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|. Seznam pouzitych zkratek

antiTBC — antituberkulotikum

AMB — amfotericin B

ATB — antibiotikum

ATP — adenosintrifosfat

BCG — Calmette-Guérin bacil

CAP — kapreomycin

CIP — ciprofloxacin

CCM (Czech Collection of Microorganisms) — Ceska sbirka mikroorganismu
CFU (Colony Forming Unit) — jednotka formujici kolonie

CNCTC (Czech National Collection of Type Cultures) — Ceska narodni sbirka typovych
kultur

DCC - N,N -dicyklohexylkarbodiimid

DMF — dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA (deoxyribonucleic acid) — deoxyribonukleova kyselina

DOTS (Directly Observed Treatment Short-Course) — rezim plné kontrolované lé¢ebné
péce

EBA (Early Bactericidal Activity) — brzka baktericidni aktivita

EEA (European Economic Area) — evropsky hospodaisky prostor

EMB — ethambutol

ER — B-enoyl reduktasa

FaF — Farmaceuticka fakulta

FAS | (Fatty Acid Synthase I) — enzym syntetizujici mastné kyseliny

FDA (Food and Drug Administration, USA) — Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
FLU — flukonazol

FNHK — Fakultni nemocnice Hradec Kralové

GAT — gatifloxacin

GP — glukanova c¢astice

HBC (High-Burden Countries) — zemé s vysokym zatiZzenim

HIV (Human Immunodeficiency Virus) — virus lidské imunitni nedostate¢nosti

INH — isoniazid



IR — infracervena spektroskopie

KAOCH — Katedra anorganické a organické chemie

KBLYV — Katedra biologickych a 1ékarskych véd

KFCHKL - Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

KR — B-ketoacyl reduktasa

LPP (Large Porous Particle) — objemna porésni Castice

MDGs (Millenium Development Goals) — rozvojové cile tisicileti
MDR (multidrug resistance) — mnohocetna lékova rezistence

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MK — mastna kyselina

MOX — moxifloxacin

MRSA — meticilin rezistentni Staphylococcus aureus

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (redukovana forma)
NIAID — nérodni institut alergii a infekénich nemoci (Severni Korea)
NIH (National Institutes of Health) — narodni spolecenstvi pro zdravi (USA)
PCR (Polymerase Chain Reaction) — polymerazova fetézova reakce
PEG - polyethylenglykol

PEN — penicilin G

PHE - fenoxymethylpenicilin

PLA (polylactic acid) — kyselina polymlééna

PLGA (polylactic-co-glycolic acid) — kopolymer kyseliny glykolové a mlééné
POA — pyrazinkarboxylova kyselina

PZA — pyrazinamid

PZAasa — pyrazinamidasa

RIF — rifampicin

RNA (ribonucleic acid) — ribonukleova kyselina

STR — streptomycin

TBC — tuberkuléza

TEA — triethylamin

TLC (Thin Layer Chromatography) — tenkovrstva chromatografie
UZIS — Ustav zdravotnickych informaci a statistiky

WHO (World Health Organization) — svétova zdravotnicka organizace

XDR (extensive drug resistance) — extenzivni/extrémni 1ékova rezistence
8



I1.Cil rigorézni prace

Jednim z dil¢ich cilti Katedry farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv (KFCHKL)
Farmaceutické fakulty (FaF) Univerzity Karlovy (UK) je syntéza potencialnich 1é¢iv,
zejména ze skupiny derivati pyrazinu. Vyzkum je zaméien predevSim na obménu a
syntézu ucinného antituberkulotika (antiTBC) pyrazinamidu (PZA). Tento derivat
nikotinamidu je zakladnim 1é¢ivem pro terapii tuberkulozy (TBC). Molekula poskytuje
zajimavy prostor pro obmeénu jeji struktury, kterd by mohla v budoucnu pfinést slibné
vysledky pii testech a studiich zaméfenych na UcCinnost vi¢i mykobakteridlnim
kmentm.

Stejné jako v moji diplomové praci jsem se zaméfil na pfipravu série
potencidlnich antiTBC, derivati PZA, u nichz by se dala ocekavat biologicka ucinnost
(antimykobakterialni ¢i antifungalni). Na KFCHKL byly jiz diive pfipraveny
antimykobakteridlng u¢inn¢ anilidy 5-chlorpyrazinkarboxylovych kyselin, proto jsem se
V této praci zaméfil na obménu téchto potencidlnich antiTBC. Zminéné latky byly na
atomu chloru substituovany alkylaminovymi fetézci (tato substituce se pii predchozich
biologickych testovdnich ukazala byt efektivni) se zamérem zvysit jejich biologickou

uc¢innost [1][2]. Cilem bylo pfipravit sérii alkylaminoderivati pyrazinamidu (Obr. 1).

0
v
N NH
R’ Ji/j/\
SNH N R!
R = -H,-Cl

R” =-C3H7.-C4Hg-CgHy1,-CeHya-CoHys-CoHyr
Obr. 1

U pfipravenych latek byla pomoci fyzikalné-chemickych metod ovéiena jejich
struktura. Mym ukolem bylo také zjistit a vypocitat hodnoty vybranych fyzikalné-
chemickych vlastnosti (log k, log P, Clog P). U pfedchozich sérii hrala hodnota
lipofility vyznamnou tlohu pro antimykobakterialni ucinek, proto byla snaha zméfit
tento parametr experimentalné.

Potencionalni antimykobakterialni 1é¢iva byla téz odeslana k biologickému
testovani. Podle ziskanych dat bylo tfeba zhodnotit aktivitu téchto latek. Nasledovala

snaha nalézt vztahy mezi jejich strukturou a biologickym ucinkem.
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Dalsim z mych cilii bylo vypracovat resersi, ktera by méla jiz jen struéné shrnout
dulezité informace o TBC a soucasné terapii této nemoci. Dale jsem mél aktualizovat
ptehled o vyvoji potencidlnich antiTBC, ptedstavit nékteré nové systémy pro transport
antiTBC a uvést nékteré zakladni informace o reaktivit¢ funkcnich skupin na molekule

pyrazinu, dilezitych pro ptipravu cilovych struktur.
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I11. Teoreticka ¢ast

1. Tuberkuloza

1.1. Obecny piehled

Tuberkul6za (TBC) je zavazné infek¢ni onemocnéni zplisobené napadenim
hostitelského organismu bakteriemi ze skupiny Mycobacterium tuberculosis complex.
M. tuberculosis je obligatn¢ aerobni, acidorezistentni ty¢, nazyvana téz dle svého
objevitele jako Kochiv bacil (objeven r. 1882). Nemoc se pienasi ¢tyfmi zpisoby:
vdechnutim (kapénkova infekce), piijimanim infikované potravy, piimym kontaktem
(napt. ptes poranénou kizi), pifimym vstupem do krevniho ob&hu (z matky na plod,
nitrozilni injekci) [3][4][5].

Infekce muze postihnout kterykoliv organ, nejcastéji se jedna o plice. TBC lze
tedy rozd¢lit na formu plicni a mimoplicni. Plicni forma jednoznaéné ptevlada, jedna se
asi 0 85 % piipadu. Zbylych 15 % piipadd na mimoplicni formu. Ob€ formy TBC maji
na lidsky organismus velmi zavazny dopad. Pokud neni infekce 1é¢ena, zpusobuje smrt

ve vice nez 50 % ptipadi [3][4].

1.2. Diagnostika

TBC je diagnostikovana na zakladé¢ anamnestickych udaji, klinického stavu,
rentgenového nalezu a predevsim pomoci bakteriologického, poptipad¢ histologického
vySetieni. Bakteriologické vysetieni na M. tuberculosis pak ptedstavuje zlaty standard
diagnostiky TBC. Jednd se o nejspolehlivéjsi diagnostickou metodu. Rentgenové
vySetieni plic mize byt totiz vfadé piipadi necitelné, ¢i neposkytuje obvykly a
charakteristicky obraz. Kromé plic mize byt navic napaden kterykoli jiny organ, proto
je dulezité dodrzovat zakladni diagnostické postupy [6].

Vyznamnym pokrokem v diagnostice pak bylo zavedeni testu Xpert®

MTB/RIF, jenz dokaze nejenom spolehlivé diagnostikovat TBC, ale také rozpoznat, zda

je testovany mykobakterialni kmen rezistentni na rifampicin [7].

Xpert® MTB/RIF
Jedna se o plné automatizovany molekuladrni test pro zjisténi diagndézy TBC a
testovani rezistence M. tuberculosis kment vici rifampicinu (RIF). Ze vzorku sputa Ize

odecist vysledky jiz za 2 hodiny od jeho odebrani. Test je zaméfen na prisluSnou
11



sekvenci genomu M. tuberculosis. DNA sekvence (specifické pro M. tuberculosis) ze
vzorku se vycisti, zkoncentruji a amplifikuji (pomoci PCR techniky). Test Xpert®
MTB/RIF je také pii rozboru cilené orientovan na mykobakteridlni gen rpoB, jehoz
mutace zpusobuje vznik rezistence na zakladni antiTBC RIF. Manipulace se vzorkem je
velmi omezena a trva pfiblizné 2 minuty, i tento fakt pfispiva k jednoduchosti,
bezpecnosti a efektivité¢ diagnostické metody. Test je velmi rychly a poskytuje tak
moznost okamzitého zasahu pii odhaleni infekce. Tento fakt vede k zrychleni a
zefektivnéni 1éCby (je mozné nasadit ucinnou kombinaci antiTBC). Test je zejména
vhodny k pouziti v zemich s endemickym vyskytem TBC [8][9].

Testovaci set byl vyvinut spole¢nosti Cepheid. Vyvoj byl zahajen v roce 2006,
pficemz v roce 2009 bylo zafizeni pfipraveno k absolvovani prvnich studii. Ty byly
uspésné a tak byl ptistroj v roce 2010 kone¢né schvalen a podpoien WHO [10].

Tento test je doporucovan WHO jako zakladni nastroj pro diagnézu TBC a
zjistovani vzniku rezistence M. tuberculosis na RIF. Diky spolupraci s organizaci
UNITAID, zabyvajici se pozorovanim, kontrolou a dotovani projekti souvisejicich se
zdravotnickymi problémy, se podafilo zajistit dostatecné mnozstvi téchto pfistrojli (cca
200) spolecné s testovacimi nosici (cca 1,4 milionu). Tento diagnosticky material bude
v letech 2013-2015 poskytnut vybranym zemim s vysokym vyskytem TBC. Jedna se
zejména o zemé zapadni Afriky a jizni Asie. Projekt bude podporovan organizacemi

UNITAID, Stop TB Partnership a WHO (Stop TB Department) [11][12].

1.3. Epidemiologie v CR a v Evropé

Dle tdajii ziskanych od Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR (UZIS)
patii CR k zemim s nizkym vyskytem TBC, jak v Evropé, tak celosvétové. V roce 2010
se jednalo o vyskyt 6,5 pfipadd na 100000 obyvatel (obr. 2). V roce 2011 bylo do
centralniho registru tuberkulézy v CR hlaseno 609 piipadi TBC (viech forem a
lokalizaci). Oproti pfedeslému roku také klesla jeji incidence (5,8/100000). Tyto
klesajici hodnoty a hlavné¢ nezadouci U¢inky BCG vakcinace pfispély k rozhodnuti

vlady k 1. 11. 2010 zrusit povinné plo$né ockovani proti TBC (BCG vakcina) [13][14].

Dale UZIS jesté uvadi: 91,5 % TBC piipada na plicni formu, 8,5 % je jiné lokalizace;
pomér muzl a zen postizenych TBC ¢ini 3:1; rozlozeni onemocnéni dle véku ¢ini: do
15 let (1 %), 15 — 65 let (71 %), nad 65 let (28 %); dle mortality: 28 umrti na TBC

(0,3/100000).
12



Pocet hlasenych onemocnéni TBC na 100 000 obyvatel
Notified cases of TB per 100 000 inhabitans

[ 1 bez vyskytu (4)
C1o1— 17 (9
C 1 18- 3707
[ 38— 7.7 (31)
B 7.5-10,9 (14)
B 11,0+ (2)

Okresy Ceské republiky
Districts of the Czech Republic

Obr. 2: Poéet hlasenych onemocnéni TBC na 100000 obyvatel v CR v roce 2011. Pievzato dle: UZIS

CR; Tuberkuléza a respira¢ni nemoci 2011 [14].
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Jak jiz bylo zmin&no, CR patii z hlediska vyskytu TBC mezi zemé s piiznivou
situaci. Pfi¢inou jsou moderni metody 1éCby, kontrola situace TBC a povinné hlaseni
této nemoci do centralniho registru. I pfes veSkerou snahu zdravotnického systému
uplné eliminovat toto onemocnéni je eradikace TBC jesté vzdalenym cilem [14].

TBC je v Ceské republice dle vyhlagky o systému epidemiologické bdélosti pro

vybrané infekce z roku 2008 povinnému hlaseni [15].

V ramci Evropské unie a Evropského hospodaiského prostoru (EEA) byl vyssi
vyskyt TBC zaznamenan ve 21 statech, niz§i v 5 statech a piiblizné stejny ve 2
evropskych zemich. Nejhtufe vtomto ohledu dopadlo Rumunsko s 98,2 ptipady na
100000 obyvatel. Ve vsech zemich Evropského regionu WHO bylo v roce 2010
evidovano pfiblizné¢ 389 tisic pfipadli tohoto onemocnéni, jedna se o 43,2 piipadii na

100000 obyvatel (Obr. 3), coz piedstavuje 4,7 % vSech piipadd hlasenych WHO [16].

Hlasena onemocnéni TBC na 100 tis. obyvatel, Evropa, 2010

Mira hlasenosti

=10

11-20

21-50

51-100

101-150

=150

Data nejsou k dispozici

iR pap

Andorra
Lichtenstejnskeo
Lucembursko -
Malta |
Monako
San Marino

DOOOoOO <

Obr. 3: Hla¥ena onemocnéni TBC na 100000 obyvatel, Evropa 2010. Pievzato dle: UZIS CR;
Aktualni informace ¢. 55/2012, Tuberkuléza v Evropé€ v roce 2010 na zaklad¢ vysledkt Tuberculosis

surveillance and monitoring in Europe [16].
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1.4. Epidemiologie celosvétové

Incidence

Pocet ptipadi TBC byl vroce 2011 celosvétové odhadovan na 8,7 milionu.
Znamena to tedy pomér 125 piipadl na 100000 obyvatel. Pokud vysledky celkové
incidence rozdélime pomérové dle WHO regionti, dostaneme se k nasledujicim datim:
nejvice ptipadi bylo zaznamenéano v Asii (59 %) a Africe (26 %). Daleko mensi podil
patii regionu vychodniho Stfedomoti (7,7 %), evropsky a americky region se na celkové
incidenci podili nejméné a to 4,3 respektive 3 %. Na HBC (high-burden countries), tedy
zemé s vysokym zatizenim TBC jako jsou Indie, Cina, Indonésie atd., ptipada 82 %
vSech pripadu. Dle incidence ve skupiné HBC jsou nejvice postiZzeny tyto staty: Indie 2-
2,5 milionu, Cina 0,9-1,1 milionu, Jihoafricka republika 0,4-0,6 milionu, Indonésie 0,4-
0,5 milionu a Pakistan 0,3-0,5 milionu piipadi. Souéet viech piipadd z Indie a Ciny
dohromady ¢ini 38 % celosvétové incidence [7].

Dle veéku postizenych piipada 0,5 milionu ptipadl na déti, pfiblizné 2,9 milionu
na zeny a zbytek tj. 5,3 milionu zastupuji muzi. Asi 1,1 milionu jedinct je infikovanych
zarovein HIV (13 % z celkového mnozstvi). Zastoupeni HIV pozitivnich obyvatel je
nejvyssi v Africe, tudiz nejvétsi podil takto koinfikovanych obyvatel pfipada logicky na
staty tohoto regionu [7].

Mira incidence byla v letech 1990-2001 stabilni (pfiblizn¢ 137/100000
obyvatel), pak zacala pozvolné klesat. Pti prizkumu mezi lety 2010-2011 incidence
Klesla 0 2,2 %. Pokles incidence byl zaznamenan ve vsech Sesti regionech WHO, z toho
nejvice v evropském regionu, tj. 8,5 %. Dle poslednich prizkumu klesa incidence také

ve vétsing z 22 HBC [7].

Prevalence

Pro rok 2011 byl pocet odhadovan na 12 miliont piipadi TBC. To je pomér 170
pfipadii na 100000 obyvatel. Tento ukazatel zaznamenal od roku 1990 vyznamny
pokles a to o 36 %. Cil organizace Stop TB Partnership, tedy snizeni prevalence o
polovinu k roku 2015 (dle STOP strategie), nebude globaln¢ naplnén. Prevalence vSak
nadale klesa ve vSech regionech WHO. Americky region tento cil splnil a to jiz v roce
2005. Naopak africky region a region vychodniho Stfedomoii se nadale potyka

S problémy a tento zameér bezpochyby nesplni [7].
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Mortalita

Odhadovana hodnota tmrtnosti na TBC pro rok 2011 je pfiblizné 990000
piipadi (ze skaly 0,84-1,1 milionu). Znamena to 14 ptipadi amrti na 100000 obyvatel.
Tato hodnota nezahrnuje pocet ptipadit HIV pozitivnich zemftelych infikovanych také
TBC (0,43 milionu). Kdybychom brali v Givahu i tyto pfipady, pak by mortalita byla asi
20/100000. Mortalita klesa ve vSech regionech WHO. Jeji hodnota od roku 1990 klesla
0 41 % (vyjma tmrti spojenych s HIV) [7].

1.5. Cile WHO

Cilem WHO je zmiméni dopadl této nebezpecné infekéni nemoci na
obyvatelstvo celosvétoveé, zejména vSak v oblastech se zvySenym vyskytem TBC.

Jinymi slovy jde o naplnéni programu TB Stop Strategy.

Mezi dil¢i ukoly WHO pak patii:

- poskytovani adekvatni a vysoce kvalitni zdravotni péce pro vSechny

- snizeni lidského stradani (socialniho, ekonomického) spojen¢ho s TBC

- podpora vyvoje novych prostiedkii pro 1écbu a diagnostiku TBC a jejich véasné
vyuziti

- podpora a ochrana nachylnych populaci a jedinci vi¢i TBC a jejim rezistentnim
forméam, jejich ochrana pted koinfekci TBC/HIV

- podpora prav obyvatelstva v otazce prevence, péce a kontroly

Dlouhodobym cilem je pak naplnéni Rozvojovych cill tisicileti (MDGrs)
Vv zéleZitosti tuberkul6zy. Jedna se o cil pro rok 2015, snizit prevalenci a mortalitu
(spojenou s TBC) na 50 % ve srovnani s rokem 1990. Druhy cil ma byt naplnén v roce
2050. Jde o ambicidzni zdmér eliminovat TBC jako vefejny zdravotni problém. Celkova

incidence TBC aktivnich pfipadii by pak méla mit hodnotu méné jak 1 pfipad na
1000000 obyvatel za rok [7].
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2. Antituberkulotika

2.1. Terapie obecné

Dle poslednich trendi v terapii TBC je stale nejucinnéjsi a WHO doporucovany
rezim plné¢ kontrolované lécebné péce (DOTS). Dle této strategie jsou pacienti
s diagnostikovanou nemoci pozorné sledovani, vysetfovani a 1éceni po dobu nejméné
prvnich dvou mésicti od propuknuti onemocnéni. Navzdory faktu, Ze jsou samotna
antiTBC prvni linie 0¢innd uz v monoterapii, jsou pacienti v DOTS rezimu IéCeni
nejprve kombinacemi téchto antiTBC. Takovyto piistup zvySuje ucinnost lécby a
zaroven brani vzniku rezistence mykobakterii vici u¢innym latkam [5][17].

Jako 1éc¢iva 1. linie se nadale pouzivaji streptomycin (STR), rifampicin (RIF),
isoniazid (INH), ethambutol (EMB) a pyrazinamid (PZA). Vsechna zminovana antiTBC
vyznamné narusuji metabolické procesy v mykobakteridlni bunice, dulezité pro jeji
preziti [3][5].

Léciva 2. linie jsou pouzivana jako tzv. rezervni 1é¢iva v situacich, kdy infekéni
agens nereaguje na terapii konvencnimi antiTBC. Zminénd rezistence
mykobakterialnich kment vi¢i béznym lé¢ivim pak vyzaduje provedeni testt citlivosti
na léCiva 2. linie, ptipadné jejich nasazeni. Jedna se o 1é¢iva ethionamid, prothionamid,
amikacin, kanamycin, kapreomycin, cykloserin, para-aminosalicylova kyselina a
fluorochinolony [3][5].

Léciva 1. a 2. linie a samotnd 1é€ba TBC byla jiz detailné¢ popsana v moji
diplomové praci [5].

ProtoZze je vSak tato prace zaméfend na syntézu potenciondlnich antiTBC
odvozenych od PZA, bude této molekule vénovana zvlastni pozornost v kapitole 2.2.

Pyrazinamid.
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2.2.Pyrazinamid

Pyrazinamid nebo také pyrazin-2-karboxamid je jednim z antiTBC prvni linie.
Jedna se o analog nikotinamidu a je jedine¢nou a nezbytnou soucasti programu DOTS
v 1écbeé TBC. Diky této latce lze zkratit celkovou dobu 1écby TBC o 3 az 6 mésicu.
Mechanismus ucinku této latky dosud nebyl pIlné objasnén. Piedpoklad, Ze aktivni
molekulou je pyrazinkarboxylovd kyselina (POA), vznikajici z PZA, acidifikujici
prostfedi mykobakteridlni buniky a rozvracejici membranovy transport a funkci enzymu
syntetizujiciho mastné kyseliny (FAS 1), byl rozSifen o poznatek, ze PZA je
pravdépodobné ucinny jiz v nativni form¢. PZA totiz inhibuje vazbu reduk¢niho c¢inidla
NADPH, vazici se na FAS I mykobakterialni buiky. PoruSeni spravné funkce tohoto
enzymu syntetizujiciho mastné kyseliny (MK), tolik nezbytné pro stavbu bunécnych
membran a uchovavani energie, tak vede Kk fatalnimu rozvratu bunky [18][19][20].

Samotna uc¢innost PZA jako proléciva je velice zavislad na pH okolniho prosttedi.
Jak je vySe zminéno, jako hlavni metabolit této laky vznik4 molekula POA, a to pomoci
enzymu pyrazinamidasy (PZAasa) (Obr. 4). Tento enzym je kdédovan genem pncA.
Mutace genu pncA vede k vzniku rezistence mykobakterie na PZA [21]. V kyselém
prostiedi je aktivita POA nejvyssi a to pfi pH 5,5. Se zvySujici se hodnotou tohoto
exponentu aktivita vyrazné klesa a nejnizsi je pti hodnotach pH 12-14 [21][22].

Samotny enzym FAS I je bunécny utvar bilkovinné povahy, zodpovédny za
syntézu mastnych kyselin (zejména mykolovych). Protein se sklddd ze 3 stejnych
fetézcl (homomer). Kazdy fetézec obsahuje vSech 6 katalytickych domén, na kterych
jsou, na sebe navazujicimi enzymatickymi procesy, MK syntetizovany [23][24][25].

V buiice M. tuberculosis jsou syntetizovany tii zakladni strukturalni tiidy
mykolovych kyselin (obr. 5). Jsou to a-, metoxy- a keto-mykolové kyseliny, z nichz
nejvice zastoupenad je pravé a-mykolova kyselina (70 %). Ostatni tfidy jsou zastoupeny

piiblizng v 10-15 % [26].

@) 0]
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Obr. 4: Enzymaticka pfeména PZA na POA. Pievzato dle: MLCOCH, M.; Derivaty pyrazinu jako
potencialni antimykobakterialni 1é¢iva I1. Diplomovd prdce. 2012 [5].
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Obr. 5: Tridy mykolovych Kkyselin — chemicka stuktura. Prevzato se souhlasem: TAKAYAMA, K.;
WANG, C.; BESRA, S. G.; Pathway to synthesis and processing of Mycolic acids in Mycobacterium
tuberculosis [17].

Podle poslednich vyzkumi je ale molekula PZA, stejné jako POA, schopna
reverzibiln¢ se vazat na FAS I mykobakterialni buiiky a naruSovat tak jeji lipidovy
metabolismus. PZA kompetitivné inhibuje vazbu NADPH k FAS 1, ptesnéji vazbu na -
ketoacyl reduktasu (KR) a B-enoyl reduktasu (ER) tohoto komplexu [18].

POA se vSak na tento komplex vaze v jiném misté nez PZA. Tento poznatek
ptispél k vyzkumu antimykobakterialné uc¢innéjsich latek, nez je samotny PZA. Jedna se
zejména o 5-halo- substituovanou POA a také estery této kyseliny. Vyznamngjsi
vysledky byly jiz publikovany s latkou 5-chlorpyrazinamid [19][20].

POA vznikld enzymatickou pfeménou z PZA také inhibuje trans-translacni
proces v mykobakterialni bunice. Timto procesem je zajiStovana recyklace ribozomu a
snim 1 defektniho proteinu, vzniknuvsiho pfi naruSené translaci (pfeklad mRNA do
podoby fetézce aminokyselin). DileZitou roli v recyklacnim procesu hraje tmRNA
(transfer-messenger RNA), ktera je schopna defektni fetézec odstranit a znovu tak uvést
ribozom do chodu. POA se vaze na ribozomalni protein RpsA, jenZ je nezbytny pro
vazbu mezi ribozomem a tmRNA. Tim je ribozom ireverzibilné zablokovan a
degradovan [27].

Nasledkem obou procesti je nastoleni stresovych podminek pro mykobakteria.
Jsou to hypoxie, bunétné hladoveéni, nedostatek energie, piekyseleni bunky atd.

Vsechny tyto stresujici faktory hraji velikou roli v potenciaci G¢inku PZA [27].
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2.3. Potencidlni léciva

a) Latky v preklinickych studiich

DC-159a

Tuto latku lze stejné jako gatifloxacin ¢i moxifloxacin zatradit do skupiny
fluorochinolontl, jez jsou klicovou skupinou pro 1écbu MDR-TBC. Tyto latky ptsobi na
mykobakterie mechanismem inhibice gyrasové aktivity v bunééném jadfe. Inhibici
tohoto enzymu tak docilime omezeni replikace DNA patogenni bunky [28].

Molekula vykazuje dobrou aktivitu jak in vivo, tak in vitro i u chinolon-
rezistentnich mykobakteridlnich kment. DC-159a ma tedy velky potencial pro vyuziti k
lécbé rezistentnich kmeni TBC. Latka nyni prochazi preklinickymi studiemi
[29][30][31].

HaCo,.
H,N

DC-159a
ACH-702

ACH-702 je derivatem chinolonu. V poloze 3 je typicky chinolonovy skelet
substituovan isothiazolonovym kruhem. Tato latka cilené poskozuje bakterialni
replikaci tim, ze napada jak enzym topoisomerasu IV, tak i DNA gyrasu [32].

Molekula byla jiz testovana vi¢i mnoha druhim bakterii a ukdzala se byt velice
efektivni. Slibné vysledky ptinesla jeji aktivita vii€i MRSA ¢i vankomycin-rezistentnim
enterokokiim. Ukazalo se, Ze minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) proti klinickym
izolatim M. tuberculosis ma srovnatelnou aktivitu pii pouziti MIC moxifloxacinu

[33][34].

ACH-702
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SQ609

Molekula ma dipiperidinovy skelet, stejné jako ptedchozi dipiperidinova analoga
(nejaktivngjsi  SQ614, SQ615) [35], kterd jiz diive vykazala vyznamnou
antimykobakterialni aktivitu. Jedna se o latku z rozsahlé knihovny diamind Citajici pres
10000 molekul. Jde o inhibitor bakterialniho enzymu translokasy, ktery je dulezity pro
stavbu bunécné stény [29][36].

Latka SQ609 je pii in vitro testech sinfikovanymi makrofagy schopna
inhibovat az 90 % bakteridlniho ristu. Pfitom nevykazuje prakticky Zadnou toxicitu.

Latka je schopna prodlouzit terapeuticky efekt az na 2 tydny po skonceni terapie [37].

SQ-609

SQ641

Molekula SQ641 je semisyntetické antibiotikum. Inhibuje bakteridlni enzym
translokasu 1 (TL-1), jenz je dulezity pro stavbu bunééné stény bakterii (enzym je
nezbytny pro biosyntézu peptidoglykanové vrstvy). Tento enzym se v eukaryotické
bunice nevyskytuje. Je tedy zajimavym objektem pro vyzkum a vyvoj novych antibiotik
podobné struktury, zacilenych pravé na enzym TL-1. Tato latka vykazuje synergii
santiTBC jako jsou ethambutol, streptomycin a SQ109. Slibny je také jeji
dlouhotrvajici G¢inek (az 55 hodin po podani antibiotika) [33].




BTZ043

Molekulu lze zatadit mezi benzothiazinony, obsahuje heterocykl s atomem siry.
Ve své struktufe obsahuje (kromé jiz zminéného atomu siry) také jednu nitroskupinu.
BTZ043 je diky své vysoké aktivité proti mykobakteriim nyni podrobena preklinickému
testovani [29][38].

Inhibuje dekaprenyl-fosforyl-4-D-riboso 2'-epimerasu. Jde o enzym umoziujici
epimerizaci dekaprenylfosforyl ribosy na dekaprenylfosforyl arabinosu, jenz je

prekurzorem k syntéze polysacharidu arabinanu. Ten je nezbytny pro spravnou stavbu

bunécné stény bakterii [39].

(0]
e
S
S N o
NO, J/CH3
O

BTZ043

DNB1

DNBI je tvofen benzamidovym skeletem se dvéma navadzanymi nitro-
skupinami. Mechanismus jejiho G¢inku je totozny jako u vyse uvedené latky BTZ043.
Tato molekula vykazala vysokou aktivitu vii¢i XDR M. tuberculosis kmenim [29][36].

o (|J| o
2N NH
_CHj

NO,
DNB1

BDM31343

1,2,4-oxadiazol BDM31343 je latka syntetizovana za tcelem podpofit Gcinek
antiTBC 2. linie — ethionamidu. Ukolem této latky je vytvofit piihodné podminky pro
jeho aktivaci. EMB je jako prolé¢ivo zpracovavan pomoci mykobakterialniho enzymu

mono-oxygenasy zvané EthA. Exprese tohoto enzymu je limitovana pasobenim
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represoru EthR, jez je pravé cilem pro vazbu s BDM31343. Latka v soucasnosti

prochazi preklinickymi studiemi [36][40].

BDM31343

CPZEN-45

Jedna se o nukleosidové antibiotikum produkovano Streptomyces spp. Tato
molekula byla poprvé popsana v roce 2003 v Japonsku. Je aktivni jak proti replikujicim
se mykobakteriim, tak proti mykobakteriim v dormantnim stadiu in vitro. Predpokladem
je, ze stejné aktivni bude CPZEN-45 i in vivo. Mechanismus u¢inku této latky nebyl

dosud pln¢ objasnén [41].

CPZEN-45
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b) Latky v 1. fazi klinickych studii

AZD5847

Jedna se o molekulu vyvinutou spoleCnosti AstraZeneca. Jde o derivat
oxazolidinonu a molekula je také zndma pod oznacenim AZD2563. Nachazi se v 1. fazi
klinického zkouSeni, kde neprokazala vyznamnou toxicitu. Vstup do 2. faze klinickych

testll by latka méla vstoupit v roce 2012 [29][42].

%Q@f

N/|
\
O

AZD5847

LL-3858

Jde o pyrrol, obsahujici ve své molekule isoniazidovou strukturu. LL-3858,
znamy téz jako Sudoterb, je vhodny k podani do kombinace s antiTBC prvni linie

[33][43].

//\ CF,

LL-3858
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c) Latky v 2. fazi klinickych studii

TMC207 (Bedaquilin)*

Jde o diarylchinolin, oznaCovany téz jako R207910. Latka byla vyvinuta
spole¢nosti Johnson&Johnson. TMC207 naruSuje mykobakterialni ATP-synthasu,
neovliviluje ale hostitelskou DNA gyrasu. Molekula je aktivni zejména vici
mykobakteriim v dormantnim stadiu a je u¢innym nastrojem v boji proti MDR-TBC
kmenim. Nezadouci ucinky této latky se objevuji jen ziidka, vétSinou jde o nauseosni

stavy [29][36][44].

TMC207

Metronidazol

Tato molekula patii do skupiny nitroimidazolli. Molekula metronidazolu byla
vyvinuta jiz v roce 1960. V moderni mediciné je uZivana k 1écbé protozodlnich infekci a
infekci zptsobenych anaerobnimi bakteriemi. Piedpokladem bylo, ze bude ucinné
pusobit také na mykobakterie [45].

Dle vysledki vyzkumu Brooks [46] a kol. byla zjisténa pouze nizka aktivita
metronidazolu viuci M. tuberculosis jak v monoterapii, tak v kombinaci s isoniazidem.
V soucasné dobé se latkou zabyva severokorejsky narodni institut alergii a infek¢énich
nemoci (NIAID). Zde probiha vyzkum a testovani G€inkti metronidazolu, pokud je

zatazen do standardni 1é¢by antiTBC druhé linie [29].
OH

-

N

OZN\&Z/CH?,

Metronidazol
25



PA-824

Molekula bicyklické struktury byla v sedmdesatych letech 20. stoleti testovana v
radioterapii pii 1€cb¢ rakoviny se zamérem zvysit radiosenzitivitu nadorovych bun¢k.
Prokazala ale také in vitro i in vivo antimykobakterialni G¢inky. Na poc¢atku testovani
téchto bicyklickych molekul stala latka CGI 17341, jez se prokdzala byt
antimykobakterialné¢ aktivni. Vykézala ale i mutagenni ucinky, proto byl vyzkum této
latky v souvislosti s TBC ukon¢en. Nicméné z testovani série podobnych bicyklickych
sloucenin vzesla jako slibné antiTBC latka s oznacenim PA-824. Jde o prolécivo, které
pro svou pfeménu na aktivni molekulu potfebuje mykobakterialni deazaflavin (F420)-
dependentni nitroreduktasu, znamou téz jako Ddn (Rv3547) [29][33][36].

Mechanismus uc€inku této latky spociva v inhibici syntézy bunécné stény
mykobakterii. Stover [47] a kol. zjistili, ze PA-824 inhibuje syntézu kyseliny mykolové,
zakladni latky pro stavbu bunééné stény mykobakterii. PA-824 je také rozkladana na
reaktivni produkty, ktera jsou schopny inhibovat proteosyntézu, ¢i vytvaret toxicky oxid
dusnaty. Latka je testovana jak v monoterapii, tak v kombinacich s ostatnimi antiTBC
[29][44][48].

Podle poslednich vyzkumt by mohla tato latka v kombinaci s antiTBC prvni linie

vyrazng snizovat délku 1é¢by MDR-TBC [49].
FsC

.0
.
()

o
PA-824

OPC-67683 (Delamanid)

Tato molekula, jejiz pfedlohou je latka CGIl 17341, byla vytvofena s cilem
zvysit antimykobakteridlni aktivitu a zaroven snizit toxicitu uvedené ptedlohové
molekuly. Jedna se o prolécivo a pusobi podobnym mechanismem jako PA-824.
Inhibuje syntézu mehoxy- a keto-mykolové kyseliny [7][44][50].

o

CGl 17341
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U této latky nebylo zaznamenano antagonizujici pusobeni v kombinaci se
zakladnimi antiTBC (STR, INH, EMB, RIF). Pii zkouSenych déavkach nebyla

zaznamenana vyznamna toxicita této latky [29][48].

02N*Qijli:i>K:EffO\\[::::J\\ CF,

OPC-67683

SQ109

Jedna se o analog antiTBC 1. linie ethambutolu. Mechanismus uc¢inku této latky
neni zcela znamy. Jisté vSak je, Ze pusobi inhibi¢né na rdst bunééné stény -
pravdépodobné snizenim produkce B-ketoacyl-acyl proteinového nosice. Piedpokladem
také je, ze SQ109 zpusobuje nadprodukci ATP dependentniho enzymu DNA/RNA
helikasy, rozdélujiciho dvousroubovici DNA/RNA do dvou izolovanych vlaken [51].

Vyhodou této latky je jeji ucinnost na EMB a RIF rezistentni kmeny
mykobakterii. Schopnost SQ109 zabijet mykobakterie v monoterapii je vysoka, s uzitim
v kombinaci s antiTBC isoniazidem a rifampicinem vSak roste. Studie, zabyvajici se
klinickym uzitim této latky, prokazuji, Ze denni davka 300 mg je pro pacienty bezpecna
a netoxicka. 1. faze klinickych studii této latky byla uspésné ukoncena v roce 2009.

Latka se momentalné nachazi v 2. fazi klinického testovani [36][51][52].

NH,

SN NS = CH,

SQ-109
CHg
" Nd\///\\
NH OH
H,C
Ethambutol
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Linezolid

Jednd se o molekulu obsahujici heterocykl oxazolidin. Tato latka byla ptivodné
uvedena K terapii infekci (zejména koznich) zpusobenych gram-pozitivnimi bakteriemi.
Lécba touto latkou obvykle trva nejméné 4 tydny a déle [29].

Mechanismus  G¢inku  linezolidu  spocivd v naruSeni  proteosyntézy
mykobakteridlni buniky. Molekula se vaze na 50S podjednotku bakteridlniho ribozomu.
Vyhodou je, Ze neptisobi zkiizenou rezistenci s ostatnimi antibiotiky [53].

Bohuzel se u této latky, zejména pii dlouhodobém uzivani, vyskytuji nezadouci

ucinky (neuropatie). Piesto se pouziva v terapiit MDR-TBC a XDR-TBC jako 1é¢ivo 3.

H3C\~\/O

NH

linie v pouziti off-label [53].

Linezolid

PNU-100480 (Sutezolid)

Molekula PNU-100480 je thioanalogem vySe uvedené¢ho linezolidu. Byla
vyvinuta spole€nosti Pfizer a byla syntetizovana za tcelem zvysit terapeuticky index
tohoto typu latek. Baktericidni Gi¢inek tohoto potencionédlniho antiTBC je srovnatelny
s u¢inkem isoniazidu. Pfi nasazeni molekuly v kombinacich s konven¢nimi antiTBC
(zejména s pyrazinamidem) navic zvySuje baktericidni vlastnosti a celkovy ucinek

1éEby. Pi1 konvenénim déavkovani nebyla u této latky zjiSténa toxicita a je pokladéna za
bezpe¢nou [33][54]. H4C \( o

NH

PNU-100480
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d) Latky v 3. fazi klinickych studii

Vtéto zavérecné casti  klinickych studii se nachazeji dvé latky
fluorochinolonového typu. Jedna se o moxifloxacin (MOX) a gatifloxacin (GAT). Tyto
latky specificky u¢inkuji na mykobakterialni DNA gyrasu. Vykazuji in vitro vyssi
aktivitu nez latky star$i generace fluorochinolonii (ciprofloxacin, ofloxacin) [55].

V klinickych testech bylo zjisténo, ze MOX a GAT prokazaly vysokou
biologickou dostupnost a také velmi efektivni brzkou baktericidni aktivitu (EBA). EBA
ptredstavuje pokles mnozstvi jednotek formujicich kolonie (CFU) bakterii v 1 ml sputa
za den béhem prvnich dvou dnd 1écby. Hodnota EBA u téchto latek je pfiblizné
srovnatelna jako pfi pouziti antiTBC isoniazidu jako standardu. V praxi se pouzivaji pro
1é¢bu MDR-TBC nebo pro 1é¢bu pacientt, ktefi nejsou schopni tolerovat antiTBC prvni
linie [56].

Obé¢ latky jsou bezpetné a dobie tolerované, coz se prokdzalo pii jejich
dlouhodobém podavani pacientim pfi jednordzovych 400 mg dennich davkach. Mezi
zjisténé nezadouci ucinky patii bolest hlavy a gastrointestinalni potize. Gatifloxacin by
mohl také zptisobovat poruchy regulace glykémie, a to jak u diabetikli, tak u pacientli
s neprokazanym diabetem v anamnéze [33].

Obé molekuly jiz dosdhly 3. faze klinickych studii a predev§im gatifloxacin
slibuje zkraceni DOTS terapie TBC ze 6 na 4 mésice. Standardni 1€k ethambutol je

béhem tohoto testovani zaménovan za gatifloxacin [29][33].

ocH3 /\ OCH, %
N N
| OH
F

) ) Gatifloxacin
Moxifloxacin

*) Latka TMC207 (Bedaquilin) byla agenturou FDA dne 28. 12. 2012 schvalena pro
lé¢bu MDR-TBC [57].
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Tabulka 1: Prehled potencionalnich antiTBC vedenych v preklinickych a Kklinickych studiich.
Tabulka vytvofena na zakladé informaci z nasledujici literatury [29][30][33][36][44][45][48][49][53][56].

Latka Skupina Mechanismus tG¢inku Druh studie Faze
. . inhibice syntézy nukleovych kyselin o
ACH-702 Isothiazolochinolony nova latka preklinicka
(DNA gyrasa)
) inhibitor syntézy bunécné stény
SQ641 Kapuramyciny nova latka preklinicka
(translokasa)
BTZ043 inhibitor syntézy bunécné stény nova latka preklinicka
Nitrofenyly
DNB1 inhibitor syntézy bunécné stény analog preklinicka
BDM31343 1,2,4-Oxadiazoly inhibitor syntézy bunécné stény nova latka preklinicka
CPZEN-45 Kaprazeny neznamy nova latka preklinicka
AZD5847 1,3-Oxazolidinony inhibice proteosyntézy * analog klinicka I.
LL-3858 Pyrroly inhibice proteosyntézy nova latka klinicka I.
TMC207 Diarylchinoliny inhibice ATP synthasy nova latka klinicka II.
Metronidazol pro TBC neznidmy nova indikace | klinicka II.
PA-824 Nitroimidazoly inhibitor syntézy buné¢né stény analog klinicka II.
OPC-67683 inhibitor syntézy bunécné stény analog klinicka II.
inhibitor syntézy bunééné stény
SQ609 analog preklinicka
Diaminy (translokasa)
SQ109 inhibitor syntézy bunécné stény * nova latka klinicka II.
Linezolid inhibice proteosyntézy nova indikace | klinicka II.
1,3-Oxazolidinony
PNU-100480 inhibice proteosyntézy analog klinicka II.
inhibice syntézy nukleovych kyselin
DC-159a nova latka preklinicka
(DNA gyrasa)
Moxifloxacin Fluorochinolony inhibice proteosyntézy (DNA gyrasa) | nova indikace | klinicka III.
Gatifloxacin inhibice proteosyntézy (DNA gyrasa) | nova indikace | klinicka III.

*) jedna o pravdépodobny mechanismus t¢inku latek
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2.4. Transportni systéemy antituberkulotik

Lécba TBC je ¢asové pomérné narocny proces. Délka 1€Cby U non-rezistentnich
TBC kment trva obvykle 6-9 mésict, rezistentni kmeny vyzaduji 1é€bu antiTBC az 2
roky. Délka 1é€by TBC je jeden z nejvétSich faktort,, pro¢ 1écba selhdva. K snizeni
pacientovy compliance pfispivaji také nezadouci G¢inky 1é¢iv. U MDR-TBC jsou
pouzita antiTBC druhé linie, jejichz nezadouci ucinky jsou ve srovnani s 1€Civy prvni
linie daleko vyss$i. V neposledni fad¢é hraje svoji roli i vysokd cena antiTBC, lécba
MDR-TBC je n¢kolikanasobn¢ drazsi [58].

Soucasny vyzkum se proto zabyva ukolem, jak tyto nezadouci ucinky léCiv
snizit na minimum. Velmi slibny je tudiz vyzkum novych zpisobii podéni antiTBC,
jedna se zejména o léCbu inhalaci (85 % ptipadd TBC je plicniho typu). Velkou
vyhodou tohoto zptisobu 1é¢by je piima interakce t¢inné latky s plicni tkani, snizeni jeji
degradace a niz8i davkovani 1é¢iv. To by pravdépodobné piispélo i ke zkraceni doby

1écby.

Polymer PLGA

Soucasny vyzkum nosi¢li antiTBC pro terapii plicni TBC je zaméfen na
kopolymer kyseliny glykolové a mlécné (PLGA). Tento nosi¢ je snadno pfipravitelny a
dle dosavadnich vyzkumi je povazovan za bezpeCny. Pfesto ma ale své nevyhody.
Lécivo se znosie uvolituje rychle, avsak rezidua polymeru zistavaji v plicni tkani
nékolik tydnl, neZ podlehnou Uplné degradaci. Rozklad tohoto nosice zpisobuje
zvyseni kyselosti okolniho prostiedi, coz je nevyhodou pro néktera antiTBC nachylna
k rozkladu za téchto podminek (polyanhydridy okolni prostiedi neacidifikuji,
nekumuluji se). Jako G¢inna latka se pii vyzkumu tohoto nosi¢e Casto uziva rifampicin
[60][61][61].

PLGA maji hydrofobni povrch, ktery umoznuje mikrosférdm s naadsorbovanym
lécivem proniknout hloubéji do plicni tkdné. Hydrofobni povrch PLGA je ale také
atraktivni pro proteinové Castice, jez se zde kumuluji a které z ¢astic nosi¢e délaji

snadny cil pro fagocyty, odstranujici je z plicni tkané [59].
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Kapreomycin — porézni ¢astice

Jednim z dalSich pfistupl v inhala¢ni 1é¢bé je moznost pouziti objemnych ¢éstic
(LPP) antiTBC kapreomycinu (CAP). Cilem vyzkumu inhalovatelnych castic
kapreomycinu je snizeni narocnosti 1é¢by pro pacienty trpici MDR-TBC. V tomto
pripadé se v 1é¢bé postupuje podanim antiTBC druhé linie. Neziidka se jedna o injekéni
podani CAP, coz je spojeno s bolestivym vjemem pro pacienta. Pii injekénim podani
tohoto 1éCiva se mohou také objevit nékteré nezddouci G¢inky (nefrotoxicita, anémie,
atd.) Ztohoto divodu Garcia-Contreras [62] a kol. navrhl kapreomycin-sulfatové
¢astice k inhalaci (Obr. 6). Béhem testii na morcatech ovéfil jejich efektivitu a pfi jejich

pouziti nezaznamenal nezadouci ucinky [59][62].

Obr. 6: Sprejem vysuSené Castice kapreomycinu pod elektronovym mikroskopem. Prevzato se
souhlasem: Garcia-Contreras L, Fiegel J, Telko MJ, et al. Inhaled large porous particles of capreomycin
for treatment of tuberculosis in a guinea pig model [63].

RIF-MAN mikroc¢astice

Mezi dal§i inhalovatelny nosi¢ patifi mikrocastice alkoholického cukru
mannitolu, ziskdvaného z cukerné §t'avy z kiry kmenti jasanu (Fraxinus ornus).
Mizoe [64] a kol. tento systém (na nosi¢i navazan RIF) Gspé$né ptipravil a vyzkousel.
Nosi¢ se ukazal byt velice vyhodny, zejména pro schopnost rychlého a efektivniho
uvolnéni RIF z nosi¢e do plicni tkané. Toto antiTBC je ale krevnim fecistém z plic

pomérné rychle odplavovano. Vyhodou je snadné a rychla ptiprava téchto mikrocastic
[59][64].
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PLA - mikroc¢astice

Piipravou mikrocastic kyseliny polymlééné (PLA) s navdzanymi antiTBC
isoniazidem a rifampicinem se zbyva Sharma [65] a kol. Tyto ¢astice jsou schopné se
cilené vazat na plicni makrofagy obsahujici M. tuberculosis. Vaznost téchto ¢astic na
plicni epitel je pomérné nizka. Pomér antiTBC v tomto systému ¢ini 2:1 ve prospéch

isonizidu ku rifampicinu [59][65].

PEG kopolymer

Fu [66] a kol. navrhl ether-anhydridové kopolymery PEG (C2nH4n + 20n+1)
slozené z monomernich ¢astic polyethylenglykolu a kyseliny sebakové (kys.
dekandiovad). Jedna se o polymery vyuzitelné jak v primyslové vyrob¢, tak v medicing.
Vzhledem k molekulové hmotnost je také 1ze nazyvat jako polyoxyethyleny [66].
Kyselina sebakova (HOOC)(CH,)s(COOH) je pfirodni dikarboxylova kyselina. V isté
podobé se jednad o bily prasek, mize ale mit i vlo¢kovitou strukturu. PEGy vykazuji
Vv zavislosti na struktufe kopolymeru riznou dobu degradace. Jedna se o n¢€kolik méalo
hodin az nékolik tydnt. Maji také vhodné vlastnosti k pfenosu 1é¢iv do riiznych ¢asti
plic. To z nich déla slibné kandidaty pro transport 1é¢iv do plicni tkané. Fu vyvinul
PEGYy za ucelem predchazeni nedostatki jiz zkouSenych nosicll, zejména nosi¢e PLGA.
Také dokazal, ze PEGy o molekulové hmotnosti vétsi nez 10 kDa jsou vhodné k vyrobé

mikroc¢astic poskytujicich cilenou 1é¢bu plicni TBC [59][66].

Glukan polymer

Glukanové castice (GPS) jsou tvofené polysacharidem slozenym z molekul
glukézy. Jedna se o oblé duté castice o velikosti 2-4 um, ziskavané z pekarskych
kvasnic z kvasinky Saccharomyces cerevisiae [67][68].

Jejich povrch obsahuje hlavné 1,3-B-glukan. Tyto casticové nosice mohou byt
snadno fagocytovany makrofagy diky jejich glukanovym receptorim. Soto [67] a kol.
ve svém vyzkumu vyuZil pravé tento nosi¢, ktery naplnil antiTBC rifampicinem.
Vysledkem mu byly kapsle porézni struktury. K uzavieni pora pouzil alginatovy a
chitosanovy hydrogel se zamérem prodlouzit dobu uvoliovani 1é¢iva. Experimentalné

pak zméfil, Ze takto upravena kapsle dokaze uvoliovat 1é¢iva 24-72 hodin [59][67].
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Zelatina - nano&astice

Zelatinové nanodastice piedstavuji daldi systém transportu 1é¢ivych latek do
organismu. Jedna se o peptidy a proteiny ziskané ¢aste¢nou hydrolyzou kolagenu. Tento
nosi¢ je stejné jako napi. chitosan ¢i alginaty zafazen mezi pfirodni polymerni
excipienty. Zelatinové mnosi¢e maji znaéné vyhody. Je to zejména jejich
biokompatibilita, biodegrabilita, nizka antigenicita, snadné¢ pouziti pro parenteralni
podéni a v neposledni fad¢ nenékladnost piipravy. Tyto nanoc¢astice byly vyvinuty pro
cilené a pozvolné uvoliiovani 1é¢iv. Saraogi [69] a kol. ziskal metodou jednoduchého
vysouseni nanocastice o velikosti kolem 264 nm. Saraogi naplnil ¢astice rifampicinem a
dosahl kontrolovaného uvoliiovani antiTBC po dobu az 72 hodin. Zelatinové

nanocastice se ukazaly byt velmi efektivnim transportérem se zlepSenou biodostupnosti

[59][69][70].

Zein

Zein je protein ziskavany ze zrn kukufice seté (Zea mays) [71][72]. V dCisté
podobé se jednd o Zluty prasek. Tento protein je tradicné hojné vyuzivan v prumyslové
vyrob&. Metha [73] a kol. se ve svém vyzkumu zabyval ptipravou mikrosfér naplnénych
1é¢ivy prvni linie (RIF,INZ,PZA). Proces ptipravy mikrosfér je velmi jednoduchy,
snadno reprodukovatelny a nenarocny na technické vybaveni. Mikrosféry se jako celek
ukazaly byt stabilni a snadno uvolilovaly U¢innou latku. Jedna se o slibny pfistup

k 16¢b¢ inhala¢ni formou. Systém je nadale testovan [71][73].
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3. Chemické obmény pyrazinu a jemu podobnych jader

3.1. Piiprava derivatii karboxylovych kyselin

Reakce na uhliku karboxylovych kyselin a jejich derivati probihaji adi¢né-
eliminacnim mechanismem, jednd se v podstaté o nukleofilni substituci. Vse se
odehrava na uhlikovém atomu acylové skupiny.

Karboxylova skupina umoziiuje vznik nasledujicim funkénim derivatim: soli
karboxylovych kyselin, acylhalogenidy, anhydridy, estery, amidy, imidy a nitrily.

Obecné lze ftict, ze zreaktivnéjSich acyl derivati lze ziskat derivaty méné
reaktivni. Opacény proces lze provést velmi obtizné, a pokud je to mozné, tak za pouziti
specialnich reagencii. Odstupujici skupina je Vv pfipad¢ reaktantu aktivnéj$i nez ta u

produktu [74]. Relativni reaktivita nékterych derivatd je nasledujici:

0 R R’ 0 0
4 | | 4
R—C = /C C\ > R—C > R—C
cl o” o7 o OR’ NH,

Piiprava nékterych funkénich derivatii karboxylovych kyselin:
Acylchloridy jsou nejcastéji pfipravovanymi acylhalogenidy, jeZ jsou nejreaktivnéjsi ze
vSech derivati. Lze je pfipravit za pouziti specialnich ¢inidel, jako jsou SOCI,, PCls,
PCls. Volba ¢inidla zavisi na dalsim zpusobu zpracovani reakéni smési. Pro piiklad
uvadim reakci s thionylchloridem (SOCI,) [74]:

0] 0]

R—C + SsOoCl, —= R—C + SO, + HCI

OH Cl

Anhydridy se obecné pripravuji acylaci alkalickych soli chloridy kyselin. Tyto funkéni
derivaty lze vytvofit ze dvou molekul karboxylové kyseliny, avSak pouze za ptitomnosti
silného dehydrata¢niho Cinidla (acetanhydrid, trifluoracetanhydrid, DCC, aj.). Vznikaji
pfi reakcich karboxylovych kyselin s reaktivnimi acylchloridy za pfitomnosti pyridinu

(deprotonacni ¢inidlo) [74][75]:

o
Va 2 X

R—C\ + R—C\ + I/ — « +
OH cl N @ o7 N '

0O——23
oO—
/
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Estery lze pfipravit acylaci alkoholti reaktivnimi c¢inidly, jako jsou chloridy ¢i
anhydridy kyselin. Dals$i metodou pfipravy je alkylace karboxylatového iontu pfi reakci
karboxylovych kyselin s diazoalkany. Nejuniverzaln€jsi a také nejucinnéjsi metodou
piipravy estert je vSak esterifikace v kyselém prostiedi. Jedna se o reverzibilni reakci.

Pro zajisténi kyselosti se do reakéniho prostiedi obvykle piidava HySO4 [74][75]:

0 0
J HA A
R—C + R—OH ——= R—C + H,0
OH O-R’

Amidy pak vznikaji acylaci amoniaku nebo primarnich ¢i sekundarnich amint
reaktivnéjSimi derivaty (acylchloridy, anhydridy, estery). Zde uvadim acylaci amoniaku

za pouziti acylchloridu [74]:

o) o)
R—C// + NHy —> R—C// + HCl
\ \
cl NH,

3.2. Substituce hydroxylové skupiny za atom chloru na pyrazinu a jemu
podobnych jadrech
Na pyrazinovém jadie se tato substituce da zrealizovat pouZitim ¢inidla POCl;
(trichlorid fosforylu). Tato reakce byla provedena a Al-Awardim [76] a kol. (zahfivani,
0,67 hod., vytéznost 84 %). Na pyridinu tuto reakci predvedl Sugimoto [77] a kol. za
pouziti N-chlorsukcinimidu a PPh;s (triethylfosfinu) v prostiedi 1,4-dioxanu (zahiivani,
4 hod., vytéznost 43 %). Sun [78] a kol. vroce 2011 pouzil POCI; spolu
S nesubstituovanym pyridinem a dosahl vytéznosti az 90 % (t = 180 °C, P = 150,015-
900,09 Torr, 2 hod.). Kijrungphaiboon [79] a kol. poté vroce 2012 reakci sPPh;
zefektivnil. Spolu suvedenym c¢inidlem pouzil jesté trichloracetonitril v prostredi
toluenu. Reakce probihala pod refluxem (4 hod.) a bylo dosazeno takika 100 %
vytéznosti. Pyridazin takto substituoval jiz v roce 1909 Gabriel [80] za pouziti POCls.
Reakci lze provést také na neheterocyklickém jadie benzenu. Pro tuto reakci pouzil
Autenrieth [81] v roce 1908 PCls (chlorid fosfore¢ny), reakce probihala pti 200-210 °C.
V roce 1990 pak tato substituci provedl Bay [82] a kol. pomoci tetrachlorfenylfosforanu
PhPCl, (t = 160 °C, vytéznost 76 %).
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V experimentalni ¢asti této prace byla pro piipravu reaktivniho acylchloridu a
zaroven substituci hydroxylové skupiny na pyrazinovém jadie pouzita reakce, kterou
predvedl v roce 2005 Matulenko [83] a kol. s ¢inidlem SOCI; (zahiivani, 16 hod.) za
katalyzy dimethylformamidem (DMF). V tomto ptfipad¢ katalyzator nejprve reaguje
sSOCIl, za vzniku reaktivniho ¢inidla (struktura iminu), jenz pak reaguje S
karboxylovou skupinou. Pti této reakci Cinidlo odebira kyslik z hydroxylu, ten je

nahrazen atomem chloru a DMF regeneruje (Obr. 7) [84].
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Obr. 7: Syntéza acylchloridu za katalyzy DMF . Pfevzato dle [84].

3.3. Substituce atomu chloru za aminovou (alkylaminovou) skupinu na
pyrazinu a jemu podobnych jadrech

Substituci atomu chloru za aminovou skupinu na pyrazinu piedvedl jiz v roce
1946 Erickson [85] a kol. za pomoci amoniaku ve vodném prostiedi (t = 200 °C).
V roce 2010 pak Henderson [86] a kol. pouzil amoniak v DMSO (t = 130 °C). Ostatni
dusikaté heterocykly se daji substituovat podobnym zpiisobem.

Methylamin lze substituovat na pyrazinové jadro v prostiedi DMSO pti 130 °C
(Henderson [86] a kol.). Pro substituci pyridinu byl spole¢né s metylaminem pouzit
terc-butanolat sodny Vv prosttedi toluenu (t = 65 °C, 4 hod., inertni atmosféra) pti 97 %
vytéznosti (Lundgren [87] a kol.).

Pti téchto reakcich je vyhodné chlorovodik odstupujici z aromatického jadra
navazat na amin (musi byt v nadbytku) nebo na silnou bazi. Pokud je zasada
indiferentni, nereaguje jiz saromatem, ale pouze s odstupujici HCl. Timto Ize
dosahnout zvyseni vytéznosti a rychlosti reakce. Mezi silné indiferentni organické baze
lze uveést TEA, pyridin, terc-butanolat sodny a jiné. Z anorganickych lze naptiklad
pouzit KCOs.
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IV. Experimentalni Cast

4. Pristroje, chemikalie, pouzité analytické metody

Vychozi latky byly zakoupeny od spolec¢nosti Sigma-Aldrich (Schnelldorf,
Némecko).

Pro sledovani a kontrolu pribéhu syntetickych reakci byla uzita metoda
tenkovrstvé chromatografie (TLC). Byla pouzita vyvijejici soustava typu: hexan — ethyl-
acetat (2:1). Vlastni analyza byla provedena na TLC deskach Merck (Darmstadt,
Némecko), Silica gel 60 Fs4. Detekce byla provadéna pod UV lampou emitujici zafeni

o vlnové délce 254 nm.

U chemikalii, pouzitych pro uvedené reakce, byly ovéfeny zakladni fyzikalni
konstanty. Rozpoustédla pouzitd pro piipravu vychozich latek (toluen, aceton) byla
fadn¢ vysuSena a vycisténa. Pro ptipravu finalnich struktur byl pouzit bézny, komeréné
dostupny ethanol.

Pripravované produkty byly separovany pomoci preparativniho chromatografu
CombiFlash® Rf (Teledyne Isco, Inc. Lincoln, Nebraska, USA). Teplota tani jiz ¢istého
produktu byla stanovena v oteviené kapilate na pristroji Stuart Scientific, SMP30
(Bibby Sterling LTD, UK) a hodnoty jsou nekorigované.

Infracervend spektra ptipravenych sloucenin byla ziskdna metodou zeslabené
totalni reflektance (ATR) na Ge krystalu na pfistroji Nicolet Impact 400 (Nicolet,
Madison, W1, USA) na Katedie anorganické a organické chemie (KAOCH).

'H-NMR a C-NMR spektra byla zméfena také na KAOCH a to pomoci
spektrometru Varian Mercury VX-BB 300 a Varian VNMR S500 (Varian Corp., Palo
Alto, CA, USA). Spektra byla zaznamenana v deuterovaném CDCl; nebo DMSO pfi
laboratorni teplot& a pii frekvenci 300 MHz pro *H a 75 MHz pro *C, respektive 500
MHz pro *H a 125 MHz pro *C za pomoci doc. PharmDr. Jifiho Kunese, CSc.
Chemické posuny byly zaznamenany jako hodnoty & v jednotkach ppm a jsou nepiimo
vztazeny k tetramethylsilanu (TMS).

Hmotnostni spektra finalnich produkti byla zmétfena v roztoku obsahujicim
methanol, vodu a mravenci kyselinu v poméru 80:20:0.02 v/v za pouziti LCQ
Advantage Max ion-trap hmotnostniho spektrometru (Thermo Finnigan, San Jose, CA,
USA) pfi pozitivni ionizaci elektrosprejem.
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Vsechny chemické vzorce byly vytvofeny a ziskdny pomoci programu
ACD/Chemsketch, verze 12.0 (Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto,
Canada).

Pro zjisténi miry lipofility ziskanych sloucenin byly vypoéteny jejich log P a
Clog P pomoci programu CS ChemBioOffice Ultra, verze 12.0 (CambridgeSoft,
Cambridge, MA, USA).

Experimentalni méieni lipofility

Pro ziskani experimentalnich hodnot lipofility (log k) byl pouzit kapalinovy
chromatograf Agilent Technologies 1200 SL s detektorem diodového pole SL G1315C
(Agilent Technologies Inc., Colorado Springs, CO, USA). Pfi méfeni byla pouzita
predkolona ZORBAX XDB-C18 5 um, 4 x 4 mm, Part No. 7995118-504 (Agilent
Technologies Inc.), jako kolona pak ZORBAX Eclipse XDB-C18 5 um, 4,6 x 250 mm,
Part No. 7995118-585 (Agilent Technologies Inc.). Proces rozdélovani byl monitorovan
pomoci Agilent ChemStation (verze B.04.02), zahrnujici spektralni modul (Agilent
Technologies Inc.). Mobilni fazi byla smés MeOH (70 %) a vody (30 %). Pro samotny
experiment byly nastaveny nasledujici parametry: pritok kolonou 1,0 ml/min, nastiik
vzorku 20 ul, teplota kolony 30 °C, detekce pii vinové délce 210 nm a nastaveni
monitorovaci vinové délky 270 nm. Retencni Cas (tg) byl méfen v minutach. Kapacitni
faktor k byl vypoéten podle vzorce k = (tg - tp), kde tr je retencni ¢as dané latky a tp je
mrtvy ¢as kolony méfeny jako retencni ¢as methanolického roztoku jodidu draselného.

Log k je dekadickym logaritmem kapacitniho faktoru k.
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5. Postup biologickych hodnoceni

5.1. Testovdni antimykobakteridlni aktivity

Test byl proveden mikrodilu¢ni metodou na mikrotitracnich destickach.
Vysledky byly odecteny vizualn€. Nové latky byly testovany in vitro na aktivitu vaci
M. avium ssp. avium Chester CNCTC My 80/72, M. avium CNCTC My 152/73,
M. kansasii Hauduroy CNCTC My 235/80 a M. tuberculosis H37Rv CNCTC My
331/88. Viechny tyto kmeny byly zakoupeny od Ceské narodni sbirky typovych kultur
(CNCTC) pii Statnim zdravotnim ustavu. Slouceniny byly rozpu$tény a natfedény
dvojkovym fedénim v DMSO, smiseny s ristovym mediem Sulovou pidou o pH = 5,6
(Trios, Praha) na kone¢né koncentrace 100 — 50 — 25— 12,5 - 6,25 — 3,13 — 1,56 ug/ml.
Dale byly mykobakteridlni suspenze upraveny pro kazdy jednotlivy kmen naredénim na
10" a 107 (ziskany ze suspenze o hodnoté 0,5-1,0 McFarlandovy stupnice). Témito
suspenzemi se inokulovaly mikrotitracni desticky. Kazda latka byla testovana dvakrat a
to pii dvou riznych koncentracich mykobakteridlni suspenze. Testovand mykobakteria
byla kultivovana v inkubatoru pti 36 =1 °C po dobu 10-14 dnt, dokud nebyl jejich
narust dostate¢ny (ve srovnani s kontrolni jamkou). MIC [pg/ml] byla odectena jako

vwr

standard byl pii testovani pouzit PZA a INH.

Poznamka: Vybrané latky, jez pfi testovani vykdzaly vyznamnou antimykobakterialni
aktivitu (MIC = 1,56 — 3,13 pg/ml), byly znovu testovany pii nizsich koncentracich
v fad¢ 25 — 12,5 - 6,25 — 3,13 — 1,56 — 0,78 — 0,39 ug/ml). Standardem byl v tomto
piipadé INH.

5.2. Testovdni antifungdlni aktivity

Pfipravené slouceniny byly testovany na antifungalni aktivitu in vitro za pouziti
mikrodiluéniho bujonového testu. Nové latky byly testovany na aktivitu vaéi Candida
albicans ATCC 44859 (CA), Candida tropicalis 156 (CT), Candida krusei E28 (CK),
Candida glabrata 20/1 (CG), Trichosporon beigelii 1188 (TB), Aspergillus fumigatus
231 (AF), Absidia corymbifera 272 (AC) a Trichophyton mentagrophytes 445 (TM).
Latky byly rozpuStény v DMSO a nafedény v RPMI 1640 médiu s glutaminem.
Koncentrace DMSO vV testovacim mediu neptesahovala 2,5 % (v/v) celkového slozeni

roztoku. Staticky zpusob inkubace byl proveden v glutaminovém médiu pii pH = 7,0
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v humidni atmosféfe pti 35 °C. Délky inkubace byla 24 a 48 hodin (pro Trichophyton
mentagrophytes 72 a 140 hodin). Jako standardy byly pouzity flukonazol (FLU) a
amfotericin B (AMB).

5.3. Testovdni antibakteridlni aktivity

| v tomto piipadé byla pouzita metoda mikrodilu¢niho bujonového testu. Nékteré
bakterialni kmeny, pouZité pro testovani, byly ziskany od Ceské sbirky mikroorganismi
(CCM) Masarykovy univerzity v Brné. Tyto kmeny jsou doporuc¢ované jako standardy
pro vyzkum antibakterialni aktivity. Jsou to Staphylococcus aureus CCM 4516/08,
Escherichia coli CCM 4517, Pseudomonas aeruginosa CCM 1961. Dalsi bakterialni
kmeny vhodné pro test byly klinické isolaty Staphylococcus aureus H 5996/08-meticilin
resistentni (MRSA), Staphylococcus epidermidis H 6966/08, Enterococcus sp.
J 14365/08, Klebsiella pneumoniae D11750/08, Klebsiella pneumoniae J 14368/08-
ESBL pozitivni. Viechny pochazely z Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové. VSechny zkousené kmeny byly vykultivovany na
Mueller-Hintonovu agaru pfi teploté 35 °C a nasledné udrzovany na stejném mediu pfi
4 °C. Vypéstovana bakteridlni inokula byla pak suspendovana v sterilnim 0,85 %
solném roztoku a hustota suspenze byla upravena na 0,5 dle McFarlanda. Tato suspenze
byla poté pouzita k inokulaci. Testované latky byly rozpustény v DMSO. Jejich aktivita
se stanovovala v Mueller-Hintonovu bujonu pti pH = 7,0. Koncentrace DMSO
Vv testovacim mediu nepifesahovala 1 % (v/v) celkového sloZzeni roztoku a pomoci
kontrol bylo prokazano, Ze tato koncentrace DMSO neovliviiovala rlst bakterii.
Hodnota MIC, definovana jako 95 % inhibice bakterialniho ristu ve srovnani
s kontrolnim vzorkem, byla odecitdna po 24 a 48 hodinach statické inkubace pii 35 °C.
Jako standardy byly pouzity penicilin G (PEN), ciprofloxacin HCC (CIP),
fenoxymethylpenicilin (PHE).
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6. Postup pripravy 5-alkylamino- derivati substituovaného pyrazin-2-

karboxamidu

Priprava vychozich latek (obr. 8):

Potfebné mnozstvi vychozi latky 5-hydroxypyrazin-2-karboxylové kyseliny bylo
dispergovano v 50 ml bezvodého toluenu, nasledné byl piidan SOCI, a 10 kapek DMF
jako katalyzatoru [83]. Reakce probihala pod refluxem (termostat nastaven na 115 °C)
piiblizn¢ 1 hodinu do zreagovani vychozi latky. Smés béhem reakce postupné hnédla,
ubyvalo pevné vychozi latky. Po skonceni reakce byla reakéni smés ponechdna mirné
vychladnout, poté byl toluen a zbytek SOCI; odpatfen na odparce. Tento proces byl 2-3
krat opakovan s cilem zbaveni se zbyvajiciho SOCl,. Vznikly roztok chloridu kyseliny
(¢ervenohnédd kapalina) byl natedén 10 ml acetonu, pfislusny anilin (0,8 molarniho
ekvivalentu) byl rozpustén v 20 ml acetonu s 1,5 ekvivalentem triethylaminu (TEA).
Poté byl do roztoku anilinu s TEA za stalého michani piikapavan roztok chloridu
kyseliny, michéno pfiblizn¢ hodinu, ponechano do druhého dne. V konecné fézi byl
aceton odpafen na odparce, pevna latka byla promyta na filtru vodou kvili odstranéni
vzniklé soli triethylamonium chloridu. Toto promyti ¢astecné odstranilo 1 nezreagovany
podil anilinu, resp. 2-chloranilinu, coz jsou kapaliny omezené misitelné s vodou. Pevny
zbytek byl vysuSen, neadsorbovan na silikagel, odseparovan prostiednictvim
preparativniho chromatografu CombiFlash® Rf. Frakce obsahujici produkt byly

spojeny a rozpoustédla oddestilovana za snizeného tlaku.

(o]
N\ ” soc:l2 toluen, DMF aceton N\ ” NH
/[ /jA refluxl hod. /[ jﬂ | /jA
HO N Cl N R
R =-H,-Cl VL1..R=-H,VL2..R =-CI

Obr. 8:
Poznamka: Pro reakci s nesubstituovanym anilinem byly pouzity 2 g 5-hydroxypyrazin-
2-karboxylové kyseliny (0,014 mol; 1 ekv.), 8 ml SOCI,, 1,06 g anilinu (0,011 mol; 0,8
ekvivalentu) a 2,29 TEA (0,021 mol; 1,5 ekvivalentu). 5-chlor-N-fenylpyrazin-2-
karboxamid (VL1) byl izolovan jako bila pevna latka s teplotou tani 156,9-158,2 °C
(dle Zitka a kol. - nepublikovana data 157,2-158,4 °C). Vytézek chromatograficky
¢istého produktu byl 2,5 g, tj. cca 75 % teoretického vytézku.
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Pro reakci s 2-chloranilinem bylo pouzito 1,5¢ 5-hydroxypyrazin-2-karboxylové
kyseliny (0,011 mol; 1 ekv.), 5 ml SOCI,, 1,1 g 2-chloranilinu (0,008 mol; 0,8
ekvivalentu) a 1,63g TEA (0,016 mol; 1,5 ekvivalentu). 5-chlor-N-(2-
chlorfenyl)pyrazin-2-karboxamid (VL2) byl izolovan jako bila pevna latka s teplotou
tani 149,5-151,0 °C (dle Zitka a kol. - nepublikovana data 149,1-150,6 °C). Vytézek
chromatograficky ¢istého produktu byl 1,58 g, tj. cca 55 % teoretického vytézku.

Finalni pFiprava cilovych struktur (obr 9):

230 mg 5-chlor-N-fenylpyrazin-2-karboxamidu VL1 (1 mmol; 1 ekv.), resp. 270
mg 5-chlor-N-(2-chlorfenyl)pyrazin-2-karboxamidu VL2 (1 mmol; 1 ekv.) bylo
¢astecné rozpusténo v 25 ml ethanolu (definitivné rozpus§téno az po zahtati), poté byl
najednou ptidan ptislusny alkylamin (3 ekv.) spolu s TEA (1 ekv.). Cela smés byla
zahtivana pfi teploté 90 °C pod zpétnym chladicem za prubézné kontroly na TLC. Pii
této metod¢ chromatografie byla pouzita mobilni faze hexan — ethyl-acetat v poméru
2:1. Reakce byla ukoncena pfi detekci Cistého produktu, ¢i po zajiSténi dostatecného
mnozstvi vysledného produktu. Reakéni smés byla naadsorbovana na silikagel,
nasledovalo provedeni chromatografie (CombiFlash® Rf). Chromatografie probihala za
pouziti mobilni faze hexan — ethyl-acetat (gradientova eluce) — 10-35 % ethyl-acetatu
pro sérii 2-chloranilinu (JZ-102 az JZ-107), 10-50 % pro sérii nesubstituovaného anilinu
(JZ-96 az JZ-101); detekce 280 nm, monitorovaci vinova délka 260 nm. Frakce
obsahujici produkt byly slity, rozpoustédla byla za snizeného tlaku odpafena a pevna

latka byla poté vysuSena v exsikatoru.

|| I
JIN\j/\NH EtOH JIN\j/‘\NH
reflux 90 °C
NT c e SN R

R, = -H,-Cl
Ry =-C3H7,-C4Hg,-C5H14,-CgH13,-C7H15,-CgHy7

Cl
1

Obr. 9
Pozndmka: *) mnozstvi VL2 pro latku JZ-103 ¢inilo 300 mg

V pfipad¢ propylaminu bylo pouzito 6 ekvivalentli za ucelem zrychleni reakce a 1
ekvivalent TEA. Po prvnim naadsorbovani na silikagel byl v pfipadé propyl- a
butylaminu jesté pfidan toluen, smés byla odpatfena (snaha odstranit prebytek aminu).
Opakovano 2-3 krat.
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7. Vychozi latky

5-hydroxypyrazin-2-karboxylova kyselina (Sigma-Aldrich) o

- sumarni vzorec: CsH4N,05

- molekulova hmotnost: 140,10 g/mol
- log P: -0,33

- Clog P: 0,732

anilin (Sigma-Aldrich)

- sumarni vzorec: CeH7N

- molekulova hmotnost: 93,13 g/mol
- log P: 0,90

- Clog P: 0,811

2-chloranilin (Sigma-Aldrich)

- sumarni vzorec: CgHgCIN

- molekulova hmotnost: 127,57 g/mol
-log P: 1,91

- Clog P: 1,908

propylamin (Sigma-Aldrich)

- sumarni vzorec: CsHgN

- molekulova hmotnost: 59,11 g/mol
- log P: 0,17

- Clog P: 0,394

butylamin (Sigma-Aldrich)

- sumarni vzorec: C4H11N

- molekulova hmotnost: 73,14 g/mol
- log P: 0,59

- Clog P: 0,923
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pentylamin (Sigma-Aldrich)

- sumarni vzorec: CsHqsN

- molekulova hmotnost: 87,16 g/mol
-log P: 1,01

- Clog P: 1,452

hexylamin (Sigma-Aldrich)

- sumarni vzorec: CeHisN

- molekulova hmotnost: 101,20 g/mol
- log P: 1,42

- Clog P: 1,981

heptylamin (Sigma-Aldrich)

- sumarni vzorec: C7H7N

- molekulova hmotnost: 115,22 g/mol
-log P: 1,84

- Clog P: 2,510

oktylamin (Sigma-Aldrich)

- sumarni vzorec: CgHqgN

- molekulova hmotnost: 129,24 g/mol
- log P: 2,26

- Clog P: 3,039
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8. Nové pripravené latky

N-fenyl-5-(propylamino)pyrazin-2-karboxamid

O]
!
o

H N

- sumarni vzorec: C14H1sN4O
- molekulova hmotnost: 256,30 g/mol
- log k: 0,365
-log P: 1,63
- Clog P: 3,345
- teplota tani: 130,0-131,3 °C
- vzhled: bila pevna krystalicka latka
- vytéZnost reakce

teoreticka: 252 mg

prakticka: 155 mg (61,51 %)
- IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3339, 3292, 2956, 2933, 2874, 1665, 1594, 1525,
1443, 1272, 1195, 1007, 749, 689.
- 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 10.07 (s, 1H, CONH), 8.64 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H3),
7.96 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H5), 7.89 — 7.80 (m, 3H, NH, H2’, H6"), 7.41 — 7.24 (m, 2H,
H3’, H5"), 7.10 — 7.01 (m, 1H, H4"), 3.37 — 3.24 (m, 2H, CHy), 1.57 (h, J = 7.3 Hz, 2H,
CH,), 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3).
- 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 162.57, 156.37, 143.16, 138.95, 131.88, 131.24,
128.75, 123.52, 120.13, 42.29, 22.00, 11.66.
- hmotnostni spektrometrie: m/z = 257,03 [M+H]"

- oznadeni: JZ-96
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5-(butylamino)-N-fenylpyrazin-2-karboxamid

v
H3C/\/\NH N/

- sumarni vzorec: C;sH13N4,O
- molekulova hmotnost: 270,33 g/mol
- log k: 0,569
- log P: 2,04
- Clog P: 3,874
- teplota tani: 133,8-134,7 °C
- vzhled: bila pevna krystalicka latka
- vytéZnost reakce
teoreticka: 266 mg
prakticka: 142 mg (53,38 %)
- IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3337, 3271, 2952, 2928, 2886, 1662, 1595, 1524,
1442, 1242, 1194, 1007, 751, 689.
- 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 10.07 (s, 1H, CONH), 8.64 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H3),
7.95 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H5), 7.90 — 7.75 (m, 3H, NH, H2’, H6"), 7.41 — 7.24 (m, 2H,
H3’, HS"), 7.14 — 6.97 (m, 1H, H4"), 3.44 — 3.24 (m, 2H, CHy), 1.62 — 1.46 (m, 2H,
CH,), 1.45-1.25 (m, 2H, CHy), 0.90 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CHy).
- 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 162.57, 156.34, 143.16, 138.95, 131.85, 131.23,
128.75, 123.51, 120.12, 40.54, 30.82, 19.85, 13.88.
- hmotnostni spektrometrie: m/z = 271,04 [M+H]"

- oznadeni: JZ-97

47



N-fenyl-5-(pentylamino)pyrazin-2-karboxamid

L
-
L
H3CW\N =

H N
- sumarni vzorec: C;gHoN4O
- molekulova hmotnost: 284,36 g/mol
- log k: 0,783
- log P: 2,46
- Clog P: 4,403
- teplota tani: 126,3-131,3 °C
- vzhled: svétle bézova pevna krystalicka latka
- vytéZnost reakce

teoreticka: 280 mg

prakticka: 252 mg (90,00 %)
- IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3311, 2957, 2933, 2873, 1655, 1596, 1530, 1443,
1279, 1200, 1011, 753, 691.
-'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 9.39 (s, 1H, CONH), 8.88 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H3), 7.79
(d, J =1.4 Hz, 1H, H5), 7.75 — 7.68 (m, 2H, H2’, H6"), 7.42 — 7.29 (m, 2H, H3", HS"),
7.17 —7.06 (m, 1H, H4"), 5.46 (bs, 1H, NH), 3.48 — 3.34 (m, 2H, CHy), 1.74 — 1.56 (m,
2H, CHy), 1.45—-1.28 (m, 4H, CH,CH), 0.91 (t, J= 7.4 Hz, 3H, CHj).
- C NMR (75 MHz, CDCls) & 161.94, 155.49, 142.86, 137.87, 132.94, 129.30,
128.98, 123.99, 119.54, 41.66, 28.99, 28.89, 22.32, 13.93.
- hmotnostni spektrometrie: m/z = 285,04 [M+H]"

- oznaceni: JZ-98
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N-fenyl-5-(hexylamino)pyrazin-2-karboxamid

I @

v
/\/\/\ Z

HaC N

H N

- sumarni vzorec: C17H20N4O
- molekulova hmotnost: 298,38 g/mol
- log k: 1,009
- log P: 2,88
- Clog P: 4,932
- teplota tani: 128,7-129,6 °C
- vzhled: bila pevna krystalicka latka
- vytéZnost reakce

teoreticka: 294 mg

prakticka: 216 mg (73,47 %)
- IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3346, 3316, 3272, 2948, 2928, 2859, 1655, 1598,
1521, 1443, 1278, 1195, 1012, 751, 690.
- 'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 9.39 (bs, 1H, CONH), 8.88 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3),
7.79 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H5), 7.75 — 7.68 (m, 2H, H2’, H6"), 7.41 — 7.31 (m, 2H, H3’,
H5%), 7.16 — 7.07 (m, 1H, H4"), 5.40 (bs, 1H, NH), 3.50 — 3.34 (m, 2H, CH,), 1.73 —
1.57 (m, 2H, CHy), 1.47 — 1.24 (m, 6H, (CH)3), 0.89 (t, J = 6.0 Hz, 3H, CHj3).
- BC NMR (75 MHz, CDCly) & 161.95, 155.57, 142.99, 137.92, 133.04, 129.18,
128.98, 123.97, 119.54, 41.70, 31.42, 29.20, 26.55, 22.52, 13.96.
- hmotnostni spektrometrie: m/z = 299,06 [M+H]"

- oznaceni: JZ-99
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N-fenyl-5-(heptylamino)pyrazin-2-karboxamid

g
v
| AN NH
H3CW\/\ L/j/\
NH N

- sumarni vzorec: C1gH-4N4O
- molekulova hmotnost: 312,41 g/mol
- log k: 1,238
- log P: 3,29, Clog P: 5,461
- teplota tani: 125,7-126,9 °C
- vzhled: bila pevna krystalicka latka
- vytéZnost reakce

teoreticka: 308 mg

prakticka: 243 mg (78,90 %)
- IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3346, 3306, 3268, 2948, 2928, 2857, 1666, 1600,
1521, 1443, 1279, 1196, 1013, 752, 690.
- 'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 9.39 (bs, 1H, CONH), 8.89 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3),
7.78 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H5), 7.76 — 7.68 (m, 2H, H2’, H6"), 7.41 — 7.31 (m, 2H, H3’,
H5"), 7.16 — 7.07 (m, 1H, H4"), 5.29 (bs, J = 5.9 Hz, 1H, NH), 3.48 — 3.35 (m, 2H,
CHy), 1.73 — 1.57 (m, 2H, CHy), 1.46 — 1.19 (m, 8H, (CH)4), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H,
CHj3).
- BC NMR (75 MHz, CDCls) & 161.96, 155.64, 143.15, 137.94, 133.09, 128.99,
123.96, 119.53, 41.69, 31.69, 29.27, 28.93, 26.85, 22.54, 14.03. Chybi jeden aromaticky
a jeden alifaticky uhlik.
- hmotnostni spektrometrie: m/z = 313,07 [M+H]"

- oznaceni: JZ-100
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N-fenyl-5-(oktylamino)pyrazin-2-karboxamid

LA
v
JI\]/\NH
NN Z2
HaC NH

N

- sumarni vzorec: C1gHo5N4O
- molekulova hmotnost: 326,44 g/mol
- log k: 1,465
-log P: 3,71
- Clog P: 5,990
- teplota tani: 123,4-124,8 °C
- vzhled: svétle bézova pevna krystalicka latka
- vytéZnost reakce

teoreticka: 321mg

prakticka: 100 mg (31,15 %)
- IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3337, 3283, 2956, 2927, 2853, 1663, 1595, 1525,
1444, 1279, 1194, 1010, 750, 694.
-'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 9.39 (s, 1H, CONH), 8.89 (d, J = 1.3 Hz, 2H, H3), 7.83
—7.66 (m, 3H, HS5, H2', H6"), 7.42 — 7.30 (m, 2H, H3", H5"), 5.32 (bs, 1H, NH), 3.48 —
3.35(m, 2H, CHy), 1.73 — 1.56 (m, 2H, CHy), 1.46 — 1.21 (m, 10H, (CHy)s), 0.88 (t, J =
6.6 Hz, 3H, CHy).
- BC NMR (75 MHz, CDCls) & 161.97, 155.63, 143.14, 137.94, 133.08, 128.99,
123.96, 119.53, 41.70, 31.74, 29.26, 29.22, 29.16, 26.89, 22.60, 14.05. Chybi jeden
aromaticky uhlik.
- hmotnostni spektrometrie: m/z = 327,08 [M+H]"

- oznadeni: JZ-101
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N-(2-chlorfenyl)-5-(propylamino)pyrazin-2-karboxamid
O]
v
JI \j/\NH
chv\NH N/ Cl
- sumarni vzorec: C14H15CIN,O
- molekulova hmotnost: 290,75 g/mol
- log k: 0,840
-log P: 2,18
- Clog P: 3,240
- teplota tani: 209,9-210,9 °C
- vzhled: svétle bézova pevna krystalicka latka
- vytéZnost reakce
teoreticka: 293 mg
prakticka: 224 mg (76,45 %)
- IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3312, 2967, 2937, 2881, 1668, 1592, 1520, 1442,
1270, 1196, 1011, 749, 681.
- 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 9.97 (s, 1H, CONH), 8.65 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H3),
8.39 (dd, J = 8.2, 1.6 Hz, 1H, H6"), 8.01 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH), 7.94 (d, J = 1.4 Hz,
1H, H5), 7.53 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, H3"), 7.43 — 7.31 (m, 1H, H5"), 7.20 — 7.07 (m,
1H, H4"), 3.34 — 3.23 (m, 2H, CHy), 1.66 — 1.47 (m, 2H, CH,), 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H,
CHj).
- 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 161.95, 156.62, 143.28, 134.83, 131.76, 130.73,
129.46, 128.09, 124.99, 123.19, 121.52, 42.34, 21.94, 11.65.
- hmotnostni spektrometrie: m/z = 291,05 [M+H]"

- oznadeni: JZ-102
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5-(butylamino)-N-(2-chlorfenyl)pyrazin-2-karboxamid

(@)
o
™
H3C/\/\NH / C|

N

- sumarni vzorec: C1sH:7CIN,O
- molekulova hmotnost: 304,77 g/mol
- log k: 1,053
- log P: 2,60, Clog P: 3,769
- teplota tani: 199,2-199,9 °C
- vzhled: svétle bézova pevna krystalicka latka
- vytéznost reakce

teoreticka: 341 mg

prakticka: 246 mg (72,14 %)
- IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3323, 2962, 2930, 2873, 1667, 1590, 1516, 1441,
1272, 1194, 1011, 754, 681.
- 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 9.96 (s, 1H, CONH), 8.65 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H3),
8.39 (dd, J = 8.2, 1.6 Hz, 1H, H6"), 7.98 (t, J = 5.7 Hz, 1H, NH), 7.93 (d, J = 1.4 Hz,
1H, H5), 7.52 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, H3"), 7.42 — 7.31 (m, 1H, H5"), 7.18 — 7.08 (m,
1H, H4"), 3.39 — 3.26 (m, 2H, CH,), 1.60 — 1.46 (m, 2H, CH,), 1.43 — 1.26 (m, 2H,
CHy), 0.89 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CHs3).
- 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 161.95, 156.60, 143.29, 134.84, 131.78, 130.71,
129.46, 128.09, 124.97, 123.17, 121.50, 30.75, 19.85, 13.87. Jeden alifaticky uhlik skryt
pod signalem DMSO.
- hmotnostni spektrometrie: m/z = 305,06 [M+H]"

- oznaceni: JZ-103
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N-(2-chlorfenyl)-5-(pentylamino)pyrazin-2-karboxamid
O]
AN H NH
- sumarni vzorec: C1gH19CIN,O
- molekulova hmotnost: 318,80 g/mol
- log k: 1,274
- log P: 3,02
- Clog P: 4,298
- teplota tani: 196,4-197,1 °C
- vzhled: bila pevna krystalicka latka
- vytéZnost reakce
teoreticka: 321 mg
prakticka: 195 mg (60,75 %)
- IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3348, 3324, 2959, 2929, 2857, 1671, 1591, 1520,
1442, 1269, 1193, 1011, 755, 695.
- 'H NMR (500 MHz, DMSO0) & 9.97 (s, 1H, CONH), 8.65 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H3),
8.39 (dd, J = 8.3, 1.6 Hz, 1H, H6"), 7.98 (t, J = 5.8 Hz, 1H, NH), 7.94 (d, J = 1.4 Hz,
1H, H5), 7.53 (dd, J = 8.1, 1.4 Hz, 1H, H3"), 7.41 — 7.34 (m, 1H, H5"), 7.17 — 7.10 (m,
1H, H4"), 3.37 — 3.27 (m, 2H, CH,), 1.60 — 1.51 (m, 2H, CH,), 1.36 — 1.26 (m, 4H,
(CH,),), 0.87 (t, J = 6.6 Hz, 3H, CHs).
- 3C NMR (126 MHz, DMSO) & 161.93, 156.57, 143.27, 134.82, 131.79, 130.70,
129.44, 128.07, 124.97, 123.18, 121.52, 40.49, 28.83, 28.31, 22.05, 14.07.
- hmotnostni spektrometrie: m/z = 319,08 [M+H]"

- oznaceni: JZ-104
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N-(2-chlorfenyl)-5-(hexylamino)pyrazin-2-karboxamid
0]
AN H NH
e AN JI /jﬂ cl
HaC NH N

- sumarni vzorec: C17H,1CIN,O
- molekulova hmotnost: 332,83 g/mol
- log k: 1,502
-log P: 3,44
- Clog P: 4,827
- teplota tani: 186,6-189,0 °C
- vzhled: svétle bézova pevna krystalicka latka
- vytéZnost reakce

teoreticka: 335 mg

prakticka: 166 mg (49,55 %)
- IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3348, 3307, 2958, 2929, 2871, 1664, 1592, 1521,
1441, 1270, 1193, 1012, 751, 681.
-'H NMR - obtizné& interpretovatelné kvili §patné rozpustnosti latky pii méfeni.

- BC NMR (126 MHz, DMSO) & 161.95, 156.58, 143.28, 134.82, 131.87, 130.70,
129.46, 128.09, 125.01, 123.22, 121.57, 40.54, 31.18, 28.60, 26.32, 22.24, 14.09.
- hmotnostni spektrometrie: m/z = 333,05 [M+H]"

- oznadeni: JZ-105
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N-(2-chlorfenyl)-5-(heptylamino)pyrazin-2-karboxamid
0]
N\ || NH
HBCW\/\NHJINJ/\ Cl
- sumarni vzorec: C1gH,3CIN,O
- molekulova hmotnost: 346,85 g/mol
- log k: 1,735
- log P: 3,85
- Clog P: 5,356
- teplota tani: 185,4-185,7 °C
- vzhled: bila pevna krystalicka latka
- vytéZnost reakce
teoreticka: 349 mg
prakticka: 194 mg (55,59 %)
- IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3334, 3308, 2957, 2929, 2872, 1666, 1593, 1518,
1442, 1271, 1193, 1012, 751, 681.
- 'H NMR (300 MHz, CDCls) & 10.06 (bs, 1H, CONH), 8.88 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H3),
8.62 (dd, J =8.3, 1.5 Hz, 1H, H6"), 7.85 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H5), 7.40 (dd, J = 8.2, 1.4
Hz, 1H, H3"), 7.35 — 7.25 (m, 1H, H5"), 7.10 — 6.97 (m, 1H, H4"), 5.35 (bs, 1H, NH),
3.50 — 3.37 (m, 2H, CHy), 1.71 (d, J = 7.0 Hz, 2H, CHy), 1.49 — 1.22 (m, 8H, (CH>).),
0.89 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CHs).
- C NMR (75 MHz, CDCls) & 162.01, 155.54, 143.03, 134.89, 133.15, 129.38,
129.07, 127.69, 124.23, 123.10, 120.97, 41.77, 31.70, 29.28, 28.93, 26.85, 22.56, 14.04.
- hmotnostni spektrometrie: m/z = 347,04 [M+H]"

- oznaceni: JZ-106
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N-(2-chlorfenyl)-5-(oktylamino)pyrazin-2-karboxamid
O]
-
AN NH
e NN JI f cl
HaC NH N
- sumarni vzorec: C1gH>5CIN,O
- molekulova hmotnost: 360,88 g/mol
- log k: 1,965
-log P: 4,27
- Clog P: 5,885
- teplota tani: 182,8-183,8 °C
- vzhled: bila pevna krystalicka latka
- vytéZnost reakce
teoreticka: 363 mg
prakticka: 235 mg (64,74 %)
- IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3306, 2957, 2927, 2852, 1664, 1593, 1517, 1442,
1271, 1193, 1012, 750, 681.
-'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 10.05 (s, 1H, CONH), 8.88 (s, 1H, H3), 8.62 (d, J = 8.3
Hz, 1H, H6"), 7.86 (s, 1H, HS), 7.40 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H3"), 7.31 (t, J = 7.9 Hz, 1H,
H5), 7.04 (t, J="7.7 Hz, 1H, H4"), 5.39 (bs, 1H, NH), 3.51 — 3.38 (m, 2H, CHy), 1.78 —
1.55 (m, 2H, CHy), 1.49 — 1.18 (m, 10H, (CHy)s), 0.88 (t, J = 6.3 Hz, 3H, CHs).
- BC NMR (75 MHz, CDCls) & 161.97, 155.45, 142.85, 134.89, 133.17, 129.48,
129.08, 127.70, 124.25, 123.10, 120.98, 41.80, 31.74, 29.26, 29.22, 29.16, 26.88, 22.60,
14.06.
- hmotnostni spektrometrie: m/z = 361,04 [M+H]"

- oznaceni: JZ-107
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Tabulka 2: Interpretace charakteristickych past infracervenych spekter pfipravenych latek (v - valenéni
vibrace, 6 - deformacni vibrace).

v(NH) v(CH) v(C=0) o(NH)
latka -CO-NH-; -NH-CH,- alkyl -CONH- -CO-NH-
JZ-96 3339, 3292 2956, 2933, 2874 1665 1525
JZ-97 3337, 3271 2952, 2928, 2886 1662 1524
JZ-98 3311 2957, 2933, 2873 1655 1530
JZ-99 3346, 3316, 3272 2948, 2928, 2859 1655 1521
JZ-100 3346, 3306, 3268 2948, 2928, 2857 1666 1521
JZ-101 3337, 3283 2956, 2927, 2853 1663 1525
JZ-102 3312 2967, 2937, 2881 1668 1520
JZ-103 3323 2962, 2930, 2873 1667 1516
JZ-104 3348, 3324 2959, 2929, 2857 1671 1520
JZ-105 3348, 3307 2958, 2929, 2871 1664 1521
JZ-106 3334, 3308 2957, 2929, 2872 1666 1518
JZ-107 3306 2957, 2927, 2852 1664 1517
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9. Vysledky biologickych hodnoceni

9.1. Antimykobakteridlni aktivita

Standardy: PZA — pyrazinamid, INH — isoniazid

Tabulka 3: Vysledky testi - antimykobakterialni aktivita

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) MIC (pg.ml™)
(kod) JZ-96 | JZ-97 | JZ-98 | JZ-99 | JZ-100]|JZ-101| PZA INH
M. avium 80/72 >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | 6,25
M. avium 152/73 >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | 6,25
M. kansasii 235/80 | 12,5 | 3,13 | 1,56 | 1,56 | 1,56 | >100 | >100 | 25
M. tuberculosis H37Rv| 3,13 | 1,56 | 3,13 | 1,56 | 1,56 | 3,13 | 6,25 | 1,56

Tabulka 4: Vysledky testi

- antimykobakterialni aktivita (pokracovani)

KMEN TESTOVANA LATKA (k6d) MIC (ug.ml™)
(kod) JZ-102 | JZ-103 | JZ-104 | JZ-105 | JZ-106 | JZ-107 | PZA INH
M. avium 80/72 >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | 12,5
M. avium 152/73 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | 3,13
M. kansasii 235/80 | >100 | >100 | >100 | 50 | >100 | >100 | >100 | 50
M. tuberculosis H37Rv| >100 | >100 | >100 | >100 | 50 | >100 | 6,25 | 1,56

Tabulka 5: Vysledky testi

- antimykobakterialni aktivita - RETEST (25 — 0,39 pg.ml™)

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) MIC (pg.ml™)
(kod) JZ-98 JZ-99 JZ-100 INH
M. avium 80/72 >25 >25 >25 6,25
M. avium 152/73 >25 >25 >25 6,25
M. kansasii 235/80 3,13 0,78 1,56 25
M. tuberculosis H37Rv 3,13 0,78 0,78 0,39
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9.2. Antifungadlni aktivita
Standardy: FLU — flukonazol, AMB — amfotericin B

Tabulka 6: Testované kmeny hub

Testované kmeny (kod, ¢islo)

CAL1 - Candida albicans ATCC 44859 TA - Trichosporon asahii 1188

CT - Candida tropicalis 156 AF - Aspergillus fumigatus 231

CK2 - Candida krusei E28 AC - Absidia corymbifera 272

CG - Candida glabrata 20/1 TM - Trichophyton mentagrophytes 445

Tabulka 7: Vysledky testi - antifungalni aktivita

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) MIC (ICg /ICsg) (umolL.I™)
(kod) JZ-96 JZ-97 JZ-98 JZ-99 JZ-100 Jz-101 FLU AMB
CA 24h >500 >125 >125 >125 >125 >125 0,25 0,016
48h >500 >125 >125 >125 >125 >125 0,5 0,063
CT 24h >500 >125 >125 >125 >125 >125 05 0,063
48h >500 >125 >125 >125 >125 >125 >128 0,063
CK 24h >500 >125 >125 >125 >125 >125 16 0,125
48h >500 >125 >125 >125 >125 >125 32 0,125
CG 24h >500 >125 >125 >125 >125 >125 4 0,031
48h >500 >125 >125 >125 >125 >125 16 0,125
TA  24h >500 >125 >125 >125 >125 >125 0,25 1
48h >500 >125 >125 >125 >125 >125 0,5 2
AF  24h >500 >125 >125 >125 >125 >125 >128 0.25
48h >500 >125 >125 >125 >125 >125 >128 0,125
AC  24h >500 >125 >125 >125 >125 >125 >128 1
48h >500 >125 >125 >125 >125 >125 >128 2
TM 72h >500 >125 >125 >125 >125 >125 8 1
120h >500 >125 >125 >125 >125 >125 16 1
Tabulka 8: Vysledky testi - antifungalni aktivita (pokracovani)
KMEN TESTOVANA LATKA (kod) MIC (ICg /ICsg) (umolL1™)
(kod) JZ-102 JZ-103 JZ-104 JZ-105 JZ-106 Jz-107 FLU AMB
CA 24h _* >125 >125 >125 _ >125 0,25 0,016
48h _ >125 >125 >125 _ >125 0,5 0,063
CT 24h _ >125 >125 >125 — >125 0,5 0,063
48h _ >125 >125 >125 — >125 >128 0,063
CK 24h _ >125 >125 >125 _ >125 16 0,125
48h _ >125 >125 >125 _ >125 32 0,125
CG 24h _ >125 >125 >125 _ >125 4 0,031
48h _ >125 >125 >125 — >125 16 0,125
TA  24h _ >125 >125 >125 — >125 0,25 1
48h — >125 >125 >125 _ >125 0,5 2
AF  24h _ >125 >125 >125 — >125 >128 0,25
48h _ >125 >125 >125 — >125 >128 0,125
AC 24h _ >125 >125 >125 _ >125 >128 1
48h — >125 >125 >125 — >125 >128 2
™ 72h _ >125 >125 >125 — >125 8 1
120h — >125 >125 >125 — >125 16 1

*) Latky JZ-102 a JZ-106 se nepodatilo otestovat, kvuli Spatné rozpustnosti v médiu.

Vysledky byly nepriikazné.
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9.3. Antibakterialni aktivita

Standardy: PEN — penicilin G, CIP — ciprofloxacin HCC, PHE — fenoxymethylpenicilin

Tabulka 9: Testované kmeny bakterii

Testované kmeny (kod, ¢islo)

SA Staphylococcus aureus CCM 4516/08

EC Escherichia coli CCM4517

MRSA Staphylococcus aureus H 5996/08

KP Klebsiella pneumonia D 11750/08

SE Staphylococcus epidermidis H 6966/08

KP-E Klebsiella pneumoniae J 14368/08

EF Enterococcus sp. J 14365/08

PA Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Tabulka 10: VysledKky testii — antibakterialni aktivita

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) MIC (ICgs) (umolL.I')
(kéd) JZ-96 JZ-97 JZ-98 JZ-99 Jz-100 | Jz-101 PEN CIP PHE
SA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 0,24 0,98 0,24
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 0,24 0,98 0,24
MRSA  24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 125 500 250
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 125 500 500
SE 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 31,25 250 62,5
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 125 250 250
EF 24h >500 250 125 >500 125 62.5 7,81 0,98 7.81
48h >500 500 500 >500 125 62,5 15,62 0,98 7,81
EC 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 125 0,06 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 125 0,06 >500
KP 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 250 0,12 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 500 0,12 >500
KP-E  24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
PA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 3.9 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 7,81 >500

Tabulka 11: VysledKky testti — antibakterialni aktivita (pokracovani)

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) MIC (ICgs) (umol.I™)
(kod) Jz-102 | Jz-103 | Jz-104 | Jz-105 | Jz-106 | JZ-107 PEN CIP PHE
SA 24h _* >125 >125 >250 _ >125 0,24 0,98 0,24
48h — >125 >125 >250 — >125 0,24 0,98 0,24
MRSA  24h — >125 >125 >250 — >125 125 500 250
48h — >125 >125 >250 _ >125 125 500 500
SE 24h — >125 >125 >250 — >125 31,25 250 62.5
48h — >125 >125 >250 — >125 125 250 250
EF 24h — 62.5 >125 250 — >125 7,81 0,98 7,81
48h — 125 >125 250 — >125 15,62 0,98 7,81
EC 24h — >125 >125 >250 — >125 125 0,06 >500
48h _ >125 >125 >250 — >125 125 0,06 >500
KP 24h — >125 >125 >250 — >125 250 0,12 >500
48h — >125 >125 >250 — >125 500 0,12 >500
KP-E 24h _ >125 >125 >250 _ >125 >500 >500 >500
48h — >125 >125 >250 — >125 >500 >500 >500
PA 24h — >125 >125 >250 — >125 >500 3.9 >500
48h _ >125 >125 >250 — >125 >500 7,81 >500

*) Latky JZ-102 a JZ-106 se nepodatilo otestovat, kvuli Spatné rozpustnosti v médiu.

Vysledky byly nepriikazné.
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V. Diskuse

10.1. Syntéza

Vychozi latky 5-chlor-N-fenylpyrazin-2-karboxamid (VL1) a 5-chlor-N-(2-
chlorfenyl)pyrazin-2-karboxamid (VL2) byly pfipraveny béznymi metodami dle
postupu Servusova [88] a kol. s relativnimi izolovanymi vytézky 75 % pro VL1, resp.
55 % pro VL2. Totoznost téchto vychozich latek byla ovéfena teplotou tani a 'Ha®c
NMR spektry, piicemz tyto odpovidaly hodnotam zmeéfenym Zitkem a kol.
(nepublikovana data).

Ptiprava findlnich latek probihala mechanismem nukleofilni substituce chloru na
pyrazinovém jadfe primarnimi alkylaminy. Tato reakce probihala za mirnych podminek
(reflux v ethanolu, t.v. 78 °C) s reakéni dobou (vyrazna pievaha produktu na TLC)
ptiblizn¢ 2 - 3 hodin. Pfislusny alifaticky amin byl do reakce ptidavan v nadbytku
minimalné 3 molarnich ekvivalentd a vétsi nadbytek vedl k rychlejsimu prubéhu reakce.
U nizkovroucich amind, které 1ze z reakéni smési snadno odstranit opakovanou destilaci
za snizeného tlaku (propylamin, t.v. 49 °C; butylamin t.v. 78 °C), se proto osvédcilo
pouzit vysS§i nadbytek (6 molarnich ekvivalentll). Izolované vytézky produkti po
precisténi pomoci flash-chromatografie se pohybovaly od 31,15 % do 90 %. Finalni
produkty jsou nové, v literatufe doposud nepopsané latky (kontrola 29. 3. 2013 v
Chemical Abstracts).

10.2. Analyza

Analyticka data piipravenych latek plné¢ odpovidala predpokladanym
strukturam. Vodik amidické -CONH skupiny se v *H NMR spektru jevil jako singlet,
ktery v DMSO vykazoval posun v rozmezi 9,96 az 10,07 ppm, v CDCl3 poté v rozmezi
9,39 az 10,06 ppm. Posun vodiku -NH alkylaminoskupiny byl vyrazné zavisly na
rozpoustédle. V DMSO-d6 se nachazel v aromatické oblasti. U latek JZ-96 a JZ-97
ptiblizné s posunem 7,8 - 7,9 ppm a splyval tak do multipletu s aromatickymi vodiky
H2’a H6" fenylového jadra. U latek JZ-102 az JZ-104 (s 2-chlorfenylovym jadrem) se
jednalo o triplet o pfiblizném posunu 8,0 ppm; vzhledem k odliSnému posunu
aromatickych vodiki diky 2-chlor substituci zde k piekryvu nedochazelo. V CDCl;
vSak tento vodik vykazuje posun 5,3 - 5,4 ppm (Siroky singlet).
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Jeden aromaticky signal *C NMR spekter (t&sné nad 129,0 ppm) vykazoval
nizkou intenzitu a v ndkterych spektrech se ztracel. Ve *C spektru latky JZ-100 nebyl
rozpoznan signal jednoho alifatického uhliku alkylového fetézce. U delSich alkylovych
fetézcli toto muze nastat prekryvem signala s velmi podobnym posunem.

V hmotnostnich spektrech pfipravenych latek byl pfi ionizaci elektrosprejem
Vv pozitivnim moédu dominantni vzdy molekulovy pik [M+H]" a byla tak potvrzena
molekulova hmotnost pfipravenych latek.

V IC spektrech (ATR-Ge) byla interpretaéné nejvyznamnéjsi valenéni vibrace
karbonylu amidické skupiny v(C=0), ktera se u jednotlivych latek nachazela v rozmezi
1671 - 1662 cm™. V oblasti pfiblizn& 3350 - 3270 cm™ se nachazely valenéni vibrace
vazby N-H, které mohou byt pfifazeny amidové skupiné -CONH- i sekundarni
aminoskuping -NH-CH,. V oblasti 2970 - 2850 cm™ byly pozorovatelné valenéni
vibrace vazeb C-H nasyceného alkylového fetézce.

Hodnoty teplot tani se v sérii 5-(alkylamino)-N-fenylpyrazin-2-karboxamidu
pohybovaly v rozmezi 123,4-131,3 °C, v sérii 5-(alkylamino)-N-(2-chlorfenyl)pyrazin-
2-karboxamidt v rozmezi 182,8-210,9 °C. V prvni sérii teplota tani s prodluzujicim se
alkylovym fetézcem klesala, pfi¢emz u alkylti se sudym poctem uhlikii byly hodnoty
teploty tani vyssi. V druhé sérii hodnota teploty tani klesala se zvySujicim se poctem

uhlikl rovnomérné.

10.3. Lipofilita latek

Parametr lipofility log P (vypocitany) se v prvni sérii 5-(alkylamino)-N-
fenylpyrazin-2-karboxamidt pohybuje vrozmezi 1,63-3,71. U druhé série 5-
(alkylamino)-N-(2-chlorfenyl)pyrazin-2-karboxamidu tento udaj ¢ini 2,18-4,27.
Dominantnim jevem je pfiblizné linearni narGst lipofility v homolognich tadach
propylamino- az oktylaminoderivati. Vyjadfeno experimentalné méfenym parametrem
log k, homologni piispévek —CH,- skupiny byl n(log K)cn, = 0,223 = 0,008 (primér +
standardni odchylka). Tato mald odchylka svéd¢i o presnosti a reprodukovatelnosti
méfeni. Primérny homologni pfiriistek pak ptiblizné¢ odpovidd i smérnicim rovnic
linearni regrese (Graf ¢. 1).
Dle parametru log k byly vSechny 2-Cl-fenyl derivaty (JZ-102 az JZ-107) lipofilné&;jsi

nez k nim analogické derivaty bez 2-Cl substituce (JZ-96 az JZ-101). Zaména vodiku za
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chlor vedle knarastu lipofility m(log K)c) = 0,490+ 0,007 (pramér =+ standardni
odchylka).

2,5
2,0 y = 0,2257x + 0,1536
R*=|0,9997 7-101
7-101

15
= 7-101
g
= 7-100 4 N-fenyl rada

1,0
I '/J .99 B N-(2-Cl-fenyl) fada
174101 ’/J‘E 08 y= 0,2209x - ],3104
05 A R? = 0,9995
' 0/ 1297
D6

JZ-

0,0

délka alkylu

Graf ¢&. 1: Zavislost experimentalné méreného parametru lipofility log k na délce alkylového
Fetézce.

Pro srovnani schopnosti jednotlivych vypocetnich algoritmi log P a Clog P
predpovidat lipofilitu pfipravenych latek byly zkonstruovany zavislosti pfedpovidanych
parametrti log P a Clog P na méfeném parametru log K, ktery byl povazovan za spravny
a presny (Graf ¢. 2). Oba algoritmy spravné piedpovidaly pfirdstky lipofility
prodluzovanim alkylového fetézce — jak v ptipadé log P tak Clog P miizeme vzdy body
pro oddélené série JZ-96 az JZ-101 (bez chloru substituce) a JZ-102 az JZ-107 prolozit
ptimky linearni regrese. Rozdil nastava ve vypoctu piispévku ortho-chlor substituce na
fenylovém jadie, kde log P spravné ptredpovida narust lipofility (srovnej napt. JZ-102
vs. JZ-96 na Grafu ¢. 2), zatimco algoritmus Clog P nespravné piedpovida mirny pokles
lipofility. Z tohoto divodu je log P vhodnéjsim pro vypocet lipofility a exisuje zde
dobra korelace s experimentalné¢ méfenou lipofilitou log k (linearni regrese s parametry

R?=0,961, n = 12).
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Graf €. 2: Korelace predpovidanych parametria lipofility log P a ClogP na experimentilné
stanoveném parametru log K.

10.4.  Hodnoceni biologické aktivity

Vysledky biologickych hodnoceni ukazaly, Zze pfipravené latky jsou
antifungalné a antibakterialné neiucinné, vyjma latek JZ-101 a JZ-103, které vykazuji
pouze nepatrnou G&innost (62,5 pmol.I") proti kmenu Enterococcus sp. J 14365/08
V porovnani se standardem PEN (7,81 ;,tmol.l'l). Pti testovani latek JZ-102 az JZ-107
s 2-chlorfenyl substituci byla kvili zhorSené rozpustnosti v testovacim médiu dosaZena
nejvyssi koncentrace pouze 125 ],Lmol.l'l (standardné je nejvyssi testovana koncentrace
500 pmol.I". Latky JZ-102 a JZ-106 se v testovacim mediu nepodafilo dostatednd
rozpustit.

5-(alkylamino)-N-fenylpyrazin-2-karboxamidy JZ-96 az JZ-101 vykazaly
antimykobakterialni aktivitu proti M. tuberculosis na trovni MIC = 0,78 — 3,13 pg.ml™,
tedy lepsi aktivitu v porovnani s PZA (MIC = 6,25 pg.ml™). Nejucinngjsimi latkami se
jevily hexylamino- (JZ-99) a heptylamino- (JZ-100) homology s MIC = 0,78 pg.ml™
(M. tuberculosis), nicmén¢ rozdily MIC v celé tad¢ propyl az oktylamino- homologi
¢inily pouze 2 koncentrace, pficemz jedna koncentrace v dvojkovém fedéni je béznou
chybou tohoto skrininkového testu. Ptihlédneme-li k vyrazné¢ vy$Sim molarnim
hmotnostem finalnich produktti v porovnani s PZA (M, = 123,11), mizeme konstatovat,

v

Ze po orienta¢nim prepocteni na molarni koncentrace jsou ptipravené nejucinnéjsi latky
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viigi M. tuberculosis az 20x &inn&jsi nez PZA, napi. MIC (JZ-100) = 2,5 mmol.I™:;
MIC(PZA) = 51 mmol.I". Predlohova latka této série, 5-chlor-N-fenylpyrazin-2-
karboxamid (VL1), dfive vykazala aktivitu MIC = 1,56 — 3,13 pg.ml™ (M. tuberculosis;
Zitko a kol., nepublikovana data). Zaménou atomu chloru v pfedlohové struktuie VLI
za alkylamin tedy nedochazi ke ztrat¢ antimykobakterialni aktivity. U latek JZ-96 az JZ-
100 byla identifikovana i vyznamna aktivita vici testovanému kmenu M. kansasii, které
je ptirozené rezistentni viici PZA.

Ke zcela odlisSnym vysledkim jsme dospéli v sérii  5-(alkylamino)-N-(2-
chlorfenyl)pyrazin-2-karboxamidia ~ JZ-102 az  JZ-107. Tyto latky byly
amtimykobakteridlné neufinné a zavedenim alkylamino substituentu do predlohové
molekuly 5-chlor-N-(2-chlor)fenylpyrazin-2-karboxamidu (VL2), MIC = 0,78 -
3,13 pg.ml™® (M. tuberculosis; Zitko a kol., nepublikovana data), doslo ke ztratd
aktivity. Ztrata aktivity muze plynout z pfili§ vysoké lipofility téchto latek, ktera
omezuje jejich rozpustnost a tim i biologickou dostupnost.

Latky typu 5-(alkylamino)-N-fenylpyrazin-2-karboxamidut tedy vykazaly slibnou
antimykobakteridlni aktivitu a zéroven byly neucinné vici testovanym bakteridlnim a
houbovym patogenim. Tato selektivita u¢inku naznacuje, ze latky nejsou obecné

cytotoxické.
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VI. Zavér

Tato rigor6zni prace je zamétena na pripravu novych latek, potencialné uc¢innych
v 1é¢bé TBC. Podatilo se mi pripravit celkem 12 latek, jejichZz pfiprava je detailné
popsana v prislusné kapitole experimentalni ¢asti této prace. Nové piipravené latky jsou

prezentovany v samostatné kapitole.

Byly pfipraveny tyto derivaty pyrazinamidu:
1) N-fenyl-5-(propylamino)pyrazin-2-karboxamid
2.) 5-(butylamino)-N-fenylpyrazin-2-karboxamid
3.) N-fenyl-5-(pentylamino)pyrazin-2-karboxamid
4.) N-fenyl-5-(hexylamino)pyrazin-2-karboxamid
5) N-fenyl-5-(heptylamino)pyrazin-2-karboxamid
6.) N-fenyl-5-(oktylamino)pyrazin-2-karboxamid
7)) N-(2-chlorfenyl)-5-(propylamino)pyrazin-2-karboxamid
8.) 5-(butylamino)-N-(2-chlorfenyl)pyrazin-2-karboxamid
9) N-(2-chlorfenyl)-5-(pentylamino)pyrazin-2-karboxamid
10.)  N-(2-chlorfenyl)-5-(hexylamino)pyrazin-2-karboxamid
11.)  N-(2-chlorfenyl)-5-(heptylamino)pyrazin-2-karboxamid
12.)  N-(2-chlorfenyl)-5-(oktylamino)pyrazin-2-karboxamid

V teoretické ¢asti byly jen stru¢né shrnuty dostupné informace 0 tuberkuléze a o
jeji 1écbé. Zde jsem se zaméfil zejména na molekulu pyrazinamidu, jejiz derivaty jsou
pfedmétem moji experimentalni ¢innosti. Dale byla v kapitole 2.3. Potencidlni léciva
ptredstavena nova antituberkulotika v preklinickych a klinickych studiich. V této ¢asti
jsem aktualizoval svoji sekci Vyzkum a vyvoj novych antituberkulotik, ktera jiz byla
uvedena v moji diplomové praci. Také jsem zde uvedl nékteré nové systémy pro
transport latek pti 16¢bé tuberkuldzy, vyuzitelné predevsim pro terapii inhalaci u¢innych
latek. Tato prace je zaloZena na syntéze novych antituberkulotik, proto jsem zde také
zminil nékteré syntetické postupy tykajici se ptipravy derivati pyrazinamidu i
podobnych molekul.

Vsechny latky byly testovdny na antimykobakteridlni, antifungalni 1
antibakteridlni aktivitu. Vyznamny antifungalni ¢i antibakteridlni G¢inek u nich

prokazan nebyl, nékteré z nich vsak vykazaly zajimavou aktivitu antimykobakterialni.
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Jsou to zejména latky ze série 5-(alkylamino)-N-fenylpyrazin-2-karboxamidi.
Obzvlaste latky JZ-99 a JZ-100 se vtomto sméru ukazaly byt nejaktivnéj$i a po
pfepoCteni na molarni koncentrace jsou viaci M. tuberculosis az 20x G¢inngjsi nez
standard PZA. Série 5-(alkylamino)-N-(2-chlorfenyl)pyrazin-2-karboxamida byla
antimykobakterialn¢ netaéinna. Alkylamino- substituce je tedy vyhodna u série latek
vychazejicich z VL1, naopak pii substituci VL2 dochazi k vymizeni
amtimykobakterialniho ucinku. U pfipravenych latek byl také zméfen rozsah teploty
tani a hmotnostni spektrum, dale bylo vyhodnoceno IR, 'H a ®C NMR spektrum.
Analytickd data ptipravenych latek odpovidala ocekavané struktufe. Pomoci popsanych
metod a uvedeného chemického softwaru byly vyhodnoceny jejich parametry lipofility
(log k, log P, Clog P).
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VII. Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv
Resitel: Mgr. Michal Ml&och

Skolitel: Mgr. Jan Zitko, Ph.D.

Nézev rigorozni prace: Alkylaminoderivaty pyrazinamidu jako potencialni

antituberkulotika

Tato prace je vysledkem snahy pfipravit potencialni uéinné struktury odvozené od
pyrazinamidu (PZA). Jeji vysledky ptispivaji k obohaceni vyzkumu novych antituberkulotik
(antiTBC), ktery jiz fadu let probiha na katedfe Farmacetutické chemie a kontroly léciv
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

Vyzkumny zamér pripravit nova ucinna antiTBC je podpoien soucasnou situaci
tuberkulozy ve svété, jez je zde podrobné popsana. Piestoze pocet piipadl této nebezpetné
infek¢éni nemoci ve vSech regionech WHO mirné klesa, potad neni Sifeni nemoci v nékterych
oblastech zcela pod kontrolou. Divodem je zejména vznik rezistence novych mykobakterialnich
kment, jez jsou pivodci zavaznych, mnohdy tézko 1éCitelnych piipadi. Piipravené latky
antiTBC prvni linie. V poslednich letech probéhla u této molekuly revize mechanismu ucinku.
Vsechny nové dostupné informace byly proto v této praci uvedeny.

Dale jsou zde predloZzeny nékteré nové systémy pro transport antiTBC. Jsou to
pfedevsim soustavy pro inhala¢ni uziti v 1é¢bé TBC. Toto podani 1é¢iv je jednou z moznosti jak
zefektivnit 1€cbu této nemoci, coz naznacuji i slibné vysledky test na zvifatech.

V ramci této prace bylo pfipraveno celkem 12 novych derivati PZA. Jedna se o sérii 5-
(alkylamino)-N-fenylpyrazin-2-karboxamidi a  5-(alkylamino)-N-(2-chlorfenyl)pyrazin-2-
karboxamidii. Pfipravené latky byly charakterizovany teplotou tani, hmotnostnimi, ‘H a **C
NMR a infraervenymi spektry. Latky byly testovany na  antimykobakteridlni aktivitu
(Mycobacterium tuberculosis, M. kansasii a dva kmeny M. avium), a doplikové rovnéz proti
vybranym  bakteridlnim a houbovym patogenim. 5-(Alkylamino)-N-fenylpyrazin-2-
karboxamidy inhibovaly riist M. tuberculosis v koncentraci v rozmezi 0,78 —3,13 pg.ml™ a

vykazaly tak lep$i aktivitu nez standard PZA.
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VI1II. Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control
Candidate: Mgr. Michal Ml¢och
Supervisor: Mgr. Jan Zitko, Ph.D.

Title of candidate thesis:  Alkylamino- derivatives of pyrazinamide as potential
antituberculotic drugs

This thesis is a result of intention to prepare potential effective derivatives from
pyrazinamide (PZA) structure. These results contribute to enrichment of the research of new
antituberculars (antiTBC) which has been carried out at the Dpt. of Pharmaceutical Chemistry
and Drug Control at the Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové.

The aim of the research to produce the new effective antituberculars is supported by the
contemporary state of tuberculosis in the world. This state is closely described in this thesis.
Despite of decreasing number of new cases in all six WHO regions, spreading of this infectious
disease is not under the control. The main reason is a resistance formation of new mycobacterial
strains which can cause hardly treatable cases. The prepared substances are PZA derivatives
which represent one of the most important first line drugs for tuberculosis treatment. The latest
research focused on mechanism of PZA showed new information which was included in this
thesis.

Furthermore, some new systems for delivery of antiTBCs are presented here. They
involve inhalation systems and just this administration of drugs can make treatment of this
disease more effective. It includes inhalation systems, an effective way of drug administration.
Promising results were shown during the testing on animals.

As a part of this thesis, 12 new PZA derivatives were prepared. It includes a series of
5-(alkylamino)-N-phenylpyrazine-2-carboxamides and 5-(alkylamino)-N-
(2-chlorophenyl)pyrazine-2-carboxamides. The prepared compounds were characterized by
melting points, mass spectra, ‘H a *C NMR and infrared spectra. The compounds were
evaluated for antimycobacterial activity (Mycobacterium tuberculosis, M. kansasii a two stems
of M. avium), and in addition also for activity against selected bacterial and fungal pathogens.
5-(Alkylamino)-N-phenylpyrazine-2-carboxamides inhibited the growth of M. tuberculosis at

concentrations of 0,78 — 3,13 ug.mL™, which was superior to PZA standard.
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