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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a kontrol§ivé

Skolitel: PharmDr. Jan Zitko, Ph.D.
Resitel: Mgr. Petra JanoScova

Nazev rigorézni prace: fi#prava derivat fenylkarbamoylpyrazin-2-karboxylové

kyseliny jako potencialnich antituberkulotik

Tuberkuléza stalefpdstavuje velky zdravotni problém po celémt&vStale
rostouci poéet novych pipadi multirezistence podtrhuje gebu vyvoje novych
antimykobakterialédy t¢innych I&€iv, které budou zasahovat nové a specifické cile.

S tim souvisi také vyvoj novych efektivnich metad @jich syntézu.

Tato prace je ve svém uvodu z&ena na shrnuti problematiky tuberkuldzy a
jeji 1é&¢bu. Déale pak na vyuziti mikrovinné syntézy v syetézstell organickych
kyselin. V dalSi ¢asti je shrnuta syntéza deritapyrazinamidu, dnes jednoho
Z nejpouzivagSich antimykobakteriath G¢innych I&€iv, jako potencionalnich
antituberkulotik. Byla fipravena série substituovanych 3-(fenylkarbamoyBpin-
2-karboxylovych kyselin a série methylestégchto kyselin. Naslednbyla owiena
chemické strukturasthto latek pomocfH a’*C NMR a [ spekter, byla provedena
elementarni analyza a #Zreny teploty tani. Byly vyp&eny hodnoty log® a ClogP
a experimentakh zmefeny hodnoty log k. Nasledd jsme otestovali
antimykobakterialni, antifungalni a antibakteridhtivitu tchto no pripravenych
slowenin. U ti testovanych fenylkarbamoyl kyselin se substitiR¥ 4-Br,
R=2-OH a R = 4-N(Ch. byla zjiStna mirna antimykobakterialni aktivita,
s hodnotou MIC 5Qug.mi* pro Mycobacterium tuberculosis37R,. Nakonec byly

diskutovany mozné strukturni zmy, které by mohly vést kéinnéjSim derivaim.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Medicinal Chemistry and Drug analysis

Consultant: PharmDr. Jan Zitko, Ph.D
Student: Mgr. Petra JanoScova
Title of Thesis: Preparation of phenylcarbamoydzyne-2-carboxylic acid

derivatives as potential antitubercular drugs

Tuberculosis still represents a major public he#@tue all over the world.
The increasing number of newly detected multi-dregjstance cases indicates that
there is an urgent need of discovery of new argtalotics addressed towards new
and specific targets. This is accompanied by thesldpment of new and effective

synthetic methods.

This work provides an introduction to tuberculosied its treatment.
Furthermore it covers a microwave-assisted syrghesiorganic acid esters and
synthesis of pyrazinamide derivatives as potenaatituberculotics whereas
pyrazinamide is one of the most used antitubercdlags nowadays. Series of
substituted 3-(phenylcarbamoyl)pyrazine-2-carbaxyéicid derivatives and their
methyl esters were synthesized. Final products wheracterized byH and*°C
NMR and IR spectroscopy, elementary analysis watomeed and melting point
was measured. Lipophilic parameters B@nd ClogP were calculated and log
was measured experimentally. Antimycobacterial,if@mgal and antibacterial
activity of newly prepared compounds were testdek three phenylcarbamoyl acids
with R = 4-Br, R = 2-OH and R = 4-N(Gl substitution exerted moderate
antimycobacterial activity with MIC 5Qg.mI* againstMycobacterium tuberculosis
H37R,. Structural modifications that could lead to meféective derivatives were

discussed.



SEZNAM ZKRATEK
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1 Cil prace

Cilem této rigorézni prace byldipravit sérii derivat pyrazinamidu, fesrgji
substituovanych kyselin fenylkarbamoylpyrazin-2d@tylovych (1) a jejich
methylestei (2) jako potencionalnich antituberkulotik. Prootytraci byla navrZzena
syntéza dchto latek z dvodu vysSi lipofility oproti pyrazin-2-karboxyloviéyselirg
(POA, logP = -0,66, ClogP = 0,0999), aktivni form pyrazinamidu. ZvySenim
lipofility by mohlo byt dosazeno snazsiho prostuipofilnim obalem mykobakteria
dovnitt buiky, kde mize I&ivo pusobit. Na zakla#l interakce POA s ribozomalnim
proteinem RpsA jako jednim z &izasahu byly v literate navrzeny substituce POA
lipofilnim substituentem v poloze 5 nebd ¥.této praci jsme pro porovnani zvolili
substituci v poloze 3. ifpravu estar kyselin fenylkarbamoylpyrazin-2-
karboxylovych jsme zvolili kuli dalSimu (déasnému) zvySeni lipofility échto

latek.

U piipravenych latek jsme &h za cil otestovat jejich antimykobakterialni,

antifungalni a antibakterialni aktivitu.

Dale jsem nila vypracovat reSerSi o tuberkuléze, &anych pistupech k

lécb¢ a novych latkach pouzivanych Kl této nemoci.

o) = | o) = |
\ R R
N
AN N AN BN N AN
| H | H
/ /
N COOH N COOCH;

(1) (2)
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Tuberkul6za

2.1.1 Definice

Tuberkuléza (TB) je infekni onemoc#ni zpisobené zejména bakteriemi
Mycobacterium tuberculosisnére ¢asto pakMycobacterium bovia Mycobacterium
africanum Nejasgji postizenym organem jsou plice, ale mykobaktariehou
zasahovat i mimoplicni struktury. Vyskyt mykobakber které jsou vyvolané
jinymi, tzv. atypickymi mykobakteriemi Mycobacterium avium komplex,
Mycobacterium xenopi, kansasii, fortuitynv souvislosti se stavy s oslabenou

imunitou v sodasnosti stoup&:

2.1.2 Epidemiologie

Tuberkuléza je v posledni débv popgedi zajmu S#tové zdravotnické
organizace (WHO) a udaje o incidenci, prevaleneicatalit tohoto onemoai ve
swté se dlouhodobvyrazre neneni. Kazdy rok TB onemocni kolem 8 milioridi
a 1,5 miliori na tuto nemoc umira. \¢eské republice((R) ma incidence TB v
poslednich letechifznivy pribéh. V roce 2014 bylo hlaSeno celkem 514 novych
piipadi a recidiv TB, tj. 4,9 fipadu na 100 000 obyvatel. Cizinciegdstavovali
18,7 % ¥chto nemocnych a pochazefiepevsim z Ukrajiny, Viethamu a Slovenska.
CR pati mezi zemt s giznivou situaci TB. Podobna situace je i tippd
multirezistentni tuberkulézy (MDR-TB). Mezi staty wyznamnou incidenci a
prevalenci MDR-TB sefadi pedevSim byvalé zein SSSR a asijské staty.

Piedpoklada se, Ze pet pacieni s MDR-TB ve sité doséahl jednoho miliont>®’
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Obrazek 1 Odhadované incidence TB na 100 000 obyehtve s¥té, 2014. Revzato (se
svolenim) od WHO.?

‘f"-..'\a”-
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Obrazek 2 Paet hlasenychonemocréni TB na 100 000 obyvatel €R. Prevzato (se
svolenim) od UzIS

[ bez wyskytu (3)
[log-19 (14
[Jzo0-28 (&
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Obrazek 3 Vyvoj pottu hlasenych onemocéni TB na 100 000 obyvatel. Revzato (se
svolenim) od UZIS’

120
0 f------=mmm---- @ Recidiva TBC jina / Other TB - relapses -
- O Mové zisténa TBC jina | Other TB newly diagnosed
O Recidiva TEC DU/ TB of respiratory system - relapses
B Nové zjisténa TBC DU / TB of the respiratory system - newly diagnosed

Rok Notifisd casas of TB
Year tychaciho dsirji jina celkam celem na 100 000 obyv.
raspiatory systam other fotal tolal per 108 000 inhat,
1983 1560 145 14908 B4
1890 1647 290 1937 188
1981 1696 3 2078 032
1892 1858 iz 1988 192
1853 1601 261 1854 180
1084 1644 116 1960 19,0
1885 153 300 1834 178
1956 1636 00 1938 B
1967 1557 77 183 178
1998 1535 270 1805 75
1999 1368 262 1831 158
2000 1284 198 1442 14,0
2001 1188 165 1350 121
2002 1047 163 1200 18
2003 101 151 1162 14
2004 509 148 1057 ma
2005 B mn 1007 93
2006 856 7 873 85
2007 790 a B71 B4
2008 791 ] -] B4
2009 a2 b1 710 R
2010 &1 58 680 B5
2011 557 52 [ 58
2012 552 58 B11 58
2013 255 a7 502 4B
2014 454 1] 514 49

Pazn.: Hldgand onemocnéni = nowd Zjighénd « raciduy
Nole: Notiffed cases = newly disgnassd + rafapses
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2.1.3 Pfenos onemoc#éni

Pivodcem TB jeMycobacterium tuberculosid/. tbc), objevené v roce 1882
Robertem Kochem, a dale mykobakte¥a bovis, M. boviBCG, M. africanuma
M. microti, kter4 jsou spolu . tbc ozn&ovana jakoMycobacterium tuberculosis

complex?

NejcastjSim zdrojem nakazy je infikovanslovek, méreé casto pak zvata.
Mykobakterie se $i vzduSnou cestou a do organismu vstupuji dychacesiami
inhalaci drobnych kapének. Tyto kapénky vyje nemocny s plicni nebo laryngalni
tuberkul6zou g kasli, kychani, mluveni nebo &mu. Kapénky mohou byt rovi
vytvareny i inhalani 1&bé, pii bronchoskopii, fi indukci sputa a f manipulaci s

tkarmi nebo sekrety v laboraid°

Po vniknutiM. tbc do organizmu dojde asi za 6 tydk alergické reakci
IV. typu. Toto stadium se nazyva primarni TB, pwdjese pozitivnim koznim
tuberkulinovym testem (Mantoux reakce), ale nemdsthazet ke klinickym
projevim. U imunokompetentnich osob dochazi k akumulactivakanych
T lymfocyti a makrofag s tvorbou granulofn které opouzid mykobakteria a
zamezi jejich $eni a jejich dalSi proliferaci. V centru granubnmohou Ziva
mykobakteria #stavat po dlouhou dobu a za vhégich podminek pozii vyvolat
Klinicky manifestni onemocemi, kdy vznik4 postprimarni TB. Je odhadovéano,sie a

u 10 % osob s latentni tuberkuldzni infekci se imeaktivni tuberkuldz&°

2.1.4 Klinicky obraz a diagnostika

TB miZze postihnout kterykoliv orgarti tkan. Rozezndvame plicni a
mimoplicni formy TB. Dychaci Ustroji je postizeno86 % nemocnych afiplizné
15 % tvai mimoplicni formy. Zde byva né&gstji postizena pleura, mizni uzliny,
kosti, klouby, KiZze, urogenitalni trakt. Mimoplicni TB s&sto vyskytuje u osob s

poruchou imunitniho systénfu.
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Tuberkuléza mze probihat asymptomaticky, zejména&asrgjSich stadiich
onemockni a nevelkém postizeni. Obvykle séizpaky objevuji B progresi
onemockni. Charakteristickym je pozvolny nastugizmalki a jejich postupné
zhorSovani. Zejména fignaki specificky respirénich s celkov organoé
nespecifickymi projevy. Proto tak@da nemocnych tyto projevy podceni a navstivi
lekare az po Bkolika meésicich jejich trvani. Népstji se jedna o kaSel, ktery je
piitomen témdt u vSech nemocnych. Je trvaly, drazdivy, &giku suchy, poziji
vihky. DalSimi giznaky jsou subfebrilni teplota, poceni, nechutgnsiavnost. U
pokrctilych nalezi byva gitomna hemoptyza, bolesti na prsou a dusnost. malSi
typickym projevem je také postupné hubnuti. Ubytak/aze nebyva dramaticky, ale
u dlouho neléenych nemocnych fize dojit az k padesatiprocentnimu Ubytiesné

hmotnosti Bhem rékolika msioa.*%*

Diagnostika plicni TB je zaloZzena na klinickém ara zobrazovacich
metodach a mikrobiologickém ikazu tuberkul6znich baéil pripadre
histologického vysSéeni s piikazem f@vodce onemoami a nepimych

diagnostickych metot*

e

NejdalezitejSi diagnostickou metodou je mykobakterialni viget sputa
nebo jakéhokoliv biologického materiadi tkang, ktera by mohla byt infikovana.
Toto vySeteni byva oznéovano jako zlaty standart v diagnostice TB. Velmi
piinosnym je i histologické vydeni s piikazem specifického granulomatdzniho
procesu s hikami Langhansova typu a kase6zni nekr6zou. K rychl@iikazu
M. tbc se stal&astji uzivaji vysoce citlivé molekulaggenetické metody zalozené
na pfikazu nukleovych kyselin, kdy je identifikace moZmhem rékolika hodin.
DalSim velmi dlezitym vySetenim je skiagram hrudniku v zadepni a boné

projekcici rentgenové vyseeni plic?

Nepimé diagnostické testy TB reprezentuje snadno gasttuberkulinovy
kozni test nazyvany téz jako test dle Mantoux,ykier pouzivan jiz desitky let a
imunologicky test QuantiFERON-TB Gold (QFTTB Golafp diagnostiku infekce i

onemocgni **?
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2.2 Lécba tuberkul6zy

2.2.1 Lééba standardnich forem TB

Cilem Il&by TB je vyl&eni nemocného, prevence pozdnich nasledigmrti,
prevence relagisonemocini a zamezeniftpnosu TB na osoby, které byly, anebo

jsou v kontaktu s pacientein.

Jako antituberkulotika (antiTB) se pouZivaji latkgné chemické struktury a
to jak syntetického, polosyntetického piirodniho mivodu, pisobicich &znymi
mechanismy proti infekcim vyvolanyctM. tbc piipadré nékterymi dalSimi

atypickymi mykobakteriemi>

Existuje vice nez dvacetdi®, pouzivanych k & tuberkulézy. Tato kéva
se pouzivaji virznych kombinacich a podminkéach. Niégad rekterq antiTB jsou
pouZzita pouze pro &u novych pacierit u kterych je neprawgodobné, Ze by byl
rezistentni W& jakémukoliv antiTB** Jednd se o tzv. antiTB prvni volby s
baktericidnim a bakteriostatickyngiikem, ktera se dnes pouzivaji vyhradnéche
TB. Mezi & pafi baktericid@ pasobici isoniazid, rifampicin, pyrazinamid,
streptomycin a bakteriostaticky ethambutol¢tha se dli na Gvodni a pokemvaci
fazi. V Gvodni fazi je podavana obvykdtyi- az gtikombinace lék a trva 2 az 3
mésice. Tato faze probihd tegtji za hospitalizace, kde je pacient postéipn
debacilizovan a pro své okoli se stava neitrigk. V pokr&ovaci fazi je podavana
dvoj- az trojkombinace I&ka l&ba trva 4 az 5 #siail. Tato faze probiha zpravidla
jiz ambulantg. VSechny Iéky se podavaji v jedné denni davceo daduhotrvajici
lécba ma bohuzel také zavazné nezadousinky. Mezi nejvyznamsSi pati
hepatotoxicita isoniazidu a rifampicinu. Dale palefrotoxicita a ototoxicita
charakterizovangasto poruchou sluchu a zawmai pri aplikaci streptomycinu. i

uzivani ethambutolu dochazi k neustizkakového nervu. #Plécb¢é pyrazinamidem

se projevuje hyperurikémie a hepatotoxiéita.
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Dale existuji dalSi antiTB, tzv. rezervni, ktegmouZzivaji pouze prodbu
rezistentnich forem. Jednéa se o fluorochinolonyikaain, kanamycin, kapreomycin,

ethionamid, prothionamid, cykloserin, paraaminasédiva kyseling:**

2.2.2 Léc&ba rezistetnich forem TB

Pokud jeM. tbc pri testu citlivosti in vitro rezistentni pouze nalije® antiTB
prvni volby, je onemoami ozn&ovano jako monorezistetni. Polyrezistentni je pak
tehdy, je-li rezistence kmene na vice nez jedndl Bnprvni volby mimo sotasré
vyskytujici se rezistenci na isoniazid a rifampiciRezistence minimat na
kombinaci dvou nejinngSich Iéki isoniazidu a rifampicinu se nazyva
multirezistence. V poslednich letech byla #i&t tzv. XDR-TB rezistence —
extenzivni lékova rezistence. Jedna seéMo tbc které je krom rezistence na
isoniazid a rifampicin odolné na jakykoliv fluordoblon a sogasré minimalre na

jedno zeiti parenteralnich antibiotik — kapreomycin, kanamyeiamikacirr:*®

Rezistence na antiTBime byt primarni, pokud se vyskytne u pacienta,ykter
piedtim nebyl léeny a byl infikovan jiz rezistentnim kmenem, anetskundarni,

pokud ji zjistime nejménpo jednom nisici &by antiTB?

K nejéasgjSim gicinam nafistu rezistentnich forem gat neadekvatni
|é¢ebny rezim, nedostated edukace pacienta, Spatna volba |&kybné davkovani,
piidruzené nemoci pacienta, intolerancéiMg prediasné ukodeni l&by, Spatna
spoluprace pacienta v dodrZovani pravidelného unzilka a délky trvani uzivani
antiTB. Dale pak geneticka mutace mykobakterii,raxig obyvatel, n&inna I&ba,

selekce a pomnozZeni rezistentnich mutart.

Pri lecbeé rezistentnich forem TB se kladérdz na optimalni strategii dBy
TB, spravné pouzivani débnych rezim, zkuSenosti s pouzivdnim antiTB druhé
fady a zajidtni pfimo kontrolované &y nejlépe po celou dobu terapie. Prioritni pro
lécbu rezistentnich forem jsou antiTB druhé volby: lawin, kanamycin,
kapreomycin, fluorochinolony, ethionamid, prothiond, cykloserin, terizidon,

thiacetazon, paraaminosalicylova kyselina. U v&chto I&€iv je poteba provas
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testy citlivosti. Doportuje se aplikovat minimaéd antiTB se zji&nou citlivosti a s
co nejvysSi dinnosti. Zahajovaci faze podavani antiTB je dopena na dobu 6
mesial. Celkova doba by by n¥la trvat minimalg 18 nesici. V nékterych
piipadech lze zadit i chirurgickou |ébu. Jednd se o danpljici l&bu, které
piedchazi minimakh dvoungsicni l&ba. Po operaci pok&gje antituberkuloticka

terapie do plné délky:*
2.2.3 Antituberkulotika prvni volby

Isoniazid

NH,

Chemicky se jednd o hydrazid pyridin-4-karboxylov&yseliny

(isonikotinové). Je pouzivan jako zakladni antitkbeotikum iz od roku 1952*3

Jeho dinek spdiva v selektivnim a baktericidnimagobeni na extra- a
intracelularni aktivé rostouci Mycobacterium tuberculosisu neaktivnich forem
pusobi bakteriostaticky. V terapii se pouziva pouzekambinaci s ostatnimi
antituberkulotiky, diky porrné rychle vznikajici rezistenci mykobakterii. Pouze p

profylaxi Ize pouZit monoterapii isoniazidér.

Isoniazid misobi tak, Ze vstupuje do mykobaterialnfiky pasivni difazi jako
prol&ivo. Je aktivovan katalasou-peroxidasou na kysedounikotinovou, které jeji
negativni naboj umadiije kumulaci uvnit buiky. Stejny enzym vaze kyselinu
isonikotinovou na NAD. Tento komplex inhibuje symié mastnych kyselin
navazanim na inhA — enoyl-acyl protein reduktasnaaled& dojde k zastaveni
syntézy kyseliny mykolové. Na biosyntéze mastnygsekn se podileji dva enzymy
a to pra¢ enoyl-acyl protein reduktasa (inhA)eketoacylCoA-acyl protein syntasa
(Kasa). Tyto enzymy jsou povazovany za cile aki@r@ho inhibitoru. V dsledku
18,19,20

téchto cju pak dochazi k poSkozeni liné stny.
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Jeho indikaci je plicni i mimoplicni tuberkuléza profylaxe plicni
tuberkul6zy u imunodeficientnich paci@ngedna se o ¢é&/0 vysoce hepatotoxické a
neurotoxické, vyskyt nezadoucickinikii stoupa s jeho davkdi.Isoniazid vede k
deficitu pyridoxinu, pravépodobré na zaklad jejich strukturalni podobnosti. Proto

preventivni podavani prépyridoxinu sniZuje neurotoxicitu isoniazid(?>3242°

Rifampicin

Toto I&ivo bylo uvedeno na trh v roce 1952¢egto je dodnes Iékem volby v
terapii mykobakterialnich infekci. Rifampicinfadime mezi ansamycinova

antibiotika®®

Rifampicin je semisyntetické baktericidni antibkotn produkované
Streptomyces mediterranede Sirokym antibakterialnim spektremusBbi proti
vétSiné  gram-pozitivnich a gram-negativnich organiznfvéetné Pseudomonas

aeruginosd a specificky protMycobacterium tuberculosf§

V citlivych organismech inhibuje DNA-dependentni Ridolymerazu
bakterii a tim dochazi k inhibici syntézy baktariah nukleovych kyselin. Vzhledem
k rychlému vyvoji rezistentnich bakterii je pouzZitbmezeno na &bu
mykobakterialnich infekci aékolik dalSich indikaci a to vzdy v kombinaci s jmy

latkamil’?®

Rifampicin je dobe absorbovaniporalnim podani a je Siroce distribuovan v

télesnych tkanich a tekutinach¢etnd cerebrospinalni tekutiny. Je metabolizovan v
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jatrech, vyl@uje se Zldgi, v mnohem menSi @ mai. Biologicky polaas je 2-5

hodin, fi jaterni insuficienci se prodiuzufé.

Pri 1écbe¢ rifampicinem niize dochazet k produkci &ervenale zbarvené
mai, slz, slin a hlenu. Z nezadoucictinki jsou vyznamné lehké poruchy jaternich
funkci, kozni vyradzky, gastrointestinalni potize,lu-like syndrom a
trombocytopenié:?’

Rifampicin je induktorem jaternich enzyma mize zvysSit pozadavky na
davkovani léek metabolizovanych v jatrech, napkortikosteroid, antikoncepce,

peroralnich antidiabetik, peroralnich antikoaguigncfenytoinu, cimetidinu,

chinidinu, cyklosporinu a srdeich glykosid.?"%2°

Streptomycin

Jednd se o aminoglykosidové antibiotikum, kteréolghvedeno do praxe
roku 1944 a stale se pouziva. Je produkovan migesosmyStreptomyces griseus
Ve své molekule obsahuje @gilné bazické guanidinové skupiny a stikbazické
methylaminoskupiny a diky tomu je pémé silnd trojsytna baze. Pouziva se ve
formé siranu, ktery je velmi dab rozpustny ve vad'?

Streptomycin  neni absorbovan z gastrointestindiniinaktu, ale po
intramuskularni aplikaci rychle difunduje do exthdarnich prostor &Siny tkani

téla a dosahuje baktericidni koncentrace. Plazmatichgcas, ktery je normath2-3

hodiny, je zn&né¢ rozSten u novorozenc u starSich pacieinta u pacient se
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zavaznym poskozenim ledvin. Je Wguan v nezrénéné forne maoci. Streptomycin

musi byt podavan hluboko intramuskuk&rfi

Mechanismus d&inku sp@&iva v inhibici syntézy protein vazbou na
ribosomalni podjednotku 30S. Klinicky vyznamné mamkirobni spektrum
streptomycinu zahrnuje f@devSim Mycobacterium tuberculosisBrucella spp,
Francisella tularensis, Yersinia pestis, Pseudonsamallei, Listeria monocytogenes,

Streptobacillus moniliforms, Spirillum mint/s

Z nezadoucich dinkt jsou k&Zné hypersenzitivni reakce, které mohou byt i
zavazné. R uzivani doportenych davek streptomycinu neni obvyklé poSkozeni
vestibularni funkce. OvSem davka byle byt snizena, pokud se objevi bolesti
hlavy, zvraceni, zavratéi huceni v uSich. Streptomycin je m€nefrotoxicky nez
ostatni aminoglykosidova antibiotika. Mezi vzacnézadouci d&nky pafi

hemolyticka anémie, aplastickad anémie, agranulaeytttombocytopenie a lupoidni

H /K/
N OH
\/\H

Jedna se o derivat ethylendiaminu, ktery je optiakiivni slokeninou typu

reakce™®

Ethambutol

HO

aminoalkoholu se dwma izolovanymi choralnimi atomy uhliku. ¢ldny je jen
pravot@ivy S,S(+)-izomer, levotdivy izomer je inaktivni a jeho dalSi stereoizomery

jsou toxické, nap R,Rizomer zfisobuje slepott®

Ethambutol je bakteriostatické chemoterapeutikum velmi Gzkym
antibakterialnim  spektrem, které zahrnujeMycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium aviulaho indikaci je plicni a mimoplicni
tuberkuléza (v kombinaci s dalSimi antituberkulgjik Mycobacterium avium

komplex u HIV pozitivnich paciefit’?
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Jeho mechanismusiaku sp@iva v inhibici syntézy metabolitmykobakterii
a tim poskozuje jejich metabolismus. Jehonék je omezen pouze na aktévn
rostouci kmeny mykobakterii, zejméndl. tbc Snadno se absorbuje z
gastrointestinalniho traktu. Maximalni plazmatickéncentrace dosahuje za 2-4
hodiny. Vylwuje se mdi, jak v nezninéné forne, tak i jako neaktivni metabolity.

Asi 20 % se vyliuje stolici v nezrnéné forme.’3!

Z nezadoucich dinka ethambutolu je nejzavagsi retrobulbarni neuritida s
poruchou vnimanéervené a zelené barvy, zhorSeni zrakové ostrogto Zmeny
jsou reverzibilni, pokud dojde kgruSeni I8by, v op&ném gipad muze hrozit az
slepota. Z dalSich nezadouciclkinka jsou még casté nechutenstvi, nauzea,
zvraceni, periferni neuropatie, hyperurikémie aZawn zachvat. Neurotoxicitu

ethambutolu zhor$uiji ostatni neurotoxick&ug.'’ 2313233

Pyrazinamid

Vzhledem k vyznamnosti tohotoc¢liga v této praci, je PZA &novana cela

kapitola 2.3
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2.2.4 Antituberkulotika druhé volby

Aminogykosidova antibiotika

Chemickou strukturou se jedna o trisacharidy aasacharidy, které ve své
molekule obsahuji neobvyklé aminosacharidy, typipke tato antibiotika. VSechny
obsahuji nejménjeden aminocukr, v centru molekuly aminocyklitala&é obsahuiji
i jeden neutralni cukr. Diky tomu, Ze obsahuji wwes@olarni aminoskupingi jiné
bazické skupiny, jsou velmi polarni bazické skeniny. Vlivem vysoké polarity a
bazicity se po peroralnim podani prakticky n#sisavaji, proto P Iéché
systémovych infekci je nutnd nitrosvalova nebooditni infuze. Mechanismus
Gcinku spaiva v inhibici syntézy bilkovin, ktera vznika zasam na tiznych mistech

ribozomu®>*’

Aminoglykosidy jsou skupina baktericidnich antilkose spektrem té#i
vSech gramnegativnich mikrdppavodre ziskanych ziznych druli steptomycet.
Pati mezi nejstarSi antibiotika, u nas jsou vSak sf@errné Siroce pouzivana
nemocnéni antibiotika. SirSimu uZivani aminoglykositrani jejich nefrotoxicita a
ototoxicita. K |&€b¢ tuberkulozy se pouziva streptomycireKdy fazen k prvni linii

antiTB), amikacin, kanamyciH:**

OH
HoN
2 OH OH OH OH
L5 HoN,, o, O, A _OH
HO" ™~ OH OH
6//@0/ ~OH HO” BN NHo ™~ “OH
O ‘. W ‘. i 2 2
H,oN O -
2 \/\‘)k” NHo ‘OH HO NH,
OH
NH,
amikacin kanamycin
Polypetidova antibiotika

Pati mezi jedny z neginngjSich antibiotik, jejich praktické pouZiti je vSak
limitované fadou nezadoucich ¢inka, predevSim nefrotoxicitou. Polypeptidova

antibiotika jsou obvykle sisi rekolika chemickych individui, izolovanychigodns
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Z jednoho zdroje. ¥Sinou jsou to cyklické peptidyasto obsahujici aminokyseliny
D-fady a jiné neobvyklé aminokyseliny. Dale obsahugimdnokyseliny a rovéz
jsou sowasti jejich struktury neaminokyselinové stavebdnjky jako heterocykly,
organické kyseliny a sacharidy. MechanismuiKku spa&iva v inhibici syntézy

proteini. 1334

Jako antiTB druhé volby se ze skupiny polypeptiddvantibiotik pouziva
kapreomycin. Je to udezité parenteralni &&vo pro I&bu rezistentni TB.
Kapreomycin je nefrotoxicky a ototoxicky, i@e se objevit tinnitus, hluchota a
vestibularni poruchy. Injekce vyvolava lokalni ksileost a mohou se vyskytnout i

sterilni abscesy*

L H R = CH3 nebo CH,OH
N ,\\N NH2
R
oy
NH, O o} NH
0~ "NH,

Fluorochinolony

Jedna se o derivaty 1,4-dihydro-4-oxochinolin-3bkeaylove kyseliny, resp.
jejich cyklickych azaanaldg Mechanismus dinku sp@iva v inhibici bakterialni
topoisomerasy Il (DNA-gyrasy) a bakteriadlni topomssmasy 1V, t. ATP-
dependentnich enzynzodpowdnych za spravnéieiézeni a rorettzeni bakterialni
DNA b¢hem replikace ddewych chromosor Jsou dinné proti fiznym
grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim. Jsaingé (i atypické pneumonii a
pusobi na intracelularni patogeny, jako hapekteré druhy legionel a nackteré

mykobakterie, napM tbc, a na skupind. avium®*3*

Flourochinolony jsou obe¢ndolie snasSeny a&iné nezadouci ¢inky se
vyskytuji u 2-8 % nemocnych, mestjSim nezadoucim dnkem jsou
gastrointestinalni potize v podbhauzey, bolestificha, zvracenéi nechu’ k jidlu.

Fluorochinolony jsou obeé&nkontraindikovany u &i, t¢hotnych a kojicich Zen.

24



Vyjimkou je pouziti u dti s cystickou fibrézou a v Zivot ohrozujicich stal1, kdy

piinos [fevaZi riziko — ohroZeni vyvoje chrupavek®*

Ucinek naM. tbc vykazuji ciprofloxacin a levofloxacin. Fluorochiooy
piedstavuji dlezity piinos v I€bé tuberkuldzy, zejména proti kmém rezistentnim
vaci antituberkulotiiim prvni volby. Rezistence se vyviji rychle, pokud s
fluorochinolon pouzije v monoterapii. Proto se @iw kombinaci se dima nebo
vice dalSimi d@innymi lé&ivy. Fluorochinolon v kombinaci s pyrazinamidem se
mohou pouzit také k prevenci oneméch po styku s aktivni mnohonasabn

rezistentni tuberkul6zot:*>%°
HN V ~\ .
O o T

0O O 0O O

ciprofloxacin levofloxacin

Thioamidy isonikotinové kyseliny

Do této skupinyfadime ethionamid a prothionamid, jedna se o relativ
toxicka bakteriostaticka antituberkulotika. Jejichechanismus dinku spa&iva
v poSkozeni syntézy kyseliny mykolové. V monotergpou nevhodné vzhledem
k rychlému vzniku rezistence a vyznamné toxiciMiZze se vyskytovat zk’ena
rezistence mirného stupmezi isoniazidem a ethionamidem. Maji omezeny ayzn
pii 1é¢bé plicni a mimoplicni tuberkuldzy, kde se podavady v kombinaci s jinymi
antiTB. Ethionamid se pouziva vipac rezistence na antiTB prvni volby a také
v terapii protiMycobacterium aviunkomplexu u pacieiit se syndromem ziskané

imunodeficience viipadt rezistence na &éva prvni volby. Ethionamid vyvolava

intenzivni podrazéhi Zaludku a ¢asto i neurologické ifznaky, je také
hapatotoxicky:>>*
S« NH, S NH;
X X
P P
N N

ethionamid 25 prothionamid



Cykloserin

Cykloserin  je  Sirokospektré  antibiotikum, derivatsoxazolidonu.
Mechanismus d&inku spaiva v inhibici syntézy butné seny citlivych
grampozitivnich a gramnegativnich bakteriiva tbc NejvazijSi toxické @&inky
jsou periferni neuropatie a dysfunkce centralnibovového systémucetns depresi

a psychotickych reakci. Neurotoxicita se snizujgasnym podanim pyridoxint:>*

O

HzN"( 'NH
/
o

Jedna se o jedno znejstarSich antituberkulotikelmiv jednoduchou

Para-aminosalicylova kyselina

strukturou. Mechanismusc¢inku ale stale neni zcela objgsn Kyselina para-
aminosalicylova prawgpodobré pasobi jako alternativni substrat pro metabolismus
folata v M. tbc Tato teorie vychazi ze strukturni podobnosti meaelinoupara-
amnosalicylovou a kyselinopara-aminobenzoovou, coZz by mohlo vést k inhibici
dihydropteroat synthasy v biosyntetické draze sgnttblath. Tato spekulace je
zaloZzena na ddb prostudovanych mechanismeclis@beni sulfonamid jiné
skupiny strukturnich analdg kyseliny para-aminobenzoové. Pisobi ténst
vyhradré naM. tbc Diive patila mezi antituberkulotika prvriady, dnes se jiz t&#h
nepouziva. Nevyhodou byl vznik rezistence a podiavéami vysokych davek. PIlné
davky para-aminosalicylové kyseliny provazeji gastrointedtimapotize, jako je
anorexie, nauzea, fgjem a bolest v nadi$ku. MiZze se objevit peptickyied a
krvaceni.Casto se za 3-8 tydnterapie objevi reakceigcitlivélosti s horékou,
bolestmi klouli, vyrazkami, hepatosplenomegalii, hepatitidou, a@ati a

granulocytopenit>3438

Os_OH
OH

NH,
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2.2.5 Nové zavedena léiva

Pro vyvoj novych potencionalnich antimykobakteréldacinnych |&iv
existuji isné definovana kritéria. Samgimosti je bezpmost I€iva. Dale je snaha
zkracovat dobu kby, proto musi byt &vo (€inngjSi nez stavajici latky. lsévo by
mélo zasahovat nové cile, aby bylo mozné&itleMDR-TB a XDR-TB. L&ivo musi
byt kompatibilni s antiretroviralni terapii, prominnoho pacieitje koinfikovano

HIV, a nesmi vykazovat antagonistickiéspbeni wci jinym antiTB.>®

Bedachilin

Jedna se o néwschvaleny Iék, struktugnde o diarylchinolin, ozngvany ve
studiich také jako TMC207. Bedachilin je povazozanprvni slogeninu novéiidy
velmi &innych I&iv proti TB. Vykazuje velmi nizkou minimalni inhimni
koncentraci (MIC) v rozsahu od 0,030 do 0,i2f@ml vaci kmenuM. tbc H37Rv.
Vykazuje vysokou baktericidni aktivitu jak v pouZsiamostat#y tak v kombinaci se
standardnimi antiTB prvni linie. kba bedachilinem po dobu 6&gicl v kombinaci

se standardnim reZzimem prokézala vysoksnnost a bezpmost?0442

Jeho mechanismustiaku spa@iva v inhibici ¢ podjednotky ATP synthasy,
kterd je lokalizovana v membr&n mykobakterialni biky. Dale zastavuje
energetické procesy a inhibuje reprodukci mykolidikteoz méa za nasledek jejich
smrt. Bedachilin s vysokou specifitou zasahuje g@rovou pumpu, pétbnou
k syntéze ATP. Lidskd ATP synthasa je 20 000 x w#ttiva na bedachilin. Syntéza
de novo ATP je nezbytnd pro Zivotaschopnost nekejptich se mykobakterii.
Bedachilin vykazuje aktivitu proti @éna formam mykobakterii, tedy replikujicim se

i spicim mykobakteriirf#2
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Bedachilin je vysoce dinny proti citlivym i rezistentnim formam TB. FDA
proto povolila zrychlené schvaleni bedachilinu &EMDR-TB u dosglych i pres
zavazné obavy o jeho bezpest. Mezi & pati vysoka umrtnost, arytmie, kumulace
ve tkanich a zvySena hladina transaminas. Mezii da#zadouci &nky pati
anorexie, bolest klout) bolest na hrudi, bolesti hlavy, hemoptyza, zvy&nylasy,
existuje take riziko prodlouzeni QT intervalu, l&ge teba monitorovat. Bedachilin

je metabolizovan cytochromem CYP 3A4, proto se mibsi na jeho interaké&*®

Delamanid

Je I&€ivo struktury nitroimidazolu-oxazolu, ve studiicher@ovan jako
OPC-67683. Jedna se o orélpodavany prekurzor, jehoz metabolityspbi na
mykobakterialni bu&gcné sény, kde blokuji syntézu kyselin methoxy-mykolovyah
keto-mykolovych. Nitroimidazoly zabijeji bakterieBTprodukci oxidu dusnatého,
ktery vznika pi metabolizaci l&iv této struktury** Vykazuje mimdadrs nizké MIC
v rozmezi od 0,006 do 0,024/ml in vitro, kde bylo prokazano, Ze je 4-64, 2-32
128-256, 64-512, 8-16 a 4-16 krat nizSi nez rifammpi isoniazid, ethambutol,
streptomycin, CGI-17341 a pretomanid, v danéntagp Jeho vyhodou je, Ze
neovliviiuje jaterni enzymy a prototrae byt pouzit v kombinaci s antiretroviralnimi
latkami u pacierit s koinfekci HIV#04144

Nejcastji hlaSené nezadoucicimky jsou pomdrné nezavazné, jedna se
piedevsim o nevolnost, zvraceni, za¥rdtypokalémii, paresthesi, uzkost a tremor.
Ovlivnéni QT intervalu v kombinaci s jinymi dévy a podani u &i, t¢hotnych Zzen a

star&ich osob je je&ve fazi klinického zkouserdt.

Pouziti delamanidu WHO dopatuje v gipadech, kde neni mozno pouzit
standardni l&bny rezim, nap pifi nesnasenlivosti stavajicich¢ie. Dale jej lze
pouzit u pacieritse Spatnymi vysledky (tj. v pokfilém a rozsahlém stadiu nemoci).
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Pri doke lécby 6 mesioi v kombinaci s optimalizovanym zakladnim rezimem

prokazal vysokou &innost a snasenlivo&t**

Pretomanid

O N O'

F o\“"'l/\r\/)ih(\o
ST

Chemickou strukturou se jedna o latku typu nitroiaziolu, v klinickych
studiich je oznéovan jako PA-824. Pretomanid vykazuje silnou ankiabakterialni
aktivitu, nevykazuje zadné znamky mutagenity. Vyfazmizkou MIC v rozmezi od
0,015 do 0,25ug/ml, ktera se podoba isoniazidu. Pretomanid vyjeabaktericidni
aktivitu na olg replikatni stadiaM. tbg inhibuje syntézu komponénburgcné sény
mykobakterie a ketomykolatu. Mezasté nezadoucicinky paki hyperurikémie,
nevolnost a zvraceni. Prodlouzeni QT intervalu febyozorovano. Vykazuje
interakci s antiretrovirotiky, ve studiich na zdyek jedincich bylo pozorovano
snizeni koncentrace pretomanidu v plazoi sowasném podavani efavirenzu. Ve
standardni sérii studii nebyly prokazany zadné ayamé interakce cytochromu P450
a zadna vyznamna aktivita proti Sirokému spektrangpozitivnich a gram-
negativnich bakterii. Pretomanid prokazal vysokotinnbst a bezpmost v

kombinaci s moxifloxacinem a pyrazinamidé.
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Obréazek 4 Nové Iéky proti tuberkuléze v sotiasném vyvojoveé linii. Frevzato (se

svolenim) z Expert Opinion on Investigational Drugg®
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2.3 Pyrazinamid

0
N

‘ AN NH,

[JA
N

Pyrazinamid (PZA) je kBvo prvni linie pro |ébu TB. Poprvé byl
syntetizovan v roce 1936. Jako antituberkulotikuyh goprvé pouZzit v roce 1952.
Jednd se o chemoterapeutikum s bakteriostatickybalktericidnim dinkem s velmi
uzkym antibakteridlnim spektrenM( tbc, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium
avium). Pasobi na intracelulatnuloZzend mykobakteria. Pouzivd se v kombinaci
s isoniazidem, rifampicinem a ethambutolem. NikdyngpouZiva samostatrCasto
se také pouziva prodéu MDR-TB. Hraje jedinénou uUlohu pi zkraceni doby &y
TB. Zkracuje dobu by z 9-12 ndsiai na 6 ngsiai.'”?24°

2.3.1 Mechanismus &inku

N CONH, N
[ \j/ nikotinamidasa/pyrazinamidasa [ N
= H =

N 20 N

PZA je prol&€ivo, které vstupuje do bakterie pomoci pasivni zifUAktivni

COOH

lé¢ivo vznika pomoci enzymu nikotinamidasy (pyrazindasy) uvnit
tuberkulotické biiky, kde vznika antimykobakteri&nvelmi aktivni pyrazin-2-
karboxylova kyselina (POA). Ta je naslédefluxem vypuzena z mykobakteria.
V kyselém extracelularnim prdsti se kyselinafpvede na protonizovanou formu a
pasivni difazi se aff dostavd do mykobakterialni fiky, kde dojde k uvoleni
ziskaného protonu. Tento cyklus se stale opakwg,vede k acidifikaci vnihiho
prostedi mykobakteria a hromaadi POA, dochazi tak k inhibici zivatrdalezitych

enzymi mykobakterig>*>*47
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Obrazek 5 Model mechanismu éinku PZA*
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PZA pasobi jako kompetitivni inhibitor vazby kofaktoru NMPH na enzym
FAS | (Fatty Acid Synthase NI. tbc zodpo¥dného za syntézu mykolovych kyselin.
POA se také vaze na FAS |, i kdyZz na jiném #&is¢Zz PZA a NADPH. Bylo

zZjisteno, Ze vazba na FAS | je podstasilngjSi u latek odvozenych od 5-chlor POA

nebo jejich esteér*®*°

Bylo zjiS&no, Ze akumulace POA naruSuje membranovy poteridiy je
dulezity pro transport mnoha Zivin a zasahuje tak wooby energie, ktera je

nezbytna pro feZiti M. tbc Dochézi tedy k naru$eni transportni funkce mempta

POA interaguje s ribozomalnim proteinem S1 (Rpd4@ry je zapojen do
trans-translace. Trans-translace je proces, veérktetochazi k zachranibozom,
které se pozastavily v fiochu dekddovani mRNA. Kibvym krokem trans-translace
je navazani tmRNA na RpsA. POA po navazani na RpsRuje prd¢ vazebné
misto pro tmRNA, ¢imZ dochazi k zastaveni trans-translace. V podromka
bunééného stresu vyvolaného rfapréjSim prostedim (nizké pH, nedostatek Zivin)
vzrasta p@et chyb pi translaci a ndista tak i vyznam opravného trans-tratisiao
procesu. Bakterigasto reaguji f&chodem do dormantniho stavu. Mechanismus
acinku PZA zaloZeny na inhibici trans-translace takZzm dolie vyswtlit znamy
fakt, Ze PZA je @inngjSi v kyselém progedi a ma sterilizujicidinky i na dormantni

subpopulac#/. tbc*
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Aspartat dekarboxylasa (PanD)fepadi L-aspartat na R-alanin, ktery je
pottebny pro syntézu pantothenatu (vitamin B5), ktexymjimo jiné nutny pro
syntézu koenzymu A (CoA), coz je teini molekula veSkerého energetického
metabolismu a umaiije, aby byly sacharidy, tuky a proteiny vyuzitkgazdroj
energie. POA prawgodobr inhibuje enzymatickou aktivitu PanD

v mykobakterialni biice>*

2.3.2 Farmakokinetika PZA

Po peroralnim podani se Uplnsttebava. Velmi doke pronika do tkani a
séra, vetre CNS. Vazba na plazmatické bilkoviny je asi 25 %.jeKo
biotransformaci na aktivni metabolit POA dochazatvech. Vylkuje se pevazri
formou metabolii maci, casteéné pak ZIgi. Jeho biologicky pokas je 9-12 hodin.

U pacient s €Zkou poruchou ledvin se prodiuZuje aZ na 26 hotfh.

2.3.3 Nezadouci @inky

PredevSim se jedna o hepatotoxicitu, ktera je zavialfpodané davce. Dale
se mize objevit nauzea, zvraceni, bolesti hlavy a Zaludiespavost, zaveatMéns
casto pak cholestaticky ikterus, vzadmyperurikémie, akutni zachvat dny, alergické

koZni reakce a gdenil’ 2122

2.3.4 Davkovani

NeliSi se u dosplych a dti. Vinicidlni a pokré&ovaci fazi se podava
15-30 mg/kg (maximakh 2 g) kazdych 24 hodin. V pokfavaci fazi terapie
alternativié¢ 30-60 mg/kg (maximath3 g) 3 x tyd®, nebo 50-70 mg/kg (maximain
4 g) 2xtyde. Delka terapie je individualni. V kombinaci s dsfai

antituberkulotiky niZe trvat i gkolik mesioi.??

V CR je dostupny v ramci specifickéhaébného programu.
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2.4 Mikrovinna syntéza

2.4.1 Princip

Mikrovinné z&eni je elektromagnetické izhni, jehoz frekvence se pohybuje
vrozsahu 300 aZz 300 000 MHz. Pre@decké gely je preferovana frekvence
2450 MHz. Mikrovinné z#eni je tvdeno elektrickym a magnetickym polem,

nicmérg jen elektrické poleifispiva k olievu latky>*>3

Pfi tradicnim olrivani latky je pouzivdn externi zdroj tepla. Tepe
k reakeni smesi dostava skrze &ty nadoby. Toto je velmi pomala a neefektivni
metoda penaSeni energie do systému, protoZze zavisi nantepeldivosti éiznych
materiati. Ohrev pomoci mikrovinného #¥a@ni je odliSny proces. Mikrovinytgobi
piimo na molekuly, obsazené v réaksntsi, coz vede k rychlému ni#stu teploty.
Vysledkem je i lokalni fehiati reakni snmési a to bd” mechanismem dipdélové
rotace, nebo iontové vodivosti. Dipdlova rotaceirjeerakce, fi které se polarni
molekuly snaZi vyrovnat s rychle seémicim elektrickym polem mikrovin. A prév
tento rot&ni pohyb vede kignosu energie. Druhou moznostemosu energie je
iontové vedeni. Jestlize jsou v réak snEsi pritomny volné ionty nebo iontové
skupiny, bude dochéazet k jejich pohybu vlivem elekého pole. To rowt¥ zpisobi
piehrati, jak jiz bylo popsano vyse. Teplota latky takdiviiuje iontovou vodivost,

se zvysuijici se teplotou s&epos energie se stavéinngjsim >4

2.4.2 Mikrovinna syntéza esterfi

Mnoho syntetickych aromatickych estemize byt gipraveno esterifikaci
karboxylové kyseliny alkoholem wipomnosti silné mineralni kyseliny, reakci
alkoholu s chloridem kyseliny v prdsti indiferentni baze, nebo transesterifika
reakci. Nicmére tyto reakcecasto vyzaduji velky ifgbytek jednoho z reaktant
(obvykle alkoholu), pouziti toxickych rozpotidel a vysokych teplot, aby se dosahlo
dostaténého vytzku kon€ného produktuV mnoha pipadech mize pouziti silnych

mineralnich kyselin jako Kkatalyzator procesu esterifikace #pobit tvorbu
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nezadoucich vedlejSich prodiiktTento jev znatekh sniZzuje @innost syntézy a

zvysuje vyrobni néklady?

Pouziti mikrovinné technologie umiafje rychlou, hladkou a spolehlivou
piipravu nejiznéjSich biologicky aktivnich molekul. \fact pripadi mikrovinna
syntéza vede k dramatickému snizeni &aékloby a k pipraw konenych produki
s vysokowistotou. Pomaha takéipiipraw slowenin, které je obtizné syntetizovat
za pouziti tradinich zmisohi syntézy. Mikrovinna syntéza se neomezuje jen na
vyzkum antituberkulotik, ale je dnes Siroce poudiv& mnoha oblastech

farmaceutické chemi:>®

Pro porovnani syntézy organickych est&onvertni metodou a s pomoci
mikrovinného zé&eni mizeme uveést jakoifklad pipravu estar kyseliny skdicove
s dlouhymitetzci. K mikrovinné syntéze byl vyuzit mikrovinny td¢ar RM-800
multimode microwave reactor, Plazmatronika, Wrogtd®olsko. V obou typech
reakci probihd syntézatipteplo€ 140 °C bez rozpouidla. V tabulce 3 je
znazorrno porovnani reakich dob reakci, kde je zcela patrné, Ze vyuzikirowin

vyznamr zkracuje reabni dobu pipravy estel pii stejné vygznosti reakcé®

Obréazek 6 Struktury esteni™
X I \/':\/Q
C/%/\GJ\/\(G%DMO :
| 0 0
Ia
0

i L
gw\ GW L}MGMD

o) Q
13]

WOM(]TD%DWQ

0 0
WDWU%GW“ \/"%/@

S 9 o
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Obrazek 7 Reakni schéma*
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Tabulka 3 Doba a vygzky reakci pfi uziti konvenéni metody syntézy a mikrovinné

syntézy*
Doba reakce Vytzek reakce (%)
Slowenina
Konvenéni metoda Mikrovinna syntéza Konverni metoda Mikrovinna syntéza
la 30h 10 min 90 90
1b 37h 12 min 91 90
1c 42 h 14 min 91 92
1d 51h 17 min 92 92

36



3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité pristroje a chemikalie

U vSech chemikalii, které byly v praci pouzity, pybwieny fyzikalni
konstanty, rozpoudtila byla ged pouzitim vysuSena a &igtena obvyklym

zpasobem.

Cistota latek a kontrola pbshu reakci byla monitorovana pomoci
tenkovrstvé chromatografie (TLC), ktera byla prosréad na deskach Merck, Silica
gel 60 hkss Vyvijeci soustavu pro kyseliny tiita voda:kyselina octova
(99%):butanol v porru 5:1:4, pro estery propanol:amoniak (20% vodratak) 3:1.

Detekce byla provagha pod UV lampou s vinovou délkouieai 254 nm.

Pripravované latky se syntetizovaly v mikrovinnémkteau CEM Discover s
autosamplerem Explorer 24. Produkty syntézy bylgétmhy a @ecisStény pomoci
preparativniho chromatografu CombiFlash® (Teledigwe, Inc. Lincoln, Nebraska,

USA).

Teploty tani syntetizovanych latek se stanovovatyexkené kapilée pomoci
piistroje Stuart Scintiefic, SMP (Bibby Sterling LTDK). Vysledné hodnoty jsou

nekorigovane.

Elementarni analyzy byly provedeny pomoci analyzatdicro Cube
Elemental Analyzer (Elementar Analysensysteme Gmbldnau, Nmecko) na

Katede farmaceutické chemie a kontrolgilé(pani Vénceslava Hronova).

'H-NMR a ®*C-NMR spektra byla zitena pomoci spektrometru Varian
VNMR S500 (Varian Corp., Palo Alto, CA, USAYidrekvenci 500 MHz prdH a
125 MHz pro*®C, na Katete organické a anorganické chemie (doc. PharmEr. Ji
Kunes, CSc.). Spektra byla zaznamenana v DM6@ebo v deuterovanem CDLCI
pii laboratorni teplat Chemické posuny byly zaznamenany jako hodndty
v jednotkach ppm a jsou némo vztazeny k tetramethylsilanu (TMS) jako signaly

rozpoustdla.
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Retergni faktor k byl zmeten pomoci kapalinového chromatografu Agilent
Technologies 1200 SL s detektorem diodového pole GL315C (Agilent
Technologies Inc., Colorado Springs, CO, USA);isdgolonou ZORBAX XDB-
C185um, 4 x 4 mm, Part No. 7995118-504 (Agilent Techga@e Inc.) a kolonou
ZORBAX Eclipse XDB-C18 5um, 4.6 x 250 mm, Part No. 7995118-585 (Agilent
Technologies Inc.) na Kat&sl biofyziky a fyzikalni chemie (Ing. Vladimir Kutsk,
CSc.). Separmi proces byl kontrolovan pomoci Agilent ChemStaticerze B.04.02

rozSitenym o spektralni modul (AgilentTechnologies Inc.).

Veskeré vzorce chemickych skmnin a hodnoty vztahujici se Kk jejich
fyzikalné-chemickym vlastnostem (lo§ a Clog P) byly vytvoreny a vypdéteny
pomoci programu CS ChemBioDraw Ultra, verze 14.Maf@bridgeSoft, MA,
USA).
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3.2 Vychozi latky

1) anilin

NH,

Sumarni vzorec: /N
M. h.: 93,13 g/mol
logP: 1,23

ClogP: 0,915

2) 2,5-dimethylanilin

Sumarni vzorec: §1;:N
M. h.: 121,18 g/mol
logP: 2,21

ClogP: 1,863

3) 4-ethylanilin

NH,

Sumarni vzorec: §1;:N
M. h.: 121,18 g/mol
logP: 2,14

ClogP: 1,943

4) 2,4-dimethoxyanilin

Sumarni vzorec: §£11:NO, /o
M. h.: 153,18 g/mol

log P: 0,98

ClogP: 1,2135
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5) 3,4-dichloranilin

Sumarni vzorec: HsCN
M. h.: 162,01 g/mol

log P: 2,35

ClogP: 2,599

6) 4-bromanilin

Sumarni vzorec: §1gBrN
M. h.: 172,03 g/mol

log P: 2,06

ClogP: 2,058

7) 2-aminofenol

Sumarni vzorec: H;NO
M. h.: 109,13 g/mol

log P: 0,84

ClogP: 0,618

8) 2,4-difluoranilin

Sumarni vzorec: §sFN
M. h.: 129,11 g/mol
logP: 1,55

ClogP: 1,499
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9) 4-(trifluormethyl)anilin

Sumarni vzorec: £gF3N
M. h.: 161,13 g/mol
logP: 2,15

ClogP: 2,288

10)2-amino-4-nitrofenol

Sumarni vzorec: §1sN.03
M. h.: 154,13 g/mol

log P: 0,62

ClogP: 1,177

11)2-amino-4-chlorfenol

Sumarni vzorec: HsCINO
M. h.: 143,57 g/mol

logP: 1,4

ClogP: 1,7118

12)5-fluor-2-methylanilin

Sumarni vzorec: {HgFN
M. h.: 125,15 g/mol
logP: 1,88

ClogP: 1,787
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13)2-chlor-5-methylanilin

Sumarni vzorec: {sCIN
M. h.: 141,60 g/mol

log P: 2,28

ClogP: 2,407

14)3-(trifluormethyl)anilin

Sumarni vzorec: EgF3N
M. h.: 161,13 g/mol

log P: 2,15

ClogP: 2,288

15)4-nitroanilin

Sumarni vzorec: §1sN20,
M. h.: 138,13 g/mol
logP: 1,01

ClogP: 1,258

16)N1,N1-dimethylbenzyl-1,4-diamin

Sumarni vzorec: §1oN;
M. h.: 136,20 g/mol
logP: 1,52

ClogP: 1,08
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3.3 Postup pripravy derivatu 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-

karboxylové kyseliny

o NH, 0
R
N N
X X O
I — (Y

P P
N N

o)

COOH

Reakce byla provéa dle dive publikovaného postupt.

V Erlenmayerow baice jsem rozpustila 1g (6,7 mmol) anhydridu kyseliny
pyrazin-2,3-dikarboxyloveé ve 40 ml tetrahydrofurgfiiiF). K tomuto roztoku jsem
v jedné davce ipdala gislusny anilin (6,7 mmol). Tuto sfm, opatenou
magnetickym michadlem jsem nechala 1 hodinu michanagnetické mickiee za
laboratorni teploty. Ribéh reakce jsem kontrolovala pomoci TLC v soustav
voda:kyselina octové:butanol 5:1:4. Poté jsem keéssmridala 30 ml vody. Dale
jsem postup& pridavala hydrogenuhlitan sodny, dokud nebylo pH roztoku rovno 6.

Vysrazeny produkt se odfiltroval, promyl vodou &in& se vysusit v exsikatoru.

Pokud nedoSlo kvysraZzeni produktu, radk smés se vyitepavala
ethylacetatem. Spojené organické vrstvy se vysudiBzvodym Ng50O, a
rozpoustdlo se odstranilo na ratai odparce za sniZzeného tlaku. ¥pact potreby

se produkt rekrystalizoval z ethanolu.
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3.4 Postup pripravy esteni 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-

karboxylové kyseliny

]
R
N
| N N st04 CH;OH
= nnkrovlny

N COOH

Do silnostnné zkumavky uené pro mikrovinnou syntézu jsem navazila
250 mg substituované 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-gbkaylové kyseliny. Vychozi
kyselinu jsem rozpustila ve 2-3 ml (nadbytek) matiia a gidala 1-2 kapky HSO,.
Do zkumavky jsem iidala michadlo a uz&ela gumovym Wkem. Reakce probihala
v mikrovinném reaktoru po dobu 20 minut peplot 120 °C a vykonu 50W. Rib¢h
reakce byl po skamni reakce zkontrolovan pomoci TLC v soustav
propanol:amoniak 3:1. Re&ki snts byla naadsorbovana na silikagel, vysuSena na
vakuové odparce a rodéna pomoci preparativniho chromatografu. Jako mbbi
faze byla pouzita sés hexanu a ethylacetatu, produkt byl eluovan gradie@u
separaci v rozmezi 50-100 % ethylacetatu v hexX@ysledny produkt byl vysusen a

odeslan k naslednym analyzam attest
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3.5 Nové pripravené sloweniny

3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylova kyselina”’

Oznafeni: LSVL2 Sumaérni vzorec: CioHgN3O3 M.h.: 243,22 g/mol
log P: 0,57 Clog P: 0,7287 log k: -1,6214
Teplota tani: 163,1-164,6 °C

(0]
Vzhled: switle Zluta krystalicka latka f‘\ /@
N
H

N

X
Vytéznost reakce: ‘

N/

1,4667 g (90,5 %)
Elementarni analyza:

teoreticka: C 59,26 %; H 3,73 %; N 17,28 %; O 1943

zjisttna: C 59,34 %; H 3,61 %; N 17,24 %
R (ATR-Ge, cm'): 3341 (N-H, CONH), 3051 (O-H, COOH), 1712 (C=0, Ca)Q
1682 (C=0, CONH)*H NMR (500 MHz, DMSO) & 13.77 (bs, 1H, COOH), 10.75
(s, 1H, NH), 8.92 — 8.86 (m, 2H, pyrazin), 7.80.#5/(m, 2H, Ar), 7.40 — 7.34 (m,

2H, Ar), 7.16 — 7.11 (m, 1H, Arj*C NMR (126 MHz, DMSO) § 166.45, 162.61,
146.40, 145.85, 145.80, 144.69, 138.57, 128.98,3824.20.25.

COOH

3-[(2,5-dimethylfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylova kyselina

Oznafeni: LSPJ1  Sumaérni vzorec: Ci4H13N303 M.h.: 271,28 g/mol

logP: 1,54 ClogP: 1,0766 log k: -1,4323
Teplota tani: 177,4-178,8 °C o
Vzhled: Seda krystalicka latka .
X N
‘ H
Vytéznost reakce: { >
N COOH

1,4645 g (81,0 %)
Elementarni analyza:

teoreticka: C 61,99 %; H 4,83 %; N 15,49 %; O 276

zjisttna: C 62,46 %; H 4,73 %; N 15,53 %
IR (ATR-Ge, cm™): 3339 (N-H, CONH), 2918 (O-H, COOH), 1687 (C=0, CON
'H NMR (500 MHz, DMSO0) § 13.75 (bs, 1H, COOH), 10.15 (s, 1H, NH), 8.91 —
8.87 (m, 2H, pyrazin), 7.40 — 7.38 (m, 1H, Ar),4@,J = 7.7 Hz, 1H, Ar), 6.99 —
6.95 (m, 1H, Ar), 2.28 (s, 3H, G 2.22 (s, 3H, Ch; *C NMR (126 MHz,
DMSO) 6 166.53, 162.37, 146.50, 145.90, 145.30, 144.68,483 135.36, 130.39,
129.06, 126.63, 125.43, 20.80, 17.39.
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3-[(4-ethylfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylova kyselina

Oznafeni: LSPJ2  Sumaérni vzorec: Ci4H13N303 M.h.: 271,28 g/mol
log P: 1,47 ClogP: 1,7567 log k: -1,4586
Teplota tani: 159,1-159,9 °C

Vzhled: béZové krystalicka latka 0 /@/\
ﬁ |

"N
Vyté&znost reakce: |

1,7857 g (98,8 %) Z
Elementarni analyza:

teoreticka: C 61,99 %; H 4,83 %; N 15,49 %; O 1®69

zjisttna: C 58,07 %; H 5,24 %; N 14,57 %
IR (ATR-Ge, cm™): 3314 (N-H, CONH), 2972 (O-H, COOH), 1704 (C=0, COQH
1664 (C=0, CONH)*H NMR (500 MHz, DMSO § 10.68 (s, 1H, NH), 8.90 — 8.86
(m, 2H, pyrazin), 7.71 — 7.65 (m, 2H, Ar), 7.23 A& (m, 2H, Ar), 2.58 (qJ = 7.6
Hz, 2H, CH), 1.17 (t,J = 7.6 Hz, 3H, CH); *C NMR (126 MHz, DMSO)

166.50, 162.32, 146.52, 145.79, 145.67, 144.60,8139136.24, 128.16, 120.32,
27.85, 15.88.

COOH

3-[(2,4-dimethoxyfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylova kyselina

Oznafeni: LSPJ3  Sumaérni vzorec: Ci4H13N30s M.h.: 303,27 g/mol

log P: 0,32 Clog P: 0,0367 log k: -1,5488
Teplota tani: 199,6-200,3 °C
(o}
Vzhled: Zluta krystalicka latka o ™~
N

s X N

Vytéznost reakce: [ H
1,7134 g (84,8 %) 7 Dcoon N

Elementarni analyza:

teoreticka: C 55,45 %; H 4,32 %; N 13,86 %; O 268,38

zjisttna: C 55,46 %; H 4,31 %; N 13,84 %
IR (ATR-Ge, cm™): 3309 (N-H, CONH), 3129 (O-H, COOH), 1741 (C=0, Ca)Q
1667 (C=0, CONH)*H NMR (500 MHz, DMSO) & 13.73 (bs, 1H, COOH), 9.95
(s, 1H, NH), 8.91 (dJ) = 2.4 Hz, 1H, pyrazin), 8.87 (d,= 2.4 Hz, 1H, pyrazin), 8.11
(d,J=8.8 Hz, 1H, Ar), 6.70 (d] = 2.6 Hz, 1H, Ar), 6.58 — 6.55 (m, 1H, Ar), 3.89 (
3H, CH), 3.77 (s, 3H, CH; *C NMR (126 MHz, DMSO) & 166.87, 160.06,

157.18, 150.63, 147.69, 146.60, 144.22, 142.07,2821119.89, 104.50, 99.14,
56.27, 55.56.
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3-[(3,4-dichlorfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylov & kyselina

Oznafeni: LSPJ4  Sumérni vzorec:C;o,H7CoN3O;  M.h.: 312,11 g/mol
log P: 1,69 Clog P: 2,0525 log k: -1,3840
Teplota tani: 290,0-292,1 °C

Cl
Vzhled: bila krystalicka latka 0 /@i
Vytéznost reakce: " . o
1,7673 g (85,0 %) | P
Elementarni analyza: N COOH
teoreticka: C 46,18 %; H 2,26 %; Cl 22,72 %; N4B3%, O 15,38 %

zjisttna: C 46,18 %; H 2,24 %; N 13,32 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3274 (N-H, CONH), 2898 (O-H, COOH), 1724 (C=0, Ca)
1671 (C=0, CONH)!H NMR (500 MHz, DMSO) § 11.10 (s, 1H, NH), 8.92 (d,=
2.5 Hz, 1H, pyrazin), 8.90 (d,= 2.5 Hz, 1H, pyrazin), 8.16 (d,= 2.4 Hz, 1H, Ar),
7.77 —7.71 (m, 1H, Ar), 7.63 (d,= 8.8 Hz, 1H, Ar);”C NMR (126 MHz, DMSO)

0 166.35, 162.94, 146.51, 146.23, 145.03, 144.78,663 131.26, 130.96, 126.00,
121.49, 120.37.

3-[(4-bromfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylova kyselina

Oznafeni: LSPJ5  Sumaérni vzorec: C1oHgBrN3;Os M.h.: 322,12 g/mol
logP: 1,4 Clog P: 1,6049 log k: -1,4586
Teplota tani: 171,1-171,9 °C

Br

Vzhled: bila krystalicka latka 0 /©/
Vytéznost reakce: "N .
1,8051 g (84,1 %) | i
- . G
Elementarni analyza: N

teoreticka: C 44,75 %; H 2,50 %; Br 24,81 %; N 53%0; O 14,90 %

zjistina: C 39,35 %; H 2,62 %; N 11,55 %
IR (ATR-Ge, cm™): 3312 (N-H, CONH), 2973 (O-H, COOH), 1706 (C=0, Ca)Q
1662 (C=0, CONH)!H NMR (500 MHz, DMSO) & 10.92 (s, 1H, NH), 8.92 — 8.86
(m, 2H, pyrazin), 7.80 — 7.72 (m, 2H, Ar), 7.59 5Z (m, 2H, Ar);**C NMR (126

MHz, DMSO) 6 166.39, 162.75, 146.43, 145.98, 145.55, 144.77,963 131.82,
122.20, 116.16.

COOH
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3-[(2-hydroxyfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylova kyselina

Oznafeni: LSPJ6  Sumaérni vzorec: CioHgN3O, M.h.: 259,22 g/mol
log P: 0,18 Clog P: 0,2917 log k: -1,6628

Teplota tani: 266,4-269,5 °C o
Vzhled: Zluté krystalicka latka
Vytéznost reakce: N\ N
1,6394 g (94,9 %) | / OH
N

Elementarni analyza: COCH

teoreticka: C 55,60 %; H 3,50 %; N 16,21 %; O 2469

zjisténa: C 55,77 %; H 3,39 %; N 16,07 %
IR (ATR-Ge, cm™): 3278 (O-H, OH), 3106 (N-H, CONH), 2854 (O-H, COQH)
1713 (C=0, COOH), 1611 (C=0, CONH NMR (500 MHz, DMSO) § 13.74
(bs, 1H, COOH), 10.31 (s, 1H, OH), 10.15 (s, 1H,)/8t83 (d,J = 2.5 Hz, 1H,
pyrazin), 8.90 (dJ = 2.5 Hz, 1H, pyrazin), 8.24 — 8.20 (m, 1H, Ar)03 — 6.93 (m,
2H, Ar), 6.88 — 6.83 (m, 1H, Ar*C NMR (126 MHz, DMSO0) § 166.92, 160.10,
147.86, 147.12, 146.85, 144.27, 141.64, 125.81,0B2319.93, 119.48, 115.13.

3-[(2,4-difluorfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylov & kyselina

Oznafeni: LSPJ7  Sumarni vzorec:CyoH7FN3O3 M.h.: 279,20 g/mol
log P: 0,89 Clog P: 0,4325 log k: -1,5166

Teplota tani: 187,0-188,0 °C F
Vzhled: Seda krystalicka latka i
Vytéznost reakce: Njfku
1,7496 g (94,1 %) [ P ¢
N

Elementarni analyza: CcooH

teoreticka: C 51,62 %; H 2,53 %; F 13,61 %; N 536 O 17,19 %
zjistena: C 51,41 %; H 2,05 %; N 14,72 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3346 (N-H, CONH), 2906 (O-H, COOH), 1702 (C=0, GO
1654 (C=0, CONHYH NMR (500 MHz, DMSO) & 13.79 (bs, 1H, COOH), 10.54
(s, 1H, NH), 8.91 (d, 1HJ=2.7 Hz, pyrazin), 8.89 (d, 1H=2.7 Hz, pyrazin), 7.86-
7.79 (m, 1H, Ar), 7.42-7.35 (m, 1H, Ar), 7.17-7.1®, 1H, Ar); **C NMR (125
MHz, DMSO)$ 165.4, 162.7, 159.5 (dd, J=245.1 Hz, J=11.4 H&j,1.(dd, J=249.9
Hz, J=12.4 Hz), 146.4, 146.2, 144.8, 144.6, 126d (=9.6 Hz, J=2.9 Hz), 122.0
(dd, J=12.4 Hz, J=3.9 Hz), 111.5 (dd, J=21.9 HR.8+z), 104.6 (dd, J=26.6 Hz,
J=23.9 Hz).
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3-{[4-(trifluormethyl)fenyllkarbamoyl}pyrazin-2-kar boxylova
kyselina

Oznafeni: LSPJ8 Sumarni vzorec: Cy3HgF3N303 M.h.: 311,22 g/mol
log P: 1,49 Clog P: 1,6486 log k: -1,4586
Teplota tani: 153,5-154,7 °C

CFs
Vzhled: bila krystalicka latka o
Vytéznost reakce: N
X N
0,9320 g (89,8%) [ H
(ptipraveno z 500 mg (3,35 mmol) vychozi latky) N/
Elementarni analyza:
teoreticka: C 50,17 %; H 2,59 %; F 18,31 %; N 13&00 15,42 %
zjistna: C 50,42 %; H 2,21 %; N 13,84 %
IR (ATR-Ge, cm™): 3306 (N-H, CONH), 1706 (C=0, COOH), 1669 (C=O,
CONH); *H NMR(500 MHz, DMSO0)8 11.13 (s, 1H, NH), 8.92-8.91 (m 1H,
pyrazin), 8.91-8.89 (m, 1H, pyrazin), 8.08-7.96 @#l, Ar), 7.77-7.70 (m, 2H, Ar);
%C NMR (125 MHz, DMSO)5 166.4, 163.3, 146.4, 146.1, 145.7, 144.8, 142.2,
126.3 (qJ=3.8 Hz), 124.5 (qJ=270.9 Hz), 124.4 (g}=31.4 Hz), 120.2

COOH

3-[(2-hydroxy-5-nitrofenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karb oxylova

kyselnina

Oznafeni: LSPJ9 Sumarni vzorec: Ci2HgN4Og M.h.: 304,22 g/mol
log P: -0,26 Clog P: 0,6726 log k: -1,6214
Teplota tani: 290,0-291,3 °C NO2

Vzhled: switle Zluté krystalicka latka

Vytéznost reakce: N
1,8227 g (89,9 %) [ e

Elementarni analyza: oo
teoreticka: C 47,38 %; H 2,65 %; N 18,42 %; O 3%
zjisténa: C 44,19 %; H 3,13 %; N 17,15 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3271 (O-H, OH), 3116 (N-H, CONH), 3048 (O-H, COQH)

1709 (C=0, COOH), 1610 (C=0, CONH} NMR (500 MHz, DMSO) & 13.73

(bs, 1H, COOH), 12.08 (bs, 1H, OH), 10.25 (s, 1H{)N9.16 (d,J = 2.8 Hz, 1H,

Ar), 8.95 (d,J = 2.4 Hz, 1H, pyrazin), 8.91 (d,= 2.4 Hz, 1H, pyrazin), 8.00 — 7.96

(m, 1H, Ar), 7.11 (dJ = 9.0 Hz, 1H, Ar);*C NMR (126 MHz, DMSO) & 166.66,

161.15, 153.61, 147.46, 147.04, 144.49, 141.76,4839126.02, 121.49, 115.12,
114.78.

OH
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3-[(5-chlor-2-hydroxyfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karb oxylova
kyselina

Oznafeni: LSPJ10 Sumarni vzorec: Cy2HgCIN3O, M.h.: 293,66 g/mol

log P: 0,74 Clog P: 1,2926 log k: -1,5836
Teplota tani: 263,1-265,1 °C cl
Vzhled: Zluta krystalicka latka o
Vytéznost reakce: N
X
1,8875 g (96,5 %) E N
L. . P OH

Elementarni analyza: N COOH

teoretick&: C 49,08 %; H 2,75 %; Cl 12,07 %; N314%; O 21,79 %

zjistena: C 49,69 %; H 2,69 %; N 14,17 %
IR (ATR-Ge, cm™): 3341 (N-H, CONH), 3051 (O-H, COOH), 1732 (C=0, COQH
1701 (C=0, CONH)*H NMR (500 MHz, DMSO § 13.78 (bs, 1H, COOH), 10.68
(s, 1H, OH), 10.16 (s, 1H, NH), 8.94 @~ 2.5 Hz, 1H, pyrazin), 8.90 (d,= 2.4
Hz, 1H, pyrazin), 8.29 (d] = 2.6 Hz, 1H, Ar), 7.07 — 7.03 (m, 1H, Ar), 6.95 { =
8.7 Hz, 1H, Ar);**C NMR (126 MHz, DMSO) § 166.74, 160.59, 147.63, 146.97,
146.02, 144.37, 141.58, 126.94, 124.38, 122.70,301916.21.

3-[(5-fluor-2-methylfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karbo xylova
kyselina

Oznafeni: LSPJ11 Sumarni vzorec:Ci3Hi10FN3O3 M.h.: 275,24 g/mol
log P:1,21 Clog P:0,7339 log k: -1,5166

Teplota tani: 185,0-186,1 °C ¥
Vzhled: béZova krystalicka latka o
Vytéznost reakce: N
1,6860 g (91,9 %) [ fl\ﬂ
Z

Elementarni analyza: COOH
teoretick&: C 56,73 %; H 3,66 %; F 6,90 %; N 13270 17,44 %
zjisténa: C 56,84%; H 3,81%; N 14,93%

IR (ATR-Ge, cm™): 3301 (N-H, CONH), 2983 (O-H, COOH), 1746 (C=0, Cd)Q
1670 (C=0, CONH)!H NMR (500 MHz, DMSO0)3 13.83 (bs, 1H, COOH), 10.26
(s, 1H, NH), 8.92 (d, 1HJ=2.4 Hz, pyrazin), 8.90 (d, 1H=2.4 Hz, pyrazin), 7.51
(dd, 1H,J=9.1 HzJ=2.9 Hz, Ar), 7.01 (dd, 1H]=9.1 HzJ=6.9 Hz, Ar), 7.00 (dt, 1H,
J=9.1 HzJ=2.9 Hz, Ar), 2.25 (s, 3H, Ciit *C NMR (125 MHz, DMSO) 166.4,
162.7, 160.4 (dJ=240.3 Hz), 146.3, 146.1, 145.2, 144.9, 136.9€d10.4 Hz), 131.8
(d, J=8.5 Hz), 127.5 (dJ=2.9 Hz), 112.3 (dJ=21.0 Hz), 111.0 (d}=24.8 Hz), 17.1.

50



3-[(2-chlor-5-methylfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karbo xylova
kyselina

Oznafeni: LSPJ12 Sumarni vzorec:Ci3H10CIN3O3  M.h.: 291,69 g/mol
logP: 1,61 ClogP: 1,1039 log k: -1,4075

Teplota tani: 190,1-191,2 °C
Vzhled: swtle Zluta krystalicka latka o /éj
Vytéznost reakce: N
1,7538 g (90,2 %) [ f}\ﬁ
N/ cl

Elementarni analyza: COOH
teoreticka: C 53,53 %; H 3,46 %, Cl 12,15 %; N414%; O 16,45 %
zjisttna: C 53,88 %; H 3,37 %; N 14,32 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3342 (N-H, CONH), 2964 (O-H, COOH), 1701 (C=0, Ca)Q
1664 (C=0, CONH)*H NMR (500 MHz, DMSO) & 13.79 (bs, 1H, COOH), 10.34
(s, 1H, NH), 8.94 (d) = 2.5 Hz, 1H, pyrazin), 8.91 (d,= 2.5 Hz, 1H, pyrazin), 7.91
(d,J = 2.0 Hz, 1H, Ar), 7.43 (d] = 8.2 Hz, 1H, Ar), 7.09 — 7.05 (m, 1H, Ar), 2.33 (
3H, CH); **C NMR (126 MHz, DMSO0) § 166.56, 161.54, 147.20, 146.73, 144.57,
142.86, 137.65, 133.83, 129.34, 127.35, 124.58,67220.86.

3-{[3-(trifluormethyl)fenyllkarbamoyl}pyrazin-2-kar boxylova
kyselina

Oznafeni: LSPJ13 Sumarni vzorec:Cy3HgF3N3O3 M.h.: 311,22 g/mol
log P: 1,49 ClogP: 1,6486 log k: -1,4867
Teplota tani: 176,3-177,1 °C

Vzhled: swtle Zluta krystalicka latka 0 /@\
Vytéznost reakce: "N N CF
| " 3
2,0124 g (97,1 %) -
Elementarni analyza: N
teoreticka: C 50,17 %; H 2,59 %; F 18,31 %; N 13800 15,42 %
zjistena: C 49,86 %; H 2,75 %; N 13,42 %
IR (ATR-Ge, cm™): 3356 (N-H, CONH), 3064 (O-H, COOH), 1718 (C=0, Ca)Q
1694 (C=0, CONH)*H NMR (500 MHz, DMSO0)5 11.14 (s, 1H, NH), 8.93 (d, 1H,
J=2.4 Hz, pyrazin), 8.91 (d, 1H72.4 Hz, pyrazin), 8.30-8.28 (m, 1H, Ar), 8.01 (d,
1H, J=7.9 Hz, Ar), 7.62 (t, 1HJ=7.9 Hz, Ar), 7.50 (d, 1H]}=7.9 Hz, Ar);"*C NMR
(125 MHz, DMSO) 6 166.4, 163.1, 146.5, 146.2, 145.2, 144.8, 139630,3], 129.7

(g, J=31.4 Hz), 124.3 (9J=271.8 Hz), 123.9, 120.8 (4=3.8 Hz), 116.4 (9)=3.8
Hz).

COOH
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3-[(4-nitrofenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylova ky selina

Oznafeni: LSPJ14 Sumarni vzorec:CqoHgN4Os M.h.: 288,22 g/mol
logP: 0,13 Clog P: 0,5210 logk: -1,5166
Teplota tani: 158,8-159,3 °C NO,
Vzhled: zluta krystalicka latka i /O/
Vytéznost reakce: [N\ﬁ\m
1,1105 g (57,8 %) _
N COOH

Elementarni analyza:
teoreticka: C 50,01 %; H 2,80 %; N 19,44 %; O 3”4
zjisttna: C 34,79 %; H 2,91 %; N 12,93 %

IR (ATR-Ge, cm®): 3129 (N-H, CONH), 1701 (C=0O, COOH), 1598 (C=O,
CONH); *H NMR (500 MHz, DMSO) & 11.27 (s, 1H, NH), 8.74 (d,= 2.6 Hz, 1H,
pyrazin), 8.66 (dJ = 2.6 Hz, 1H, pyrazin), 8.26 — 8.18 (m, 2H, Ar93 (d,J = 8.8
Hz, 2H, Ar); °C NMR (126 MHz, DMSO) & 166.99, 166.35, 149.95, 149.10,
146.11, 144.57, 143.60, 142.63, 125.35, 119.55.

3-{[4-(dimethylamino)fenyllkarbamoyl}pyrazin-2-karb oxylova
kyselina

Oznafeni: LSPJ15 Sumarni vzorec:Ci4H14N4O3 M.h.: 286,29 g/mol
log P: 0,85 ClogP: 0,8937 logk: -1,5166
Teplota tani: 184,2-184,8 °C

Vzhled: hneéda krystalicka latka o "
Vytéznost reakce: N
0,7218 g (37,8 %) [ I
- . G
Elementarni analyza: N

teoreticka: C 58,74 %; H 4,93 %; N 19,57 %; O I8

zjisténa: C 55,03 %; H 5,09 %; N 18,22 %
IR (ATR-Ge, cm™): 3493 (N-H, CONH), 1681 (C=0, CONHJH NMR (500
MHz, DMSO) & 10.48 (s, 1H, NH), 8.86 — 8.84 (m, 2H, pyrazing3/— 7.57 (m,
2H, Ar), 6.75 — 6.70 (m, 2H, Ar), 2.87 (s, 6H, §HC NMR (126 MHz, DMSO0) 5
166.71, 161.46, 147.78, 146.87, 145.65, 145.37,3D44128.22, 121.56, 112.64,
39.20.

COOH
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Methylester kyseliny 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylové

Oznafeni: LS95 Sumarni vzorec: Cy3H11N303 M.h.: 257,25 g/mol
log P: 0,83 ClogP: 0,7710

Teplota tani: 81,8-82,7 °C 0 /@
Vzhled: switle Zluta krystalicka latka "N \
Vytéznost reakce: ‘ o
7 ~
(o}

187,5 mg (71 %)

Elementarni analyza:
teoreticka: C 60,70 %; H 4,31 %; N 16,33 %; O 68/6
zjisttna: C 60,35 %; H 4,55 %; N 16,79 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3349 (N-H, CONH), 1735 (C=0, CO0), 1678 (C=0, CONH
1142, 1087 (C -0, COOIH NMR (500 MHz, DMSO) § 10.83 (s, 1H, NH), 8.96 —
8.93 (m, 2H, pyrazin), 7.81 — 7.76 (m, 2H, Ar),0d47.35 (m, 2H, Ar), 7.18 — 7.12
(m, 1H, Ar), 3.89 (s, 3H, CH; *C NMR (126 MHz, DMSO) & 165.58, 161.96,
146.65, 146.24, 145.52, 145.15, 138.24, 128.95,562420.52, 53.07.

Methylester kyseliny 3-[(2,5-dimethylfenyl)karbamoy]pyrazin-2-
karboxylové

Oznafeni: LS96 Sumarni vzorec: CysH1sN303 M.h.: 285,30 g/mol
logP: 1,81 ClogP: 1,1190
Teplota tani: 132,1-134,6 °C i Ij\
Vzhled: swtle Zluta krystalicka latka "N N
Vytéznost reakce: [ P :\

175,30 mg (67 %) N
Elementarni analyza: o

teoreticka: C 63,15 %; H 5,30 %; N 14,73 %; O 288

zjisna: C 62,71 %; H 5,49 %; B 14,92 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3379 (N-H, CONH), 1735 (C=0, COO), 1683 (C=0, CONH
1121, 1082 (C —O, COOJH NMR (500 MHz, DMSO) & 10.26 (s, 1H, NH), 8.96 —
8.93 (m, 2H, pyrazin), 7.38 — 7.35 (m, 1H, Ar),5Y@,J = 7.7 Hz, 1H, Ar), 7.01 —
6.96 (m, 1H, Ar), 3.88 (s, 3H, GM 2.29 (s, 3H, Ch), 2.21 (s, 3H, Ch); *°C NMR
(126 MHz, DMSO) & 165.65, 161.75, 146.33, 145.63, 145.19, 144.6%,.443
135.29, 130.39, 129.19, 126.81, 125.52, 53.02,72017.34.
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Methylester kyseliny 3-[(4-ethylfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-
karboxylové

Oznafeni: LS97 Sumarni vzorec: CysH1sN303 M.h.: 285,30 g/mol
logP: 1,74 Clog P: 1,7990

Teplota tani: 89,1-90,7 °C i /O/\
Vzhled: swtle hrgda krystalicka latka "N N
Vytéznost reakce: [ P :\

152,5 mg (58%) N
Elementarni analyza: ©

teoreticka: C 63,15%; H 5,30 %; N 14,73 %; O 18/82

zjisttna: C 62,88 %; H 5,23 %; N 14,92 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3356 (N-H, CONH), 1737 (C=0, COO0), 1686 (C=0, CONH
1147, 1083 (C —O, COOJH NMR (500 MHz, DMSO) & 10.76 (s, 1H, NH), 8.95 —
8.92 (m, 2H, pyrazin), 7.72 — 7.67 (m, 2H, Ar),¥27.18 (m, 2H, Ar), 3.88 (s, 3H,
CHs), 2.58 (q,J = 7.6 Hz, 2H, CH), 1.19 — 1.14 (m, 3H, Gt °C NMR (126
MHz, DMSO) & 165.63, 161.69, 146.19, 145.62, 145.12, 145.08,04 135.92,
128.14, 120.59, 53.04, 27.84, 15.84.

Methylester kyseliny 3-[(2,4-dimethoxyfenyl)karbamgl]pyrazin-2-
karboxylové

Oznafeni: LS98 Sumarni vzorec: CysH15N30s M.h.: 317,30 g/mol
log P: 0,58 Clog P: 0,0790
Teplota tani: 192,5-194,2 °C

(e}
o ™~
Vzhled: Zlut4 krystalicka latka "N
N
Vytéznost reakce: [ .
= (e} o

155,30 mg (59 %) N NN
Elementarni analyza: o

teoreticka: C 56,78 %; H 4,77 %; N 13,24 %; O 232

zjistena: C 56,83 %; H 4,56 %; N 13,44 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3367 (N-H, CONH), 1740 (C=0, COO), 1676 (C=0, CONH
1124, 1084 (C —O, COOJH NMR (500 MHz, DMS0)$ 9.99 (s, 1H, NH), 8.95 (d,

J = 2.4 Hz, 1H, pyrazin), 8.94 (d, J = 2.4 Hz, Phrrazin), 8.06 (d, J = 8.8 Hz, 1H,
Ar), 6.71 (d, J = 2.6 Hz, 1H, Ar), 6.59 — 6.55 (i{, Ar), 3.90 (d, J = 6.9 Hz, 6H,

CH 3), 3.77 (s, 3H, CH 3}°C NMR (126 MHz, DMS0)$ 165.88, 159.72, 157.33,
150.75, 146.81, 146.26, 144.91, 142.39, 121.52,601904.56, 99.12, 56.27, 55.56,
53.00.
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Methylester kyseliny 3-[(4-bromfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-
karboxylové

Oznafeni: LS100 Sumarni vzorec:Ci3Hi10BrN3O3;  M.h.: 336,15 g/mol
logP: 1,66 ClogP: 1,6450 Br
Teplota tani: 128,5-130,4 °C i /©/
Vzhled: bila krystalicka latka "X \
Vytéznost reakce: [ _ CH)\

172,40 mg (66 %) N
Elementarni analyza: o
teoreticka: C 46,45 %; H 3,00 %; Br 23,77 %; N502%; O 14,28 %
zjisttna: C 46,11 %; H 2,76 %; N 12,19 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3326 (N-H, CONH), 1742 (C=0, COO0), 1686 (C=0, CONH
1174, 1071 (C —O, COOJH NMR (500 MHz, DMSO)& 10.99 (s, 1H, NH), 8.96 —
8.94 (m, 2H, pyrazin), 7.80 — 7.76 (m, 2H, Ar),&:57.55 (m, 2H, Ar), 3.88 (s, 3H,
CH 3); **C NMR (126 MHz, DMSO0)$ 165.51, 162.07, 146.64, 146.39, 145.18,
144.87, 137.64, 131.79, 122.45, 116.39, 53.10.

Methylester kyseliny 3-[(2,4-difluorfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-
karboxylové

Oznafeni: LS102  Sumarni vzorec:Cy3HoFoN303 M.h.: 293,23 g/mol
logP: 1,15 ClogP: 0,4719

F
Teplota tani: 165,9-167,4 °C i
Vzhled: bila krystalicka latka "N .
Vytéznost reakce: |
G . F

190,00 mg (72 %) N
Elementarni analyza: a

teoreticka: C 53,25 %; H 3,09 %; F 12,96 %; N B34@ O 16,37 %

zjisténa: C 53,36 %; H 2,76 %; N 14,53 %
IR (ATR-Ge, cm™): 3348 (N-H, CONH), 1739 (C=0, CO0), 1693 (C=0, CONH
1143, 1103, 1082 (C -O, COOH NMR (500 MHz, DMSO)8 10.63 (bs, 1H,
NH), 8.96 (s, 2H, pyrazin), 7.82-7.74 (m, 1H, Ar)43-7.36 (m, 1H, Ar), 7.18-7.11
(m, 1H, Ar), 3.87 (s, 3H, CH; *C NMR (125 MHz, DMSO) 165.5, 162.2, 159.7
(dd, J=245.1 Hz,J=13.7 Hz), 155.4 (ddJ=249.9 Hz,J=13.5 Hz), 146.7, 145.5,

143.4, 144.1, 127.2 (dd=9.6 Hz,J=1.9 Hz), 121.7 (ddJ=12.4 Hz,J=3.9 Hz),
111.6 (ddJ=22.0 Hz,J=3.9 Hz), 104.7 (dd]=26.6 Hz,J=23.8 Hz), 53.1.

55



Methylester kyseliny 3-{[4-
(trifluormethylfenyllkarbamoyl}pyrazin-2-karboxylo vé

Oznafeni: LS103 Sumarni vzorec:Cy4H10F3N3O3  M.h.: 325,25 g/mol
logP: 1,75 ClogP: 1,6799

CF,
0]
Teplota tani: 146,8-148,2 °C /O/
Vzhled: bila krystalicka latka EN\ N
Vytéznost reakce: o
N/ DY
(0]

131,60 mg (50 %)

Elementarni analyza:
teoretick&: C 51,70 %; H 3,10 %; F 17,52 %; N 228, O 14,76 %
zjistna: C 51,92 %; H 3,57 %; N 13,01 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3297 (N-H, CONH), 1746 (C=0, COO), 1691 (C=0, CONH
1112, 1063 (C —O, COO¥H NMR (500 MHz, CDCls) & 9.73 (bs, 1H, NH), 8.82
(d, 1H,J=2.2 Hz, pyrazin), 8.69 (d, 1H=2.2 Hz, pyrazin), 7.87-7.84 (m, 2H, Ar),
7.65-7.62 (m, 2H, Ar), 4.09 (s, 3H, GH*C NMR (125 MHz, CDCls) § 166.0,
159.8, 148.0, 146.5, 145.5, 143.1, 141.2, 126.8%83.8 Hz), 126.4 (q)=3.8 Hz),
123.9 (q,J=270.9 Hz), 119.7, 53.4.

Methylester kyselliny 3-[(2-hydroxy-5-
nitrofenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylové

Oznafeni: LS104  Sumarni vzorec: Cy3H10N4Os M.h.: 318,25 g/mol
logP: 0,21 Clog P: 0,7040
Teplota tani: 226,4-228,6 °C

NO>
(0]
Vzhled: switle Zluté krystalicka latka "
Vytéznost reakce: [ N N
157,50 mg (60 %) F ~ ™
Elementarni analyza: I
teoreticka: C 49,06 %; H 3,17 %; N 17,61 %; O 80/
zjiSténa: C 48,76 %; H 3,05 %; N 17,52 %
IR (ATR-Ge, cm™): 3317 (N-H, CONH), 1732 (C=0, COO), 1683 (C=0, CONH
1267, 1095 (C —O, COOIH NMR (500 MHz, DMSO) § 12.10 (bs, 1H, OH), 10.29
(s, 1H, NH), 9.10 (dJ = 2.9 Hz, 1H, Ar), 8.99 (d] = 2.4 Hz, 1H, pyrazin), 8.97 (d,
= 2.4 Hz, 1H, pyrazin), 8.01 — 7.94 (m, 1H, Ar)10(d,J = 9.0 Hz, 1H, Ar), 3.95 (s,
3H, CHy); **C NMR (126 MHz, DMSO0) § 165.71, 160.66, 153.69, 147.28, 146.16,
145.12, 141.83, 139.46, 125.81, 121.65, 115.15,79143.19.

56



Methylester kyseliny 3-[(5-chlor-2-
hydroxyfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylové

Oznafeni: LS105 Sumarni vzorec:Ci3H10CIN3O,  M.h.: 307,69 g/mol
logP: 1,0 ClogP: 1,3470
Teplota tani: 174,2-176,9 °C

al
|
Vzhled: Zluta krystalicka latka N I I
Vytéznost reakce: E h H
189,80 mg (72 %) NN
Elementarni analyza: o
teoretick&: C 50,75 %; H 3,28 %; Cl 11,52 %; N6B3%; O 20,80 %

zjisttna: C 50,39%; H 3,19%; N 13,72%

IR (ATR-Ge, cm™): 3316 (N-H, CONH), 1735 (C=0, COO0), 1681 (C=0, CONH
1148, 1091 (C —O, COOJH NMR (500 MHz, DMSO0) § 10.71 (s, 1H, OH), 10.19
(s, 1H, NH), 8.98 (dJ) = 2.4 Hz, 1H, pyrazin), 8.96 (d,= 2.5 Hz, 1H, pyrazin), 8.25
(d, J = 2.5 Hz, 1H, Ar), 7.09 — 7.03 (m, 1H, Ar), 6.9% (LH, Ar), 3.92 (d,J = 9.0
Hz, 3H, CH); **C NMR (126 MHz, DMSO) & 165.80, 160.17, 147.20, 146.66,
146.10, 145.02, 141.77, 126.72, 124.55, 122.69,311916.23, 53.13.

Methylester kyseliny 3-[(5-fluor-2-methylfenyl)karbamoyl]pyrazin-
2-karboxylove

Oznafeni: LS106  Sumarni vzorec: Ci4H1oFN3O3 M.h.: 289,27 g/mol
logP: 1,48 ClogP: 0,7740
Teplota tani: 174,2-176,9 °C

F
[0}
Vzhled: bila krystalicka latka .
Vytéznost reakce: [ h N

199,70 mg (76 %) F O
Elementarni analyza: Il

teoretick&: C 58,13 %; H 4,18 %; F 6,57 %; N 14/&30 16,59 %

zjisténa: C 57,74 %; H 3,97 %; N 14,26 %
IR (ATR-Ge, cm™): 3375 (N-H, CONH), 1741 (C=0, COO), 1692 (C=0, CONH
1142, 1112 (C -0, COOJH NMR (500 MHz, DMSO)$ 10.36 (bs, 1H, NH), 8.97-
8.95 (m, 2H, pyrazin), 7.49 (dd, 1B9.7 HzJ=2.9 Hz, Ar), 7.33-7.28 (1H, m, Ar),
7.01 (dt, 1H,J=9.7 HzJ=2.9 Hz, Ar), 3.89 (s, 3H, G 2.24 (s, 3H, Ch); *C
NMR (125 MHz, DMSO)s 165.5, 162.0, 160.3 (d]l=240.3 Hz), 146.5, 145.3,

144.5, 144.1, 136.7 (3=10.4 Hz), 131.8 (d)=9.4 Hz), 127.7 (dJ=2.9 Hz), 112.5
(d, J=21.0 Hz), 111.2 (d}=24.8 Hz), 53.1, 17.0.
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Methylester kyseliny 3-[(2-chlor-5-methylfenyl)karbamoyl]pyrazin-
2-karboxylové

Oznafeni: LS107 Sumarni vzorec:Cy4H12CIN3O3  M.h.: 305,72 g/mol
logP: 1,88 ClogP: 1,1440
Teplota tani: 166,7-168,8 °C

(o]
Vzhled: swtle Zluta krystalicka latka N
X
Vytéznost reakce: [ i
= o cl
194,00 mg (74 %) N AN
(0]

Elementarni analyza:
teoretick&: C 55,00 %; H 3,96 %; Cl 11,60 %; N783%; O 15,70 %
zjisttna: C 55,43 %; H 3,85 %; N 13,88 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3349 (N-H, CONH), 1737 (C=0, COO), 1689 (C=0, CONH
1144, 1088 (C —O, COOJH NMR (500 MHz, DMSO) & 10.43 (s, 1H, NH), 8.99 —
8.97 (m, 2H, pyrazin), 7.86 (d,= 2.0 Hz, 1H, Ar), 7.44 (d] = 8.1 Hz, 1H, Ar), 7.12
— 7.05 (m, 1H, Ar), 3.91 (s, 3H, GH 2.33 (s, 3H, Ch); *C NMR (126 MHz,
DMSO) § 165.63, 161.15, 147.02, 146.00, 145.19, 142.83,7B3 133.66, 129.36,
127.60, 124.87, 123.02, 53.13, 20.83.

Methylester kyseliny 3-{[3-
(trifluormethyl)fenyllkarbamoyl}pyrazin-2-karboxylo vé

Oznafeni: LS108  Sumarni vzorec:Ci4Hi1gFsN3O3  M.h.: 325,25 g/mol
logP: 1,75 ClogP: 1,6799 o
Teplota tani: 106,3-108,5C y /@\
Vzhled: #luta krystalicka latka [ \ N o,
Vytéznost reakce: F N
136,20 mg (52 %)
Elementarni analyza: °
teoreticka: C 51,70 %; H 3,10 %; F 17,52 %; N 228, O 14,76 %
zjisténa: C 51,95 %; H 3,41 %; N 12,83 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3357 (N-H, CONH), 1748 (C=0, COO), 1693 (C=0, CONH
1110, 1081 (C —O, COOIH NMR (500 MHz, CDCl3)s 9.71 (bs, 1H, NH), 8.82 (d,
1H, J=2.2 Hz, pyrazin), 8.69 (d, 1H=2.2 Hz, pyrazin), 8.08 (s, 1H, Ar), 7.93 (d,
1H, J=8.0 Hz, Ar), 7.51 (t, 1HJ=8.0 Hz, Ar), 7.43 (d, 1HJ=8.0 Hz, Ar), 4.10 (s,
3H, CHy); *C NMR (125 MHz, CDCls) & 166.0, 159.8, 148.0, 146.5, 145.5, 143.1,
137.4, 131.6 (qJ=33.3 Hz), 129.7, 123.0, 123.7 @271.9 Hz), 121.6 (¢)=3.8
Hz), 116.7 (q,)=3.9 Hz), 53.4.
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N-(4-nitrofenyl)pyrazin-2-karboxamid °®

produkt vznikly neplanovanou dekarboxylacii pesterifikaci kyseliny 3-[(4-

nitrofenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylové
Oznafeni: LS109 Sumarni vzorec: Cy1HgN4O3 M.h.: 244,21 g/mol

logP: 0,54 ClogP: 1,2751

Teplota tani: 241,1-242,2 °C (222 ®v literature) NO2
Vzhled: switle Zluté krystalicka latka " /©/
Vytéznost reakce: N N
67,70 mg (32 %) E —
Elementarni analyza: N
teoretick&: C 54,10 %; H 3,30 %; N 22,94 %; O 596
zjisténa: C 54,03 %; H 2,97 %; 23,16 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3350 (N-H, CONH), 1696 (C=0, CONHJH NMR (500
MHz, DMSO) & 11.30 (s, 1H, NH), 9.31 (d,= 1.5 Hz, 1H, H3), 8.96 (d,= 2.5 Hz,
1H, H5), 8.83 (ddJ = 2.4, 1.5 Hz, 1H, H6), 8.31 — 8.15 (m, 4H, APC NMR (126
MHz, DMSO) § 162.72, 148.24, 144.68, 144.56, 144.51, 143.43,004 124.84,
120.53.

N-[4-(dimethylamino)fenyl]pyrazin-2-karboxamid

produkt vznikly neplanovanou dekarboxylacti pesterifikaci kyseliny 3-{[4-

(dimethylamino)fenyl]karbamoyl}pyrazin-2-karboxylév

Oznafeni: LS110  Sumaérni vzorec: Cy3H14N4O M.h.: 242,28 g/mol
log P: 0,87 Clog P: 1,6295
Teplota tani: 189,1-190,7 °C

l
0 ~
Vzhled: oranzova krystalicka latka
Vytéznost reakce: N\ N
H

135,10 mg (64 %) ‘ _
Elementarni analyza: N

teoreticka: C 64,45 %; H 5,82 %; N 23,13 %; O 860

zjiSt€na: C 64,75 %; H 5,44 %; N 22,99 %

IR (ATR-Ge, cm™): 3351 (N-H, CONH), 1668 (C=0, CONH}H NMR (500
MHz, DMSO) & 10.44 (s, 1H, NH), 9.26 (d,= 1.5 Hz, 1H, H3), 8.89 (d,= 2.5 Hz,
1H, H5), 8.78 — 8.75 (m, 1H, H6), 7.72 — 7.66 (i, Ar), 6.76 — 6.69 (M, 2H, Ar),
2.87 (s, 6H, Ch); **C NMR (126 MHz, DMSO) § 160.88, 147.76, 147.50, 145.51,
143.95, 143.28, 127.94, 121.87, 112.53, 40.52.
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3.6 Metodika testovani

3.6.1 Experimentalni méieni lipofility

Mobilni faze se skladala z methanolu (HPLC grade%j a HO (HPLC-
Milli-Q grade, 30 %). Mieni probihalo  podminkach: pitok 1,0 mi/min,
vstiikovany objem vzorku 2Qul, teplota kolony 30 °C, detéki vinova délka
210 nm, monitorovaci vinova délka 270 nm. Reéténtasy (k) byly m¢teny v
minutach.Cas odpovidajici mrtvému objemu systéms) ftyl urken jako reteéni
¢as Kl v methanolu. Kapacitni fakt&rmpro jednotlivé sloteniny byl vyp@ten podle
vzorce k = (k- tp)/tp. Log k, vypaiteny z kapacitniho faktork, se pouziva jako

index lipofility.

3.6.2 Antimykobakterialni testovani

Antimykobakterialni aktivita noy pripravenych latek byla testovana
MUDr. Pavlou Paterovou z Ustavu klinické mikrobigie Fakultni nemocnice

Hradec Kralové.

Testovani probihalmm vitro na kmeneciM. tuberculosifH37Rv CNCTC My
331/88,M. kansasiiHauduroy CNCTC My 235/80 d. avium subsp. aviut@hester
CNCTC My 80/72, ziskanych odeské narodni sbirky typovych kultur (CNCTC),
Narodniho institutu J@jného zdravi, PrahaCeska republika. Jako kultivai
médium byl pouzit bujon Middlebrook 7H9 sigavkem glycerolu atstového
dophhku OADC (kyselina olejova, albumin, dextrosa, kasal: Himedia, Bombaj,
Indie) s konénym pH 6,6. Pouzita byla mikrodilni metoda ve srovnani
s isoniazidem jako standardem. Testovanécsiomy byly rozpudny a Zedny v
DMSO a smichany distovym médiem do kowkeé koncentrace 100, 50, 25, 12,5,
6,25, 3,125 a 1,56g.m*. Kone&na koncentrace DMSO nigsahla 1% (v/v) a
nentla vliv na fist mykobakterii. Kultury byly gstovany v médiu Middlebrook 7H9
pii teplo® 37 °C ve vlhkém a temném priedi. Antimykobakterialni aktivita byla
stanovena pomoci Alamar blue zbarveni (hodnoti seainé-redulkéni zména

zbarveni z modrého nd#ové za fitomnosti Zivych mykobakterfij po 14 dnech
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inkubace jako minimalni inhibhi koncentrace (MIC) wug.mi?, tj. minimalni

koncentrace testované latky inhibujig$t.

3.6.3 Anifungalni testovani

Pripravené latky byly testovanyiwi osmi kmerim hub (Tabulka 7)n vitro
za pouziti mikrodildniho bujénového testu. Jako kultivé médium byl pouzit
bujon RPMI 1640 s glutaminem, pufrovany na pH 7 &fwlinopropyl-1-
sulfonovou kyselinou (0,65M). Doba inkubace byla4B8ih (u TM 48-72 h)
teplog 35 °C. Zfisob inkubace byl staticky, ve & humidni atmosi&. Odegitani
bylo vizualni, a aktivita byla vyj&dna jako MIC, tj. minimalni koncentrace
testované latky inhibujicitist. Jako standard byl pouzit flukonazol a amfoter®

(hodnoty MIC Ize nalézt v Tabulce 8).

3.6.4 Antibakterialni testovani

Pripravené latky byly testovdny wi osmi bakterialnim kmem
(Tabulka 13)in vitro za pouZziti mikrodildni bujonové metody. Za pouziti Mueller
Hintonova bujonu. Koncentrace inok&éd suspenze byla upravena na 0.5 dle
McFarlandovy stupnice. Zygob inkubace byl staticky, ve &nv humidni atmoste
pii teplot 35 °C. Délka inkubace byla 24-48 h (@seudomonas aeruginosa
72-120 h). Odé&tani bylo vizualni, vyjateno jako MIC, tj. minimalni koncentrace
testované latky inhibujici viditelnyist. Jako standardy byly pouZzity vankomycin
MIC = 0,34-0,69umolt a gentamicin MIG< 0,26-1,05 pmolt.
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3.7 Vysledky

3.7.1 Experimentalni méieni lipofility

Pro substituované 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-kasgové kyseliny byly
experimentalsé zmegieny hodnoty kapacitniho faktoku(vyjadieno jako logk), které
jsou uvedeny u jednotlivych latek. Pro porovnarpagjtanych lipofilnich parameir
log P a ClogP s experimentakh zmetenym logk byly vytvoreny grafy zavislosti
log P na logk (Graf 1) a ClodP na logk (Graf 2).

Graf 1 Zavislost patitaného logP na experimentalrg uréeném logk v sérii 3-
(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylovych kyselin (LSVL2 a LSPJ1 — LSPJ15)

2.5
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- body nezahrnuté do
Q. 2-Mc-5-Te . ¢ linedrni regrese
-
1 O - - - - 4-CF3 ¢
8> : 2-011-5-Cls” @ 2,4-diF 4ot
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: a7 & 2,4-diOMe
|~ e 20l & 4-NO»
OO T 1 L] 1
a1.6 -1.5 -1.4 -1.3
-0.54d  2-0B-5N0: log k

Graf 2 Zavislost patitaného ClogP na experimentalré uréeném logk v sérii sérii 3-
(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylovych kyselin (LSVL2 a LSPJ1 — LSPJ15)
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3.7.2 Antimykobakterialni aktivita

Vysledky testovani latek pro jejich antimykobakéémi aktivitu jsou uvedeny
v Tabulce 4 a 5. Latky jsou praghlednost usgadany tak, aby podiislusnou

kyselinou byl uveden jeji methylester.

Tabulka 4 Vysledky hodnoceni antimykobakterialni akivity, n.t. = netestovano, zvyrazgné
Ffadky odpovidaji methylestefim prislusné kyseliny

Testovana R MIC [ pg.mi”]
latka M. tuberculosis M. avium | M. kansasii

LS95 H >100 >100 >100
LSPJ1 2,5-diCH; >100 >100 >100
LS96 2,5-diCH; >100 >100 >100
LSPJ2 4-CH,CHs >100 n.t. n.t.
LS97 4-CH,CH;3 >100 >100 100

LSPJ3 2,4-diOCH >100 n.t. n.t.
LSPJ4 3,4-diCl 100 n.t. n.t.
LSPJ5 4-Br 50 n.t. n.t.

LS100 4-Br >100 >100 >100
LSPJ6 2-OH 50 n.t. n.t.

LSPJ7 2,4-diF >100 n.t. n.t.
LS102 2,4-diF >100 >100 >100
LSPJ8 4-CR; >100 n.t. n.t.
LS103 4-CK; >100 >100 >100
LSPJ9 2-OH-5-NG >100 n.t. n.t.
LS104 2-OH-5-NG 100 >100 >100
LSPJ10 2-OH-5-Cl 100 n.t. n.t.
LS105 2-OH-5-CI >100 >100 >100
LSPJ11 2-CHs-5-F >100 n.t. n.t.
LS106 2-CHz-5-F >100 >100 >100
LSPJ12 2-Cl-5-CH; >100 >100 >100
LS107 2-Cl-5-CH; > 50 > 50 > 50
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Tabulka 5 Vysledky hodnoceni antimykobakterialni akivity, n.t. = netestovano, zvyraziné
fadky odpovidaji methylestefim p¥islusné kyseliny - pokr&ovani

Testovana R MIC [ pg.mi™]
latka M. tuberculosis M. avium M. kansasii
LSPJ13 3-Ck 100 >100 >100
LS108 3-CK; >100 >100 >100
LSPJ14 4-NO, >100 >100 >100
LS109 4-NO, > 50 > 50 > 50
LSPJ15 4-N(CHy)s 50 >100 >100
LS 110 4-N(CHy), >100 >100 >100
INH - 0,2 6,25 3,13

Tabulka 6 Hodnoty MIC pyrazinamidu v zavislosti napH

Testovana latka pH MIC [ ng.ml 1.] ref.
M. tuberculosis
5,6 6,25-25 oot
PZA 6 125 i
7 >250 47
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3.7.3 Antifungalni aktivita

Tabulka 7 Testované kmeny

Testované kmeny (kédgislo)

1. CAl Candida albican®ATCC 44859 | 5. TA Trichosporon asahiil188

2.CT Candida tropicalisl56 6. AF Aspergillus fumigatug31
3. CK2 Candida kruseE28 7. LC Lichtheimia corymbifera
4. CG Candida glabrata20/I 8.TM Trichophyton mentagrophytd€5

Tabulka 8 Antifungalni aktivita flukonazolu a amfotericinu B

standard Kmen (kod)
MIC
(umol.l'l) CA CT CK CG TA AF LC ™
flukonazol
1 2 104 26 209 > 836 > 836 104
amfoltaerlcm 0,016 0,063 0,125 0,031 1 0,25 1 1
Tabulka 9 Vysledky hodnoceni antifungalni aktivity
Kmen Testovana latka (k6d) MIC(umol.[")
(kéd) | Lsvi2 | LSPJ1 | LSPJ2 | LSPJ3| LSPJ4| LSPJ5| LSPJ6 LSPJ1

CA 24h >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 >500

cT 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

CK 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

cG 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

AF 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

LC 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

™ 72h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
120h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
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Tabulka 10 Vysledky hodnoceni antifungalni aktivity- pokra¢ovani

Kmen Testovana latka (kéd) MIC (umol.I%)
(kod) LSPJ8 | LSPJ9 | LSPJ10| LSPJ11| LSPJ1Z LSPJ13 LSPJI4 LSPJ]
CA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
cT 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CK 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
cG 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
TA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
AF 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
LC 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
™ 72h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
120h | >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
Tabulka 11 Vysledky hodnoceni antifungalni aktivity- pokra¢ovani
Kmen Testovana latka (kod) MIC (umol.")
(kod) LS95 LS96 LS97 LS98 LS100| LS102| LS103
CA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CT 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CK 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
cG 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
TA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
AF 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
LC 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
™ 72h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
120h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
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Tabulka 12 Vysledky hodnoceni antifungalni aktivity- pokra¢ovani

Kmen Testovana latka (kod) MIC (umol.)
(kéd) LS104 | LS105 | LS106 | LS107| LS108| LS109  LS11
CA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
cT 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CK 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
cG 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
TA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
AF 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
LC 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
™ 72h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
120h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
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3.7.4 Antibakterialni aktivita

Tabulka 13 Testované kmeny

Testované kmeny (kédgislo)

1. SA Staphylococcus aurel&CM 4516/08 5EC Escherichia coli CCM4517

2. MRSA Staphylococcus auretr$ 5996/08

o _ 6. KP Klebsiella pneumoniaB11750/08
methicilin rezistentni

7. KP-E Klebsiella pneumoniag
14368/08
ESBL pozitivni

3. SE Staphylococcus epidermidis
H 6966/08

8. PA Pseudomonas aerugino§M

4. EF Enterococcus spl 14365/08 1961

Tabulka 14 Antibakterialni aktivita gentamicinu a vankomycinu

Kmen (kod)
SA MRSA | SE EF EC KP KP-E PA
gentamicin
0,34 0,34 | 0,34 | 0,69 - - - -
MIC( umol.r%)
vankomycin
<0,26 | <0,26 | <0,26 | <1,05
MIC( pmol.r%)
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Tabulka 15 Vysledky hodnoceni antibakterialni aktivty

Testovana latka (kod) MIC (umol.I*)

Kmen
(kod) LSVL2 LSPJ1 LSPJ2 LSPJ3 LSPJ4 LSPJ5 LSPJ6 LSPJ7
SA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
MRSA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
SE 24h 500 >500 >500 >500 >500 >500 500 >500
48h 500 >500 >500 >500 >500 >500 500 >500
EF 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
EC 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
Kp 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
KP.E 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
PA 72h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
120h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
Tabulka 16 Vysledky hodnoceni antibakterialni aktivuty - pokra éovani
Kmen Testovana latka (kod) MIC (umol.I)
(kod) LSPJ8 LSPJ9 LSPJ10 | LSPJ11| LSPJ12| LSPJ13 LSPJ14 LSH
SA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
MRsA 24 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
SE 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
EF 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
EC 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
Kp 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
KP.E 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
PA 72h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
120h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
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Tabulka 17 Vysledky hodnoceni antibakterialni aktivty - pokra éovani

Testovana latka (kod) MIC (umol.)

Kmen
(kod) LS95 LS96 LS97 LS99 LS100 LS102 LS103
SA 24h >500 >500 >500 >500 >500 250 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 500 >500
MRSA 24h >500 >500 >500 500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
SE 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
EF 24h 500 >500 >500 500 >500 >500 500
48h >500 >500 >500 500 >500 >500 >500
EC 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
Kp 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
KP-E 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
PA 72h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
120h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
Tabulka 18 Vysledky hodnoceni antibakterialni aktivty - pokra éovani
Kmen Testovana latka (kod) MIC (umol.I)
(kod) LS104 LS105 LS106 LS107 LS108 LS109 LS110
SA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
MRSA 24h 500 >500 >500 >500 >500 >500 500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
SE 24h >500 500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
EF 24h 500 >500 >500 >500 500 >500 500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
EC 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
Kp 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
KP-E 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
PA 72h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
120h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
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4 Diskuze

Tato rigorézni prace se zé&fovala na fipravu derivai  kyseliny
3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylové a methytsttéto kyseliny. Celkem bylo
piipraveno 30 latek, 16 deriviakyseliny 3- (fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylové
(liSicich se substituci na fenylovém jéyl a 12 methylestértéchto kyselin a
2 derivatyN-fenylpyrazin-2-karboxamidu (vzniklé jako ¢ekany produkt spontanni
dekarboxylaci p esterifik&nim  kroku). T ptipravené latky byly
publikovany dive — 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylova kyisef’ (LSVL2),
3-[(4-bromfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylova lgfma® (LSPJ5) a posledni
N-(4-nitrofenyl)pyrazin-2-karboxamid (LS109) byl tesan vici M. tbc H37Rv (za
pouZiti alamar blue testu), kde se ukazal jako tieak(MIC > 100pg.mi™).>®

Syntéza probihala ve dvou stupnich. Nejprve jsnigydnid kyseliny reakci
s pislusre substituovanym anilinem fgvedli na fenylkarbamoyl karboxylovou
kyselinu. Ve druhém stupni jsme tuto kyselinu eSkawvali za vzniku methylestér
této kyseliny. Vyjimku tvaily latky N-(4-nitrofenyl)pyrazin-2-karboxamid (LS109)
a N-[4-(dimethylamino)fenyl]pyrazin-2-karboxamid (LSQ)1 kde doSlo
esterifikaci ke spontanni dekarboxylacivBdre cileny methylester ip esterifikaci
za danych podminek nevznikal. ¥¥ky jednotlivych reakci se pohybovaly mezi
37,8-98,8 % p syntéze karbamoyl karboxylovych kyselin a 32-77pkio syntéze
methylestek. Hodnoty vytzka byly zavislé na reaktivit slowtenin a na ztratach,

které vznikly v ptibéhu ¢isténi latek.

U pripravenych slogenin bylo znéteno NMR a € spektrum. Signal pro
vodik karboxylové skupiny v'H NMR spektru se pohybuje v rozmezi
13,83-13,73 ppm v DMSO a neni vzdy viditelny. Anold vodik -CONH- vykazuje
signal v rozmezi 11,3-9,73 ppm v DMSO a 9,73-9,pinv CDC}. Signal vodik
pyrazinového jadra se pohybuje v rozmezi 9,31-8@6 v DMSO a 8,82-8,69 ppm
v CDCl;, v rekterych gipadech se vyskytovaly jako jeden signal, @jge jde o

signaly dva.
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Latky byly charakterizovany parametry lipofility, ypocitanymi log P
vrozmezi -0,26 — 1,69 a ClBgvrozmezi 0,0367 — 2,0525 a u karbamoyl
karboxylovych kyselin byly experiment&nzmeéteny hodnoty logk v rozmezi
-1,6628 az -1,3840. Pro porovnani jednotlivych paai lipofility karbamoyl
karboxylovych kyselin byly vytvieny grafy zavislosti lod® na logk (Graf 1) a
ClogP na logk (Graf 2). Zavislost lod® na logk byla linearni (log? = 5,494 * logk
+ 9,406, B = 0,92, n = 13, P < 0,0001). Z linearni zavislesboiuji latky LSPJ3
(R = 2,4-diOCH), LSPJ9 (R = 2-OH-5-N§) a LSPJ14 (R = 4-N§.

U slowenin s aromatickou nitroskupinou byva dle naSichSekosti vypéet
log P pomoci algoritmu ChemBioDraw nespolehlivy. Star8fze tohoto software
dokonce nebyly schopny log u tchto latek peitat vibec. U slodeniny LSPJ9
(R = 2-OH, 5-NQ) navic mize hrat roli zvySeni acidity fenolického hydroxyliky
piitomnosti nitroskupiny. Z dalSich strukturnich dideristik, které mohou byt
piicinou vyrazejSich rozdii mezi pd@itanymi a experimentatn mérenymi
parametry lipofility, lze uvazovat ipdevSim konformmi zmeny vyvolané
objemrgjSi ortho substituci fenylového jadra, zvldgsou-li tyto ortho substituenty
schopny tvait intramolekularni vodikové dstky. To je pipad slodeniny LSPJ3
(R = 2,4-diOCH). Takovéto sloteniny pak mohou tuit sit’ intramolekularnich
vodikovych niistki, viz Obr. 8. Trojrozrarnd struktura na tomto obrazku byla
ziskana nakreslenim 2D molekuly v programu ChemBa@Da vytvdenim 3D
struktury pomoci energetické minimalizace (silowéepMM2) v programu Chem3D
Pro (v14.0, ChambridgeSoft, MA, USA). Z vySe z#miych divodi bylo pro nas
piekvapujici, Ze fedpowd lipofility pro latky LSPJ6 (R = 2-OH) a LSPJ10
(R = 2-OH-5-Cl) odpovidala experimentélarcenému logk. Z porovnani Grafu 1 a
Grafu 2 vyplyva, Ze vypnitané hodnoty logP vice koreluji s experimentain

zmetenymi hodnotami log nez vyp@itané hodnoty Clo@.
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Obrazek 8 Intramolekularni mistky ve sloweniné LSPJ3

«

Byla testovana antifunga (Tabulka 9-12)x antibakteriadln(Tabulka 15-18)
aktivita pripravenych slotenin Zadna latkanevykazuje vyznamnou aktivit
NejiinngjSi latkou byl methylester kyselir
3-[(2,4-difluorfenyl)kabamoy]pyrazin-2-karboxylové (LS102), ktery vykazov.
Gginnost naStaphylococcus aure, MIC byla 250 pmolt (Tabulke17).

Pri testovani antimykobakterialni aktivi(Tabulka 4 a 5se projevily jakc
nejinngjsi  latky  3[(4-bromfenyl)karbamoyl]pyrazin-Rarboxylova kyselin:
(LSPJ5), 3-[(2hydroxyfenyl)karbamoyl]pyraz-2-karboxylova kyselin (LSPJ6) a
3-{[4- (dimethylamino)fenylkarbamoyl}pyrazin-2karboxylova kyselin (LSPJ15)
s hodnotou MIC = 5Qug.ml* pro M. tuberculosisH37Rv pro v&echny it latky.
Latky LSPJ2 +SPJ11 nebyly testovany M. aviuma M. kansasii(Tabulka 4). Pro
latky LSVL2 a LS98ebyly vysledk v doke sepisovani pradedispozic.

Srovnani série deriviakyseliny - (fenylkarbamoyl)pyrazir2-karboxylové a
otestovanych methylestertéto kyseliny nazrnaje, Ze esterifikace kyseli
methanolemmevedla ke zvySeni aktivity.(odem neaktivity methylestimize byt
také esterifikace pré&methanolem, kdy doSlo jer nizkému zvyseni lipofilit. Nebo
vzniklé methylestery nebyly dostate <tabilni. To vede k tomuzda neuvaZovat
esterifikaci delSimi alkoholy vy38Si lipofilitou, nap. dodecylalkoholerr
tetradecylalkoholendi hexadecylalkoholerrkteré se ukazaly jako vyhodné ve st
pii esterifikaci PO/* nebo esterifikac stéricky chrasnymi alkoholy,

nagt. terc-butanolem, které by mohly vykazovats$i stabilitu 1 plasn.®
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5 Zavér

Bylo pripraveno 30 latek, z toho 27 zcela novych, v liigi&a nepopsanych
(dle reSerSe v Chemical Abstracs dne 13.4.2016}p Byky vykazuji vy3$Si hodnoty
lipofility nez POA (logP = -0,66, ClogP = 0,0999), v rozmezi lo® -0,26-1,69,
ClogP 0,0367-2,0525.

Latky byly charakterizovany NMR(), teplotou tani a elementarni analyzou.
Byly vypocteny hodnoty log® a ClogP a u fenylkarbamoyl karboxylovych kyselin
byly experimentélé zméteny hodnoty kapacitniho faktoku(vyjadreny jako logk),

vyjadiujici lipofilitu sloucenin.

Byla testovana antimykobakterialni¢ignost na M. tbg M. avium a
M. kansasii Jako antimykobakteriaén nejEinngjsi se jevily
3-[(4-bromfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylova lefma (LSPJ5),
3-[(2-hydroxyfenyl)karbamoyl]pyrazin-2-karboxylova kyselina  (LSPJ6) a
3-{[4-(dimethylamino)fenyllkarbamoyl}pyrazin-2-kadxylova kyselina (LSPJ15)
s hodnotou MIC = 5Qug.ml* pro M. tuberculosisH37Rv pro vSechnyjit latky,

ostatni latky nevykazovaly vyznamnou aktivitu.

Neaktivita latek mohla byt Zigobena viivem pH prasdi, molekuly mohly
byt ionizovany a neprochéazet tak barierami. Progata PZA, resp. POA, je aktivni
pouze v kyselém prastdi a neutrdlnim je neaktivni (Tabulka *8}’°° Zmeny
struktury, které by mohly vést k aktig8im slogeninam, by mohly spdvat
v presunuti objemného fenylkarbamoylového substituetiupolohy 5 nebo 6.
Vychazime z popsanych interakci POA-Rpskteré ukazuji, Ze pyrazinovy uhlik
C-3 v sousedstvi karboxylové skupiny je velmi btizkoteinu a nefze tak byt (na
rozdil od atomi C-5 a C-6) substituovan objemnymi substituentytoTgvahy vSak
plati pro pedpokladany mechanismu<tiku inhibice trans-translace interakci
s RpsA. Vzhledem ktomu, Ze i u samotného PZA jsmlatiovany i dalSi
mechanismy &inku (viz teoretick&ast prace), nebylatiprava 2,3-substituovanych

derivati popisovanych v této praci zbyteéd. DalSi obrnou vedouci k syntéze
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aktivrejSich latek by mohlo byt prodlouzetiirozvétveni esterovéheéetézce, coz by

prispslo k lipofilite (lepsimu piiniku) a stabili¢ slousenin®°
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