Z nichZ je mozné ziskat amidoximy pfimo reakci s hydroxylaminem [117].

3.1.6 Dalsi metody pripravy amidoximu

Amidoximy je moZno ziskat také aldolovou kondenzaci formamidoximu
s aromatickymi aldehydy [117] nebo Stépenim oxadiazolového kruhu [119]. Katritzky
a kol. [119] ziskali rizné amidoximy reakci imidoylbenzotriazolti s hydroxylamin-
hydrochloridem v triethylaminu za pouziti mikroviného zafeni. Reakce trvala 5 — 15
minut a vytézky se pohybovaly v rozmezi 65 — 81 % [119]. Pokroky v syntéze
a vyuziti amidoximi byly neddvno shrnuty v préci ¢inskych autorti. Detaily jsou vSak

nedostupné, protoze prace byla publikovéana v ¢instin€ [120].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemicka ¢ast

Pti ptiprave byly pouzity komeréné dostupné vychozi slouceniny:
» Pyrazin-2-karbonitril (99%, Aldrich)

Kyselina maselna (99%, Fluka)

Kyselina isomaselna (99%, Aldrich)

Kyselina hexanova (98%, Acros Organics)

Kyselina heptanova (>98%, Fluka)

YV V. V V V

Hydroxylamin-hydrochlorid

TLC chromatografie byla provadéna na Silufolu UV 254 (Kavalier Votice). Jako

mobilni faze byla pouZivana smés benzin + etyl-acetat 80:20 (v/v).

Vzorky latek pro analyzu byly suSeny 24 hodin v exsikatoru nad oxidem fosfore¢nym

pii tlaku 1,33 kPa.
Teploty tani byly stanoveny na mikrovyhfevném bloku Boetia a nebyly korigovany.
Elementarni analyzy byly provedeny na analyzatoru EA 1110 CHNS firmy Carlo Erba.

IC spektra byla méfena na spektrofotometru NICOLET 6700 metodou ATR-Ge.

VInocty jsou uvadény v cm™.

'H-NMR (299.95 MHz) a *C-NMR (75.43 MHz) spektra byla méfena na pristroji
VARIAN Mercury-VxBB 300 v DMSO-ds. Chemické posuny byly nepiimo vztaZeny
k tetramethylsilanu (TMS) prostiednictvim signalu rozpoustédla (2.49 pro H, 39.7 pro

13C). Chemické posuny jsou uvadény v J, ppm a interak¢ni konstanty J v Hz.
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4.1.1 Priprava alkylovanych pyrazin-2-karbonitrili

Obecny postup:
N CN
| =~ AgNO, N\ CN
_ + RCOOH > ||
N (NH,),S;04 R N/

10,5 g (0,1 mol) pyrazin-2-karbonitrilu bylo rozpusténo v 300 ml vody zahtaté na

80 °C. K tomuto roztoku bylo pfidano 1,7 g (0,01 mol) dusi¢nanu stfibrného
a ptislusna kyselina (0,1 mol). Za michani byl pfikapan roztok 25,1 g peroxodisiranu
amonného (0,08 mol) v 70 ml vody. Teplota byla udrzovana v rozmezi 75 — 80 °C
a sm&s byla hodinu michana. Zchladla smés byla poté zalkalizovana 10% roztokem
hydroxidu sodného na pH 9 — 10 a kontinualné extrahovana etherem. Etherovy
vytiepek byl vysuSen bezvodym siranem sodnym a podroben déleni na sloupci za
pouziti soustavy lékarsky benzin + ethyl-acetat v poméru 8:2. Objem frakce byl 100

ml.

4.1.1.1 5-propylpyrazin-2-karbonitril

N._ _CN
N

/\)I/j/
N

Pti pifipravée bylo pouzito 8,80 g kyseliny maselné

Pii sloupcové chromatografii byl pouzit silikagel 60 Fluka (0,063 — 0,2 mm), 500 g
Sumarni vzorec: CgHgN3

Molekulova hmotnost: 147,18

Vzhled: nazloutla kapalna latka

Vytézek: 5,51 g (37,4 %)
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4.1.1.2 5-isopropylpyrazin-2-karbonitril
N CN
| X
(J
7o

Pti ptiprave bylo pouzito 8,80 g kyseliny isomaselné

Pii sloupcové chromatografii byl pouzit silikagel 60 Fluka (0,063 — 0,2 mm), 500 g
Sumarni vzorec: CgHgN3

Molekulova hmotnost: 147,18

Vzhled: nazloutla kapalna latka

Vytézek: 7,38 g (50 %)

4.1.1.3 5-pentylpyrazin-2-karbonitril

N CN
N

/\/\i/j/
N

Pti ptiprave bylo pouZzito 11,6 g kyseliny hexanové

Sloupcova chromatografie byla provedena 2x, pfi prvni chromatografii byl pouzit
silikagel 60 Fluka (0,063 — 0,2 mm), 500 g a pfi druhé silikagel Merck (0,040 — 0,063
mm), 400 g

Sumarni vzorec: C1gH13N3

Molekulova hmotnost: 175,24

Vzhled: nazloutl4 kapalna latka

Vytézek: 6,45 g (37 %)
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4.1.1.4 5-hexylpyrazin-2-karbonitril

Pti ptipravé bylo pouzito 13,0 g kyseliny heptanové

Sloupcova chromatografie byla provedena 3x za pouziti silikagelu Merck (0,040 —
0,063 mm), 500 g

Sumarni vzorec: C11HisN3

Molekulova hmotnost: 189,26

Vzhled: Nazloutla kapalna latka

Vytezek: 2,5 g (13 %)

Identita vSech latek byla ovétena pomoci TLC podle dfive ptipraveného standardu [22,

23].
4.1.2 Priprava N’-hydroxy-5-alkylpyrazin-2-karboximidamidi

4.1.2.1 N’-hydroxy-5-propylpyrazin-2-karboximidamid

NH,
Ne_CN Ne -, -OH
| Na,CO, | N
)+ NHoH TRy P
N N

5,51 g (0,04 mol) 5-propylpyrazin-2-karbonitrilu bylo rozpusténo v 6 ml ethanolu.
5,56 g (0,08 mol) hydroxylamin-hydrochloridu bylo rozpusténo v 6 ml vody a ptidano
k ethanolickému roztoku 5-propylpyrazin-2-karbonitrilu. Odd¢lily se dvé faze. 8,48 g

(0,08 mol) uhli¢itanu sodné¢ho bylo rozpusténo v 50 ml vody a opatrné ptidano ke
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smési. Celd smés byla vafena 5 hodin pfi 70 °C pod zpétnym chladi¢em. Po zchladnuti

byly vyloucené krystaly odsaty a promyty vodou. Po vysusSeni bylo ziskano 4,58 g

(68 %) surového produktu. Pro analyzu byla slou¢enina piekrystalizovana z bezvodého

ethanolu.

Molekulova hmotnost: 180,21
Vzhled: bila krystalicka latka
Teplota tani: 158 — 164 °C

Elementarni analyza:

% C % H
Vypocteno: 53,32 6,71
Nalezeno: 53,38 7,23

% N
31,09
31,26

IC spektrum: 3434 (OH), 3297 (NH), 2957, 2932, 2871 (CH), 1678, 1661 (C-N=0),

944 (C=N-OH)

'H NMR spektrum (500 MHz) & 10,11 (1H, s, OH); 8,96 (1H, s, H3); 8,50 (1H, s, H8):
5,90 (2H, bs, NH,); 2,76 (2H, t, J = 7.3 Hz, CH); 1,77 — 1,64 (2H, m, CHy); 0,90 (3H,

t,J = 7.3 Hz, CHa)

13C NMR spektrum (125 MHz) & 156,8; 148,5; 143,5; 142,3; 140,8; 36,4; 22,2; 13,7

4.1.2.2 N’-hydroxy-5-isopropylpyrazin-2-karboximidamid

AN CN
| Na,CO,
_ + NHOH = °5
N

NH,
N ~ _OH
X N
—
N

7,38 g (0,05 mol) 5-isopropylpyrazin-2-karbonitrilu bylo rozpusténo v 7,5 ml

ethanolu. 6,95 g (0,10 mol) hydroxylamin-hydrochloridu bylo rozpusténo v 7,5 ml

vody a ptidano k ethanolickému roztoku 5-isopropylpyrazin-2-karbonitrilu. Oddélily

se dvé faze. 10,6 g (0,10 mol) uhli¢itanu sodného bylo rozpusténo v 62,5 ml vody
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a opatrné pfidano ke smési. Celd smés byla vafena 5 hodin pii 70 °C pod zpétnym
chladi¢em. Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty a promyty vodou. Po
vysus$eni bylo ziskéno 7,37 g (76,6 %) surového produktu. Pro analyzu byla slou¢enina

ptekrystalizovana z bezvodého ethanolu.

Molekulova hmotnost: 180,21
Vzhled: bila krystalicka latka
Teplota tani: 164 — 166°C

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypoéteno: 53,32 6,71 31,09
Nalezeno: 53,34 6,98 31,37

IC spektrum: 3430 (OH), 3299 (NH), 2970, 2867 (CH), 1660 (C-N=0), 941 (C=N-
OH)

1H NMR spektrum (300 MHz) ) 6 10,11 (1H, s, OH); 8,95 (1H, s, H3); 8,49 (1H, s,
H6); 5,90 (2H, bs, NHy); 2,75 (2H, t, J = 7.5 Hz, CHy); 1,78 — 1.61 (2H, m, CHy); 0,89
(3H, t, J = 7.5 Hz, CH5)

13C NMR spektrum (75 MHz) & 156,8; 148,5; 143,5; 142,3; 140,8; 36,4; 22,2; 13,7

4.1.2.3 N-hydroxy-5-pentylpyrazin-2-karboximidamid

NH,
N\ CN N X _OH
| Na,CO, N N
J 4+ NHOH 2 "5 |
N N

6,45 g (0,03 mol) 5-pentylpyrazin-2-karbonitrilu bylo rozpusténo v 4,5 ml
ethanolu. 4,17 g (0,06 mol) hydroxylamin-hydrochloridu bylo rozpusténo v 4,5 ml
vody a pfidano k ethanolickému roztoku 5-pentylpyrazin-2-karbonitrilu. Odd¢lily se
dvé faze. 6,36 g (0,10 mol) uhli¢itanu sodného bylo rozpusténo v 37,5 ml vody

a opatrné pfidano ke smési. Cela smés byla vafena 5 hodin pii 70 °C pod zpétnym
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chladicem. Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty a promyty vodou. Po
vysusSeni bylo ziskéno 5,28 g (68,9 %) surového produktu. Pro analyzu byla slouc¢enina

ptekrystalizovana z bezvodého ethanolu.

Molekulova hmotnost: 208,26
Vzhled: bila krystalicka latka
Teplota tani: 150 — 158°C

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypoéteno: 57,67 7,74 26,90
Nalezeno: 57,60 8,04 27,15

IC spektrum: 3436 (OH), 3297 (NH), 2952, 2927, 2858 (CH), 1678, 1660 (C-N=0),
942 (C=N-OH)

'H NMR (500 MHz) & 10,11 (1H, s, OH); 8,96 (1H, s, H3); 8,50 (1H, s, H6); 5,90 (2H,
bs, NHy); 2,77 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,); 1,74 — 1.61 (2H, m, CHy); 1,36 — 1.21 (4H, m,
CH_); 0,85 (3H, t, J = 7.2 Hz, CH3)

13C NMR (125 MHz) § 157,0; 148,5; 143,4; 142.3; 140,8; 34,4; 31,0; 28,6; 22,1; 14,0

4.1.2.4 N-hydroxy-5-hexylpyrazin-2-karboximidamid

NH

2
N N N X, OH
| Na,CO, N N
_J 4+ NHOH — = "5 |
N —

N

2,5 g (0,01 mol) 5-hexylpyrazin-2-karbonitrilu bylo rozpusténo v 1,5 ml ethanolu.
1,39 g (0,02 mol) hydroxylamin-hydrochloridu bylo rozpusténo v 1,5 ml vody
a piidano k ethanolickému roztoku 5-hexylpyrazin-2-karbonitrilu. Oddélily se dvé
faze. 2,12 g (0,02 mol) uhli¢itanu sodného bylo rozpusténo v 12,5 ml vody a opatrné
piidano ke smési. Cela smés byla vatena 5 hodin pti 70 °C pod zpétnym chladi¢em. Po

zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty a promyty vodou. Po vysuseni bylo ziskdno
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2,10 g (71,6 %) surového produktu. Pro analyzu byla sloucenina piekrystalizovana

Z bezvodého ethanolu.

Molekulova hmotnost: 222,15
Vzhled: bila krystalicka latka
Teplota tani: 149 — 151 °C

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno: 59,44 8,16 25,20
Nalezeno: 59,70 8,33 25,66

IC spektrum: 3430 (OH), 3179 (NH), 2953, 2925, 2857 (CH), 1661 (C-N=0), 946
(C=N-OH)

'H NMR (500 MHz) § 10,11 (1H, s, OH); 8,96 (1H, s, H3); 8,50 (1H, s, H6); 5,90 (2H,
bs, NH,); 2,78 (2H, t, J = 7.0 Hz, CHy); 1,73 — 1,61 (2H, m, CHp); 1,34 — 1,20 (6H, m,
CH,); 0,84 (3H,t, J = 7.0 Hz, CHy)

13C NMR (125 MHz) § 157,0; 148,5; 143,4; 142,3; 140,8; 34,4; 31,2; 28.8; 28.4; 22.2;

14,1
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4.2 Biologicka Cast

4.2.1. Testované slouceniny
N’-hydroxy-5-propylpyrazin-2-karboximidamid = 4.1.2.1
N’-hydroxy-5-isopropylpyrazin-2-karboximidamid = 4.1.2.2
N’-hydroxy-5-pentylpyrazin-2-karboximidamid = 4.1.2.3
N’-hydroxy-5-hexylpyrazin-2-karboximidamid = 4.1.2.4

4.2.2 Hodnoceni antifungalni aktivity

Citlivost fungalnich kmenl na pfipravené latky byla hodnocena mikrodilu¢ni
bujonovou metodou [121]. Pouzité kmeny zahrnovaly Candida albicans ATCC 44859
(CA) ze sbirky American typeCulture Collection, Manassas, VA a klinické izolaty
ziskané z Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice a Lékaiské fakulty UK
v Hradci Kralové — Candida tropicalis 156 (CT), Candida krusei E 28 (CK), Candida
glabrata 20/l (CG), Trichosporon asahii 1188 (TA), Aspergillus fumigatus 231 (AF),
Absidia corymbifera 272 (AC) a Trichophyton mentagrophytes 445 (TB). Kmeny byly
uchovavany na Sabouraudové dextrosovém agaru (SDA, Difco/Becton Dickinson,
Detroit, MI) pii 4 °C. Pted testovanim byl kazdy kmen pasdZovan na SDA a inokula
byla pfipravena suspendovanim kvasinek, konidii nebo sporangiospor ve sterilnim
0,85% fyziologickém roztoku. Hustota bun€k byla pomoci Biirkerovy komirky
upravena tak, aby zasobni suspenze obsahovala (1,0 + 0.2) x 10° CFU/ml. Koneéné
inokulum bylo pfipraveno zfedénim zasobni suspenze testovacim médiem v poméru
1:20.

Testované slouCeniny byly rozpuStény v DMSO. Jejich antifungalni aktivita pak
byla stanovena v tkanovém kultiva¢nim mediu RPMI 1640 (Sevapharma, Praha), jehoz
pH bylo upraveno na hodnotu 7,0 pomoci 0,165M 3-(N-morfolinyl)propansulfonové
kyseliny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Kontroly obsahovaly pouze medium
a DMSO. Konecna koncentrace DMSO v testovacim médiu byla max. 1 % (v/v)
aneovliviiovala pfirozeny rist hub.  Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC),
definované jako koncentrace vyvolavajici 80% (u vlaknitych hub 50%) inhibici rlstu
ve srovnani s kontrolami, byly odecteny po 24 a 48 hodinach (v pfipade

T. mentagrophytes po 72 a 120 hodinach) statické kultivace pti teplote 35 °C.
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Fluconazol (Pfizer, New York, NY) a amfotericin B (Sigma-Aldrich) byly pouzity
jako standardni antimykotika. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Antifungalni aktivita pfipravenych sloucenin

TESTOVANA LATKA — MIC

KMEN
4121 | 4122 | 41.23. | 41.2.4. | AMP-B FLU
CA 24h >500 >500 >500 >500 0,002 0,82
48h >500 >500 >500 >500 0,068 1,63
cT 24h >500 >500 >500 >500 0,068 1,63
48h >500 >500 >500 >500 0,068 > 417,90
CK 24h >500 >500 >500 >500 0,135 52,24
48h >500 >500 >500 >500 0,135 104,47
CG 24h >500 >500 >500 >500 0,034 13,06
48h >500 >500 >500 >500 0,135 52,24
TA 24h >500 >500 >500 >500 1,082 3,26
48h >500 >500 >500 >500 2,164 6,53
AF 24h >500 >500 >500 >500 0,271 > 417,90
48h >500 >500 >500 >500 0,135 > 417,90
AC 24h >500 >500 >500 >500 1,082 > 417,90
48h >500 >500 >500 >500 2,164 > 417,90
™ 72h >500 >500 >500 >500 1,082 26,12
120h| >500 >500 >500 >500 1,082 52,24

4.2.3 Hodnoceni antibakterialni aktivity

Citlivost bakteridlnich kmen va¢i studovanym sloucenindm byla hodnocena
mikrodiluéni bujéonovou metodou [122]. Pouzité kmeny (Staphylococcus aureus CCM
4516/08 — SA, Escherichia coli CCM 4517 — EC, Pseudomonas aeruginosa CCM
1961 — PA) byly z Ceské sbirky mikroorganisméi (CCM, Pfirodovédecka fakulta,
Masarykova univerzita, Brno). Tyto kmeny jsou doporuceny jako standardni pro
testovani antibakterialnich u¢inki. Ostatni kmeny (Staphylococcus aureus H 5996/08 —
methicilin rezistentni — MRSA, Staphylococcus epidermidis H 6966/08 — SE,
Enterococcus sp. J 14365/08 — EF, Klebsiella pneumoniae D11750/08 — KP,
Klebsiella pneumoniae J 14368/08 — ESBL pozitivni — KP-E) jsou klinické izolaty
(Ustav klinické mikrobiologie, Fakultni nemocnice a Lékaiska fakulta, Hradec

Kralové).
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Kmeny byly kultivovany na Miiller-Hintonové agaru (MHA, Difco/Becton
Dickinson, Detroit, MI) ptfi 35 °C a uchovavany na stejném mediu pii 4 °C. Pied
testovanim byl kazdy kmen pasdzovan na MHA. Bakteridlni inokula byla pfipravena
suspendovanim ve sterilnim fyziologickém roztoku (0.85%). Hustota suspenze byla
pomoci densitometru nastavena na 0,5 stupn¢ McFarlandovy Skaly tj., 1,5 X 108
CFU/ml.

Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO. Jejich antibakteridlni aktivita pak
byla stanovena v Miiller-Hintonové bujonu (Difco/Becton Dickinson, Detroit, M),
jehoz pH bylo 7,0. Kontroly obsahovaly pouze medium a DMSO. Konec¢na
koncentrace DMSO vV testovacim mediu byla max. 1 % (v/v) a neovliviiovala pfirozeny
rust bakterii. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), definované jako koncentrace
vyvolavajici 95% inhibici riistu ve srovnani s kontrolami, byly odecteny po 24 a 48

hodinach statické kultivace pfi teploté 35 °C. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. Antibakterialni aktivita pfipravenych sloucenin

TESTOVANA LATKA — MIC/ICgs

KMEN (umol/T)
4121 | 4122 | 41.23. | 4.1.24.
oA 24h | >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
_— 24h | >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
o 24h | >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
e 24h | >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
e 24h | >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
P 24h | >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
pE 24h | >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
oA 24h | >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
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5 DISKUSE

Ukolem mé diplomové prace byla piiprava a charakterizace amidoximi
odvozenych od 5-alkylpyrazin-2-karbonitrild. Vychozi nitrily jsem pfipravovala
postupem, ktery je na Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv pouzivan jiz fadu
let [22, 23]. Tato cast prace byla casové velmi ndroCna, protoze pii homolytické
alkylaci vznikd smés vychoziho pyrazin-2-karbonitrilu a polohovych izomerd, z niz je
nutné oddélovat pozadovany 5-alkylderivat opakovanou sloupcovou chromatografii.

Pii syntéze N’-hydroxy-5-alkylpyrazin-2-karboximidamida jsem vychazela z prace
americkych autorti [34], ktefi po izolaci hlavniho podilu krystald N’-hydroxypyrazin-
2-karboximidamidu, ziskavali zbyvajici produkt extrakci vodného mateéného louhu
ethyl-acetatem. V piipad¢ alkylovanych sloucenin vSak prechazi do ethyl-acetatu také
vychozi nitril a zneciStuje produkt. Proto jsem tuto ¢ast vynechavala. Vytézky po
izolaci hlavniho podilu produktu byly kolem 70 %. VSechny amidoximy pfipravené
vmé diplomové praci jsou nové, v literatufe dosud nepopsané sloueniny. Jejich
struktury byly potvrzeny IC, *H a *C NMR spektry a &istota potvrzena elementérni
analyzou.

Ziskané amidoximy byly na katedfe Biologickych a Iékafskych véd testovany na
antifungalni a antibakteridlni G¢innost, av§ak Zadny nevykazal antimikrobni piisobeni.
To je patrné dano skuteCnosti, ze v testech in vitro nedochazi k jejich aktivaci na
odpovidajici amidiny. V dal§im vyzkumu téchto slou¢enin proto bude vhodné pfipravit
analogické amidinové derivaty a zjistit jejich antimikrobni ucinnost, pfipadné otestovat
amidoximy in vivo.

Amidiny je mozné piipravit redukci odpovidajicich amidoximl v pfitomnosti
Raneyova niklu nebo elektrolytickou redukci v kyseliné chlorovodikové [117]. Lze je
vSak ziskat 1 pfimo reakci z odpovidajicich nitrildi [1, 123, 124] nebo esterti [125].
Z ¢asovych diivoda jsem vSak nestacila piipravu amidinli experimentalné vyzkouset.

| v ptipadé, ze by u amidoximu nebyla zjiSténa zadna zajimava biologicka aktivita,
je mozné je vyuzit jako meziprodukty pro syntézu dalSich organickych slou¢enin, napf.
soli a organickych komplexii, O-substituovanych, N-substituovanych derivati [117]
a l,2,4-oxadiazolu [16, 34, 107, 112, 117]. Pifevedenim amidoximii na
N-hydroxypyrazin nebo N-hydroxypyridinkarboximidoyl-chloridy ziskali polsti autofi
[106, 107] reaktivni intermediaty pro dalsi syntézy.
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6 ZAVER

V réamci své diplomové prace jsem pfipravila C&tyfi v literatufe popsané
5-alkylpyrazin-2-karbonitrily, z nichz jsem reakci s hydroxylamin-hydrochloridem
V bazickém prostredi ziskala Ctyii v literatufe dosud nepopdané amidoximy

» N’-hydroxy-5-propylpyrazin-2-karboximidamid

» N’-hydroxy-5-isopropylpyrazin-2-karboximidamid

» N’-hydroxy-5-pentylpyrazin-2-karboximidamid

» N’-hydroxy-5-hexylpyrazin-2-karboximidamid

Ziskané¢ amidoximy byly na testovany na antifungélni a antibakteridlni ucinnost,

avSak zadny nevykézal antimikrobni ptisobeni.
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