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1. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK
5-CI-POA - 5-chlorpyrazin-2-karboxylova kyselina
AIDS — syndrom ziskaného zlyhania imunity (Acquired Immunodeficiency
Syndrome)
AT — antituberkulotika
ATB — antibiotika
ATP — adenosintrifosfat
BCG — Bacille Calmette-Guérin
CPX — ciprofloxacin
CR — Ceska republika
DHFR - dihydrofolat reduktaza
DHFS — dihydrofolat syntaza
DHPPP — 6-hydroxymethyl-7,8-dihydropterin pyrofosfat
DHPS - dihdropteroat syntaza
DMF — N,N-dimethylformamid
DMSO - dimethylsulfoxid
DNA — deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleid Acid)
dTMP — deoxythymidin monofosfat
dUMP — deoxyuridin monofosfat
ETH - ethionamid
FAD - flavinadenindinukleotid
FAF UK — Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy
FAS Il — syntaza mastnych kyselin (Fatty Acid Synthase)
FDA — Food and Drug Organisation

GR - granulém



H2Pte - dihydropteroat

H2PteGlu - dihydrofolat

H4PteGlu — tetrahydrofolat

HIV — virus ludské imunitnej nedostato¢nosti (Human Immunodeficiency
Virus)

HPOA — protonizovana pyrazin-2-karboxylova kyselina
Hydroxy-H2Pte — hydroxy-dihydropteroat

Hydroxy-H2PteGlu — hydroxy-dihydrofolat

INH — isoniazid

INH-NADH — isoniazid-nikotinamidadenindinukleotid

IR — infracervené spektrum

KBLV — Katedra biologickych a lekarskych vied

KOBCH — Katedra organickej a bioorganickej chémie

log P — rozdelovaci koeficient v sustave n-oktanol/voda

M. - Mycobacterium

MDR — mnohocetna liekova rezistencia (Multidrug-Resistant)
MIC — minimalna inhibi¢na koncentracia

M. tbc — Mycobacterium tuberculosis

NAD+ - nikotinamidadenindinukleotid

NADH — redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
NMR — nuklearna molekulova rezonancia (Nuclear Magnetic Resonance)
PABA — kyselina p-aminobenzoova

PAS — kyselina p-aminosalicylova

POA - kyselina pyrazin-2-karboxylova

PZA — pyrazinamid



QA - chinolinova kyselina

QAPRTaza — fosforibosyltransferaza chinolinovej kyseliny

RibD - riboflavin biosynthesis protein

RIF — rifampicin

RNA — ribonukleova kyselina (Ribonucleic Acid)

RpsA — ribozomalny protein S (Ribosomal protein SA)

rRNA — ribozomalna ribonukleova kyselina (Ribosomal ribonucleic acid)
STR — streptomycin

TBC — tuberkuléza

TDM — trehaléza dimykolat

TLC — tenkovrstevna chromatografia (Thin Layer Chromatography)
TMM — trehaléza monomykolat

tRNA — transferova ribonukleova kyselina (Transfer Ribonucleic Acid)
WHO - Svetova zdravotnicka organizacia (World Health Organisation)

XDR - extenzivna liekova rezistencia (Extensive Drug Resistance)



2. CIEL DIPLOMOVEJ PRACE

Cielom diplomovej prace je priprava série hybridnych zlu€enin
kombinujucich VO svojej Strukture fragment pyrazinamidu
a 4-aminobenzoovej kyseliny. Pripravené zluCeniny boli testované na
antimykobakterialnu  aktivitu a doplnkovo tiez na antibakterialnu

a antifungalnu aktivitu.

R' = COOH, COO-n-Pr

R1
O 2 _
R4 =H, Cl, CH3, OCHj4
H
R3
cl” N

Najprv bola vypracovana literarna reSer§ na tému vztah
Struktura-uc€inok skor pripravenych derivatov, a potom navrh finalnych
Struktur. Sustredilo sa na perspektivne latky a na metddy ich pripravy.

Taziskom &innosti bola experimentalna praca.



3.1.

3.2

3. TEORETICKA CAST

Tuberkuléza

Vroku 1882 objavil Robert Koch bacil Mycobacterium tuberculosis
complex, zodpovedny za jednu z najsmrtefnejSich infekcii — tuberkul6zu
(TBC)."? Roc¢ne spdsobujuce az miliény umrti, toto infekéné ochorenie
predstavuje zavazny celosvetovy problém, ktory vyZaduje adekvatne
rieSenie. Tuberkulézu je mozné delit na plucnu amimoplucnu formu,
pricom plucna forma predstavuje priblizne 85 % pripadov ochoreni. Pod
ostavajucich 15 % spada mimoplucna forma, postihujuca prevazne pleuru,
lymfatické uzliny, kosti, kiby alebo urogenitalny trakt. Zkomplexov
mykobaktérii je najCastejSi pbvodca tuberkulézy Mycobacterium
tuberculosis (M. tbc), dalej su identifikované kmene ako M. avium,

M. africanum, M. bovis, M. kansasii a M. microti."

Epidemiolégia

Radiace sa pred HIV/AIDS, tuberkuléza je podla WHO deviate
najsmrtelnejSie ochorenie. Co sa tyka infekénych choréb, je TBC na prvom
mieste v poc¢te umrti. V roku 2016 bolo celosvetovo zaregistrovanych 10,4
milibnov pripadov, z¢oho 1,3 milibnov umrti. Najvacsia incidencia bola
vypozorovana Vv juhovychodnej Azii, Afrike azapadnom Pacifiku. India,
Indonézia, Cina, Filipiny aPakistan patria medzi pat najzatazenejich
zemi — 56 % svetovych pripadov.?

Globalne sa umrtnost na TBC zniZuje 03 %, incidencia priblizne o
2 %, pricom snaha WHO je do 2020 dosiahnut 4-5 % medzi 2000-2016
bolo registrovanych 44 milionov umrti medzi HIV negativnymi pripadmi,
zatial ¢o HIV pozitivny reprezentuju cca tri miliony zomrelych. Rezistentna
forma TBC je stale vyznamnym rizikom s 480 000 novych pripadov za rok
2016, o poukazuje na zavaznost tejto problematiky.*

V Ceskej republike (CR) bolo v roku 2016 nahlasené do Registru
tuberkulézy celkom 517 ochoreni tuberkulézou vSetkych foriem, tj. 4,9
pripadov na 100 000 obyvatelov. V porovnani s predchadzajucim rokom
teda takmer nedoslo ku zmene stavu. Z dlhodobého hladiska vykazuje
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po&et ochoreni TBC v CR klesajtci trend a v medzinarodnom porovnaniu

patri k zemiam s nizkym vyskytom choroby.®

3.3. Pévodca — Mycobacterium Tuberculosis

M. tbc je obligatorne aerobna baktéria charakteristicka svojim
pomalym rastom areplikaciou (genera¢na doba je priblizne 20 hodin).®
Tento Grampozitivny (G+) patogén vilastni komplexny bunecny obal,
zloZzeny z troch vrstiev: cytoplazmatickd membrana, bunecna stena a
vonkajSia nekovalentne pripojena vrstva glykanov, lipidov a proteinov.’

Vdaka svojmu vysoko lipofilnému obsahu predstavuje bunecna
stena hlavnu zloZku virulencie mykobaktérii. Mykobateridlna stena je
tvorena zosietovanym peptidoglykdnom, na ktory su naviazané
arabinogalaktany esterifikované dlhymi mastnymi kyselinami — tzv.
mykolovymi Kyselinami. Mykolové kyseliny druhu M. tbc maju Strukturu
B-hydroxy kyselin s hlavnym retazcom o dizke 54—63 uhlikov (tzv. distalny
retazec). V polohe a je potom naviazany postranny alkylovy retazec o
dizke 22—24 uhlikov (proximalny retazec). Distalny retazec obsahuje jeden
az dva cyklopropanové kruhy, pripadne methoxy alebo karbonylové
skupiny. Konfiguracia v okoli niektorych cyklopropanovych kruhov méze

byt trans.®

3.4. Patogenita a rizikové faktory

Tuberkuléza sa Siri predovSetkym vzdusnou cestou kvapkovym
prenosom. Zdrojom ochorenia je najCastejSie chory Clovek. Po prieniku do
organizmu, ¢o je vacsinou do pluc, su mykobaktérie makrofagmi zanesené
do plucnych lymfatickych uzlin. Makrofagy spolu s lymfocytmi (T i B)
spdsobuju buneCnu imunitnd odpoved, pri ktorej dbjde k uvolneniu
mediatorov zapalu (interleukiny, interferon gama, tumor nekrotizujuci
faktor) a aktivacii bunecnej obrannej reakcie. Tento proces vedie ku vzniku
lozisk, takzvanych granuldbmov (GR). Infikované lozisko ainfikovana
lymfaticka uzlina s oznaCované ako primarny komplex. Odtial méze dojst
k rozSireniu mykobaktérii lymfatickymi cestami do dalSich organov
(meningy, urogenitalny systém, kiby, kosti, koza), kde vznikaju sekundarne
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GR. GR mbzu vo svojom centru nekrotizovat a rozpadnut sa, Co je
oznacované ako kaseifikacia. Mykobaktérie su vmalych GR spravidla
imunitnou reakciou zni¢ené, kdezto u velkych GR ddéjde k opuzdreniu a
nasledne kalcifikacii. V centre granuldbmu su mykobaktérie pre imunitné
bunky nepristupné a v dorminantnej podobe mézu v organizme po rézne
dlhd dobu prezivat. Oslabenie imunity, mdze spdsobit’ reaktivaciu alebo
reinfekciu ochorenia. V pripade, Zze dbéjde kprieniku mykobaktérii do
krvného rieCiska, dochadza k vytvoreniu GR prakticky vo vSetkych
organoch. Tento stav predstavuje generalnu infekciu. Klinicky je spravidla
aktivna TBC chronicky proces, ktory mdzZe unikat pozornosti atoto
ochorenie by vZzdy malo byt zvazené pri symptémoch ako chronicka unava,
subfebrilia, no¢né potenie, chudnutie a pri dlhodobom kasli z pociatku bez,
a neskér s produkciou sputa. Uimunologicky slabych pacientov mézu
plucne i mimopfucne ochorenie spbsobit’ tiez patogénne mykobaktérie,
ktoré s zodpovedné za ochorenia u zvierat.®

Rizikové faktory pre vznik choroby predstavuje vysoky vek,
alkoholizmus, oslabenie imunitného stavu lieCbou, Ziarenim, inymi
chorobami, zlymi Zivotnymi a socialnymi podmienkami, stresujuce situacie,
zlé ¢i slabé sociadlne zazemie, drogova zavislost apod.’'® VzacnejSie
mbéze k dalSej nakaze dojst tzv. exogénnou superinfekciou. Ide o situaciu,
kedy je jedinec opatovne vystaveny masivnej expozicii M. tbc s naslednym

vyvolanim ochorenia.’

3.5. Diagnostika a klinické priznaky

Priznaky TBC nie su uplne typické. Radime medzi nich celkovu
unavu, zvysSené teploty, kaSel, suchy i s expektoraciou sputa, vyrazné
nocné potenie, niekedy aj hemoptyzu. Méze dojst k vahovéemu ubytku
niekolko kilogramov behom kratkej doby. Symptémy mézu pretrvavat
aj cez antibioticku (ATB) lie€bu. Niektori chori ich banalizuju a vyhladavaju
lekarsku pomoc az po niekolkych mesiacoch ich trvania. V klinickom
obraze dominuje celkové neprospievanie, schvatenost, niekedy kachexia,

znamky hypoxémie.’
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Velmi dolezitym vySetrenim je skiagram hrudniku v zadoprednej a
boCnej projekcii. Pre TBC su typické nehomogénne aneohraniCené
infiltraty predovsetkym v hornych placnych poliach, ajked ich pritomnost v
inych partiach pluc TBC nevyluCuje. Rontgenovy nalez méze byt
sprevadzany rozpadmi pfucnych tkaniv — tzv. kavernami. Pre lieCbu TBC
je typicka velmi pozvolna regresia rontgenového nalezu, kedy i po dvoch
mesiacoch antituberkulotickej lieCby su este viditelné patologické nalezy.'

Diagnosticky najprinosnejSim vySetrenim je mykobakterialne
vySetrenie sputa, odobraného tkaniva €i akéhokofvek iného biologického
materialu. Jedna sa o zlaty Standard v diagnostike TBC. Obdobne
diagnosticky prinosné je histologické overenie ochorenia s preukazom
Specifického granulomatdézneho procesu s bunkami Langhansového typu a
kasedznou nekrézou. Vtychto pripadoch je nutné odoslat resekované
tkanivo tiez k bakteriologickému vySetreniu a preukazu M. tbc.
NajcastejSie vySetrenie je odobranie ranného sputa (sputum je odobrané
minimalne trikrat). Cielom vySetrenia je preukazanie acidorezistentnych
tySiniek, ktoré su typické pre mykobakteridine kmene. Dal$im krokom je
kultivacné vySetrenie, pri ktorom je pozorovany narast bakterialnej kultury.
Pre M. tbc je typicky vefmi pomaly rast a kone¢né zhodnotenie vysledkov
kultivacie sa prevadza za sedem tyzdnov. K rychlemu preukazu M. tbc sa
stale viac uzivaju vysoko citlivé molekularno-genetické metdédy zalozené
na preukazu nukleovych kyselin, kedy je identifikdcia mozna behom
niekolko hodin. Pre uplnu a spravnu diagnézu TBC je nutna este
identifikacia mykobakterialneho kmerfa a nasledne i stanovenie citlivosti
kmena na zakladné antituberkulotika (AT) 1. linie. Tieto vySetrenia potom
tvoria podklad adekvatnej liecby AT.'

Dal$imi moznostami diagnostiky su nepriame diagnostické testy,
kde spada tuberkulinovy kozny test. Jeho pozitivita je hodnotena ako
zdurenie, nie iba zaCervenanie koze, opriemeru 5 mm aviac. Negativny
tuberkulinovy test sa mbze vyskytnut upacientov svySSim vekom,
imunodeficitnym  stavom  organizmu, Ci po ocCkovani  tzv.
Bacille-Calmette-Guérin (BCG) vakcinou® aj napriek tuberkul6znemu

ochoreniu.’
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QuantiFERON-TBC Gold je dalSim nepriamym testom svySSou
senzitivitou ako test tuberkulinovy. Jeho zaklad tvori preukazanie

interferonu-y a jeho kvantifikacia.

3.6. Prevencia ochorenia

V CR prevencia tuberkulézy spo&iva predovsetkym vo vakcinacii, aj
ked plosné povinné oCkovanie bolo zruSené. K oCkovaniu sa pouziva ziva
vakcina z mykobakteridlneho atenuovaného kmerna Mycobacterium bovis,’
tzv. Bacille-Calmette-Guérin."® V minulosti sa vpripade negativneho
tuberkulinového kozného testu udeti vo veku dvoch ajedenastich rokov
prevadzala revakcinacia.” Vdnednej dobe sa uz v CR toto opéatovné
oCkovanie nerealizuje. Namiesto toho bola zavedena vakcinacia rizikovych
skupin deti so zmyslom rychlej ochrany najviac ohrozenych deti v dobe,

kedy su k infekcii najnachylnejsie.?

3.7. Farmakoterapia

Principy lieCby TBC vychadzaju z poznatkov o metabolickej aktivite
a heterogenite mykobakterialnej populacie. Desiatky rokov sa klieCbe
nerezistentnej formy TBC pouzivaju takzvané lieciva 1. linie. Jedna sa o
baktericidne pripravky zastupene isoniazidom (INH), rifampicinom (RIF),
pyrazinamidom (PZA) a bakteriostatickym ethambutolom (ETH).
Vyskytnutie  rezistentnych kmeriov, multi-rezistentnych  (MDR)
a extrémne-rezistentnych (XDR) voc€i zakladnym lieCivam viedlo
k zavedeniu antituberkulotik 2. linie. Konkrétne sa jedna o fluorochinolony,
aminoglykosidy (streptomycin - STR, amikacin, kanamycin), polypeptidy
(kapreomycin, viomycin), thionamidy (ethionamid, prothionamid),
cykloserin a p-aminosalicylovu kyselinu (PAS)."

Od roku 2012 schvalila FDA pouzivanie novo vyvinutych lieciv, pod
ktoré spada bedachilin, pretomanid a delamanid. Linezolid, klofazimin
a B-laktamy patri medzi lie¢iva ku ich indikacii bola novo pridana TBC.""

Charakteristiky vymenovanych lieCiv budu nizSie prebrané podrobnejsie.
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3.7.1. Liecdiva 1. linie

ISONIAZID

H

O~ N.
NH»

X

N/ -hydrazid isonikotinovej kyseliny'?

Zlu€enina jednoduchej Struktury, zloZena zpyridinového kruhu
a hydrazidovej skupiny, pricom oba Strukturne rysy su nevyhnutné pre
aktivitu.’® Je pouzivana vkombinaciach sdal$imi antituberkulotikami pri
lieCbe plicnej a mimoplicnej TBC, samostatne iba k profylaxii TBC.'> Na
pomaly rastuce mykobaktérie ma bakteriostaticky ucinok, zatial ¢o na
rychlo rastice ma ucinok baktericidny.' Kvoli nizkej lipofilite tejto
zlu€eniny je pre prestup do bunky nevyhnutna pasivna difuzia cez

porinové proteiny buneénej steny mykobaktérii.'®

Mechanizmus u€inku:

Je to prolieCivo, ktoré je oxidativne konvertované pomocou
mykobakteridlneho enzymu katalaza-peroxidaza KatG, ktory oxidativne
konvertuje toto prolieCivo za ucCasti NAD+ na isonikotinoylovy radikal.
Vzniknuty radikal sa nasledne kovalentne viaze na NADH, priCom sa
vytvara INH-NADH adukt, ktory predstavuje aktivhu formu INH. Vzniknuty
adukt inhibuje radu enzymovych systémov, ktoré vyuzivaju NAD k syntéze
mykolovych kyselin. NajznamejSim inhibovanym enzymom je enoyl-ACP
reduktaza InhA, ktora je sucastou enzymatického komplexu FAS Il. InhA
je tak zakladna pre tvorbu mykolovych kyselin — hlavnych lipidov tvoriacich

obal mykobakterialnej steny.3

Rezistencia:
NajcastejSie je spbésobena mutaciou génu kodujucim KatG protein,
v ktorom je serinovy zbytok v pozicii 315 nahradeny threoninom. Dal$ou

mutaciou je zmena vpromoterovej Casti inhA, ktora spdsobuje jeho
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nadmernu expresiu, ¢o vo vysledku vedie k zvySeniu obsahu enzymu InhA

v bunke. 3
Neziaduce ucinky: periferalna neuropatia, hepatitida, agranulocytoza,
hemolyticka, aplasticka alebo sideroblasticka anémia, nedostatok

pyridoxinu.™

RIFAMPICIN

Strukturdlne je to makrocyklicky laktam patriaci do  skupiny
ansamycinovych antibiotik.'? Baktericidna zlu¢enina pdsobi na deliace sa

aj na perzistujuce baktérie.’

Mechanizmus u€inku:
Rifampicin sa viaze na B-podjednotku DNA-dependentnej RNA

polymerazy, ¢o vedie k inhibicii syntézy nukleovych kyselin. 121617

Rezistencia:
Je spbsobena mutaciou rpoB génu, kodujuceho [B-podjednotku
DNA-dependentnej RNA polymerazy'® aje skrizena s ostatnymi

ansamycinovymi ATB.6

Neziaduce ucinky: hepatitida, hypotenzia, zlyhanie obliCiek, spésobuje

sfarbenie v8etkych telovych tekutin do oranzovo-¢ervena.'®
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ETHAMBUTOL

HO\_
X z
N N~ NN
X H
OH -derivat ethylendiaminu'?

Opticky aktivna zlu€enina typu aminoalkoholu s dvoma izolovanymi
chirdlnymi  atébmami uhliku, priCcom aktivny je iba pravotoCivy
S, S-(+)-izomér."? Bakteriostaticky p6sobi proti aktivhe rastucim

mykobaktériam.®

Mechanizmus u€inku:

Nie je doposial plne objasneny. Hlavny podiel tvori narusenie
polymerizacie arabindzy vbunecnej stene mykobaktérii. Miestom jeho
ucinku je arabinofuranosyltransferaza, ktora katalyzuje biosyntézu
lipoarabinomannanu nevyhnutného pre zachovanie integrity

mykobakteridlnej steny.?

Rezistencia:
Mutacia emb  génov  (najCastejS§ie = embB)  kodujucich

arabinosyfuranosyltransferazy.'®
Neziaduce ucinky: opticka neuropatia vratane optickej neuritidy

aretrobulboarnej neuritidy, znizenie vizualnej ostrosti afarboslepost,

hepatotoxicita.?
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PYRAZINAMID

o)
N
[ \j)kNHz
e
N

Vzhladom k tomu, Ze sa tato diplomova praca venuje derivatom
pyrazinamidu, bude pri deskipcii pouzivanych antituberkulotik brany
najvacsi ohlad na tdto zlGgeninu. Strukturdlne sa jedna o amid
pyrazin-2-karboxylovej kyseliny (analdg nikotinamidu), proliecivo, ktorého
aktivna forma je pyrazin-2-karboxylova kyselina (POA). Je charakteristicky
pre svoje pOsobenie na viacero cielovych $truktur.”® Kyslé prostredie
zapalu je vhodné pre ucinok pyrazinamidu, ktory pri pH cca 5,5 vykazuje
sterilizaCnu aktivitu proti perzistujucim bunkam v makrofagoch, c¢o
umoziiuje skratenie liecby TBC.?° Je tym padom vhodnym lieGivom pri
kombinaénej terapii TBC aj MDR-TBC.?® Pyrazinamid (PZA) tieZ vykazuje

letalny ucinok vodi semi-dormantnym bunkam vo vnutri makrofagov.'?

Mechanizmus u€inku:
Pbsobenie PZA je nejednoznacné adoposial nie uplne objasnené,
je véak mozné rozdelit jeho pdsobenie na Specifické a neSpecifické.

NesSpecifické pdsobenie PZA bolo vysvetlené ako prekyslenie

bunecCnej cytoplazmy veduce k inhibicii Zivotu nevyhnutnych enzymov a
porusenie protdbnového prenosu.?°

Ako uz bolo spomenuté, pyrazinamid je proliecivo, ktoré vstupuje
do bunky pasivhou difuziou. Na svoju aktivhu formu (POA) je
konvertované pomocou pyrazinamidazy/nikotinamidazy kdédovanej pncA
génom v M. tbc.?° Negativne nabita POA (pKa 2,9) je potom eliminovana
z cytoplazmy nedefinovanym mechanizmom.?' V extracelularnom prostredi
pri pH cca 5,5 je malé mnozstvo POA protonizované na HPOA, ktora
prechadza cez membranu, atym dokoncCuje cyklus, ktory po niekolko
opakovaniach vedie k acidifikacii a pleiotropnému poSkodeniu celularneho

mechanizmu.2°
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Novsie Studie ukazali, Zze inhibicia rastu M. tbc PZA ¢i POA nemusi
byt podmienena intra Ci extracelularnym kyslym pH anie je prisudzovana
protbnovému prenosu a cytoplazmatickej acidifikacii. V skutoCnosti vedie
nadmerna expresia pncA kzvySeniu citlivosti na PZA v neutralnom, ¢i
alkalickom pH.2' Dalej, baktericidne uginky PZA su zachované v médiu
neutralneho pH a koncentracie PZA, ktoré plne inhibovali rast mykobaktérii
nespo6sobili cytoplazmaticku acidifikaciu.?’

Medzi Specifické ciele PZA patri RpsA (ribozomalny protein S1)

umoziujuci trans-translaciu (proces odstranujuci toxické proteinové
produkty formované za stresovych podmienok).2°

Dalsim moznym cielom je aspartat dekarboxylaza (PanD)
kdédovana panD génom."® PanD sa zUc¢astiiuje syntézy B-alaninu, ktory je
prekurzor v biosyntéze pantotenatu a koenzymu A.2°

PZA a POA su Strukturnymi analoégmi chinolinovej kyseliny (QA).
Fosforibosyltransferaza chinolinovej kyseliny (QAPRTaza) je klucovy
enzym vde novo biosyntéze NAD. QAPRTAaza katalyzuje Mg?*-zavisly
prenos fosforibosylovej zlozky z 5-fosfribosyl-1-pyrofosfatu na dusikovy
atom chinolinovej kyseliny kvytvoreniu mononukleotidu nikotinovej
kyseliny, pyrofosfatu a C0,.22 Vdaka Strukturdlnej podobe PZA sQA
dochadza k jeho vyuzitiu ako faloSného substratu pre QAPRTazu, o vedie

k inhibicii tohto enzymu.??

Rezistencia:

NajCastejSou priCinou rezistencie je mutacia pncA génu, kodujucom
pyrazinamid/nikotinamidazu.?3

Iny typ rezistencie predstavuje mutacia génu panD kodujuceho
aspartat dekarboxylazu. Dochadza k pozmenenej Strukture PanD, na ktoru
uz PZA nepdsobi .20

Rezistencie voCi PZA u M. tbc méze byt tiez dosiahnuto nadmernou
expresiou rpsA."

Velmi efektivny eflux POA u M. smegmatis a M. avium spdsobuje
ich rezistenciu voci PZA, aj napriek pritomnosti Uc¢innej pyrazinamidazy.'
Neziaduce ucinky: hepatotoxicita, gastrointenstinalne potiaze (zvracanie,

nauzea, nechutenstvo), hyperurikémia.?®
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3.7.2. Liecdiva 2. linie

Druha linia antituberkulotik sa riadi medzi lieCiva indikovana
vyhradne na rezistentné formy TBC. Aj ked su v terapii tiez nenahraditelné,
maju radu nevyhod, preto k indikacii dochadza az pri zisteni komplikovane;j
formy TBC. Nevyhodami su najma znizena ucCinnost, vySSi vyskyt
neziaducich ucinkov avneposlednej rade aj nedostupnost niektorych

lieCiv v rozvojovych zemiach, kde je vyskyt TBC najvySSi.

FLUOROCHINOLONY - moxifloxacin, gatifloxacin, levofloxacin

0 0 o
F | COCH F. | COOH F COOH
H |
H&N OMeX U N N N
HN o} s
H - A /N\) o ®
moxifloxacin gatifloxacin levofloxacin (lavoto€ivy

izomér ofloxacinu)

Fluorochinolény nepredstavuju typické antituberkulotika, avSak od
konca minulého storoCia sa kich indikacii zaradila aj rezistentna forma
TBC.?%% Maju baktericidny ucinok javiaci sa cez inhibiciu
mykobakterialnej topoizomerazy Il (DNA gyraza), ktora je zodpovedna za
spravne rozvolnenie aznovu zretazenie DNA behom replikacie.?
NajefektivnejSie  fluorochinolény  su  moxifloxacin  a gatifloxacin,
nasledované levofloxacinom a ofloxacinom.?® Levofloxacin je S-(-)-forma
ofloxacinu.?” Medzi v8etkymi fluorochinolénmi sa vyskytuje skrizena

rezistencia®®, avSak nie s ostatnymi antituberkulotikami.?®
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AMINOGLYKOSIDOVE ANTIBIOTIKA — streptomycin, amikacin, kanamycin

HO

streptomycin amikacin
R? OH OH
HoN,, w0y, @) - OH
0 o] .,
HO Y H,N NH, ‘OH
-
R’ NH,

kanamycin A: R" = NH,, R? = OH
B: R" = NH, R? = NH;
C:R'"=OH, R?=NH;

Jedna sa o prirodné ATB izolované zrodu Streptomyces (amikacin
je polosynteticky?®, derivovany z kanamycinu).?® Streptomycin bol
objaveny vroku 1944 astal sa prvym lieCivom efektivnym proti
tuberkuléze.?®> Aminoglykosidy maju baktericidne pdsobenie cezinhibiciu
proteosyntézy bakterialnej bunky ireverzibilnym naviazanim na 30S
podjednotku  ribozému.282°  Strukturdlne to su trisacharidy az
tetrasacharidy obsahujice neobvyklé aminosacharidy.?® Vzhfadom

k obsahu vysoko polarnych aminoskupin su velmi polarne bazické
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molekuly, ktoré za fyziologickych podmienok existujt vo forme
polykationov. Ztohto ddévodusa vObec nevstrebavaju, apreto je nutné
intravenozne alebo intramuskularne podanie.?® Medzi amikacinom
a kanamycinom existuje skrizena rezistencia.?®® K ich najvaznejSim

neziadtcim Gginkom patri ototoxicita a nefrotoxicita.?®

POLYPEPTIDOVE ANTIBIOTIKA — kapreomycin

R
o) o) NH,
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HoN,, N NH,
: N N
H H
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NH o)
H H
N ~ _N NH,
O \n/
H
o) o)
NH

NH

Iz

kapreomycin

Polypeptidy predstavuju druhu skupinu injektabilnych
antituberkulotik. Do ich spektra G¢inku spada M. tbc¢ aM. avium.3°
Mechanizmus ucCinku nie je jasne vysvetleny, ale zda sa, Ze inhibuju
translokaciu peptidylovej tRNA acez interakciu sribozomami inhibuju
proteinovll  syntézu.?® Baktericidnu aktivitu vykazuju iba proti
nereplikujucim sa mykobaktériam. Neziaduce ucinky su podobné
aminoglykosidovym ATB —nefrotoxicita, ototoxicita a elektrolytova porucha-
hypokalémia.?>2%39 Kapreomycin je ziskavany zo Streptomyces capreolus,

ako antituberkulotikum je pouzivany od roku 1959.%%
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THIOAMIDY ISONIKOTINOVEJ KYSELINY — ethionamid, prothionamid

Se__NH, S<__NH,
A | N
| _
N ethionamid N prothionamid

Tieto antituberkulotika inhibuju syntézu mykolovych kyselin, ale ich
presny mechanizmus nie je znamy.?® KedZe sa jedna olatky podobné
isoniazidu, maju s nim aj skrizenu rezistenciu.?® Rovnako ako INH, su to
prolieCiva. Na svoju aktivhu formu su aktivované mykobakterialnou
flavoproteinovou monooxygenazou (tj. monooxygenaza obsahujuca flavin
adenin dinukleotid).®" Thioamidy su baktericidne ATB, ktoré tohoto Ucinku
dosahuju inhibiciou enoyl-ACP-reduktazy produkovanou inhA génom.3'32
Ethionamid je pouzivany ako antituberkulotikum 2. linie od roku 1956.%°
Jeho neZiaduce ucinky su podobné INH — hepatotoxicita, neurotoxicita,

gastrointenstinalne potiaze.?®

CYKLOSERIN, TERIZODON

H © Cykloserin je analég aminokyseliny D-alaninu.®® Inhibuje
alanin racemazu (konvertuje L-alanin na D-alanin) a D-alanin:D-alanin
ligazu, ktora syntetizuje pentapeptidové jadro pouzitim D-alaninu (oba
enzymy su esencialne pre tvorbu peptidoglykanu).? Je to Sirokospektralne
ATB. Vzavislosti na koncentracii mbéze mat bakteriostatické az
baktericidne uCinky. NajCastejSie je pouzivany v kombinacii piatich liekov

na lieCbu M. avium komplexu a M. tbc.®® Terizidon predstavuje zdvojenu
Q
~ NH
@) N
N O
HN| =
0]

23

molekulu cykloserinu.?® terizidon



KYSELINA PARA-AMINOSALICYLOVA

NH,

OH
COOH

PAS predstavuje dalSiu dolezitu zlozku predlohovej Struktury
derivatov pripravovanych v ramci tejto diplomovej prace. Z tohto dévodu
bude vacésia pozornost’ venovana tiez tomuto lieivu. PAS bola pouzivana
ako antituberkulotikum od roku 1946.2° Do sedemdesiatych rokov
minulého storodia sa pouzivala ako antituberkulotikum 1. volby? do jej
nahrady lepsie tolerovanym ethambutolom.® Zlu¢enina vykazuje prevazne
bakteriostaticky U¢inok.?®> Vpraxi bola pouzivana vkombinacii sINH
aSTR™ pre jej vyznamnou rolu pri prevencii vzniku rezistencie
mykobaktérii voéi tymto lieGivam.3* Preventivny uc¢inok PAS sa odvija od
velkosti podanej davky, pri€om najlepsSich vysledkov je dosiahnuto pri 20 g
dennej davke.3* Nutnost’ podania vysokych davok v8ak predstavuje jeden
zdbvodov, z ktorych doSlo k vyradeniu tohto lie€iva v lie€be tuberkuldzy vo
vyspelych zemiach' (od 12 g narasta intolerancia voci PAS, manifestujica
sa nauzeou, GIT problémami, zvracanim, hnagkou).3* Dal$i z dévodov je

velké riziko rezistencie.'?

Mechanizmus u€inku:

Podobne ako uinych prolieCiv, mechanizmus ucinku PAS je
komplexny a doposial nie Uplne znamy.'® K prejaveniu svojej aktivity, PAS
musi byt najskér prevedena na svoju aktivnu formu.

Ako blizky analég p-aminobenzoovej kyseliny (PABA), PAS je
inhibitor dihydrofolat reduktazového enzymu (DHFR). Je teda nevyhnutna
jej konverzia dvoma enzymatickymi reakciami na hydroxydihydrofolat
(hydroxy-H2PteGlu), ktory je pravy inhibitor DHFR. V skutonosti PAS
funguje ako faloSny substrat dihydropteroatsyntazy (DHPS) atak je
biokonvertovana, podobne ako PABA na hydroxy-dihydropteroat

(hydroxy-H2Pte) cez M.tbc folat syntazovu cestu (funguje ako faloSny
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substrat dihydrofolatreduktazy-DHFR). Prvym krokom tohoto procesu je
N-alkylacna reakcia arylaminovej skupiny PAS
s 6-hydroxymethyl-7,8-dihydropterin  pyrofosfatom (DHPPP), veduca
k formacii hydroxy-H.Pte."?

V druhom kroku dochadza k amidifikacii karboxylovej kyseliny
s hydroxy-H2Pte (tiez faloSny substrat DHFS) pomocou L-glutamatu veduci
k hydroxy-H2PteGlu."® Niekolko $tudii ukazuje, Ze hydroxy-H-PteGlu
(analog H:oPteGlu) tiez naruSuje folatovy metabolizmus potencialnou
inhibiciou DHFR, ¢&im je zodpovedny za akumulaciu a nevyuZitie folat
zavislych metabolitov ako deoxyuridin monofosfat (dUMP)."3

Po aktivacii spoc€iva hlavny ucinok v inhibicii DHFR, kdédovanou
dffA° génom aucastniaca sa folatového metabolizmu pri  konverzii
dihydrofolatu (H2PteGlu) na tetrahydrofolat (H4PteGlu). Vid Schéma 1.
H4PteGlu sluzi ako kofaktor pri prenose jednouhlikového zbytku v syntéze
niekolkych esencialnych bakterialnych komponent ako je methionin, glycin,
serin, panthotenat, puriny athymidin.’®3° HsPteGlu je konvertovany na
5,10-methyléntetrahydrofolat, ktory je pouzity pri premene dUMP na
deoxythymidin monofosfat (dTMP). Tento proces je katalyzovany
thymidylat syntdzami ThyA a ThyX, ktoré mimo iné hraju rolu pri vzniku
rezistencie na PAS."® Zpredo$lého plynie, Ze inhibicia DHFR vedie
k disrupcii methyltransferazovej funkcie a nedostatku dTMP, o spdsobuje
stratu Zivotnosti bunky.

PAS bola povazovana za kompetitivny inhibitor tiez DHPS.36
NeskorSie poznatky viedli k zaveru, ze PAS sluzi ako substrat pre DHPS,
pricom dochadza k vzniku toxickych analégov H2oPteGlu. Inhibiciu DHPS
nasledne sprostredkuju az vzniknuté metabolity®>, podobne ako v inhibicii
DHFR.

Vo svojej aktivnej forme moéze PAS porusit mykobakterialne
ziskavanie Zeleza pomocou nekompetitivnej inhibicie inkorporacie
salicylatu do mykobakterialnych sideroforov, mykobaktinu
a karboxymykobaktinu.’®* Tohoto méze byt dosiahnuto mimo iné tiez
chelataciou katiénu Zeleza. Po chelatacii skér zmienenych i6nov déjde

k zabraneniu ich prenosu prostrednictvom ionoféru mykobaktinu. 12
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Rezistencia:

Vznik rezistencie mdze byt vysvetleny nasledujucimi javmi:
-mutécia vo folC génu, kodujuceho DHFS, enzym aktivujici PAS™
-DHFR katalyzuje konverziu H2PteGlu na H4PteGlu, ale iny enzym RibD,
(riboflavin  biosynthesis protein), mbéze tiez wvytvarat HaPteGlu
s dostatoénym mnozstvom pre bakterialne prezitie. V niektorych PAS
rezistentnych kmenoch, rezistencia je spojena snadmernou expresiou
ribD."3

V kontraste vacsiny bakteridlnych patogénov, M. tbc je unikatna
vtom, Ze kéduje ThyA aj ThyX typ thymidylat syntazy. Konverzia dUMP na
dTMP je teda tvorena dvoma cestami:
1. cez ThyX, v ktorom 5,10-m-H4PteGlu je transformovany na H4PteGlu
2. cez ThyA, v ktorom je 5,10-m-HsPteGlu konvertovany na HoPteGlu
Ztoho vyplyva, Zze dalSou cestou znizenia PAS efektu je mutacia thyA

génu veduca k nefunkénej ThyA.13:36
Neziaduce uc€inky: najCastejSie su to gastrointenstinalne problémy

(zvracanie, hnacCka, nauzea), hypotyreoitida, hepatitida, hemolyticka

anémia, agranulocytéza a malabsorp¢ny syndrom.
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Schéma 1: Mechanizmus u¢inku PAS
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3.7.3. Lie€iva nové a nadalej vyvijané
1,3-OXAZOLIDINONY - linezolid, sutezolid, posizolid

Oxazolidinony javia slubny ucinok proti rezistentnym kmernom
M. tbc.?* Ich mechanizmus uc¢inku zahriiuje inhibiciu proteinovej syntézy
cez interakciu sribozomalnou podjednotkou 50S ablokaciu spojenia
aminoacylovej tRNA aAmiestom peptidyltransferazového centra,
znemoznujuce tak translacny proces. Jedine¢nost tohto mechanizmu
spoc€iva vinhibicii rannej proteinovej syntézy viniciatnej faze komplexu
70S, nie vo faze spoc€ivajucej v predlZzovani polypeptidového retazca.
Vdaka tomu sa vyhybaju skrizenej rezistencii s makrolidmi, linkosamidmi,
streptograminmi, aminoglykosidmi, tetracyklinmi, chloramfenikolom

a fusidovou kyselinou.3’

Linezolid je prvy komeréne dostupny zastupca tejto skupiny lieciv.?* Jeho
mechanizmus ucinku spociva v naviazani sa na 23S rRNA a inhibicii
translacie vskorej faze, zabranujuce tak spravnemu naviazaniu
formyl-methionin tRNA. Dochadza teda k inhibicii syntézy proteinov.® Je
bakteriostaticky proti enterokokom a stafylokokom a baktericidny proti
streptokokom, pbsobi aj proti M. tbc MDR kmene.*® Medzi jeho neziaduce
ucinky patri myelotoxicita, cytopénia, neuropatia, laktatova acidoza,

rhambdomyelyza.3°

O

pron

Sutezolid je derivat linezolidu obsahujuci miesto morfolinového kruhu
thiomorfolinovy substituent. Je aktivny voci piatim citlivym kmeniom M. tbc
apiatim kmenom rezistentnych na INH, RIF, ETH, STR ambze mat

vyznamny vplyv na skratenie liecby TBC. Studia uvadza, ze sutezolid sa
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javi este bezpecCnejSim ako linezolid. Aj ked sa jedna osfubnu latku,

sutezolid nie je tohto ¢asu este komercéne dostupny.®”

Posizolid je linezolidovy derivat obsahujuci dva fluorové
substituenty na fenylovom kruhu. Vykazuje vo€i M. tbc lepSiu aktivitu ako
linezolid, aktualne prebiehaju Studie vjeho pouZiti vterapii rezistentnych
kmenov. Javi vS8ak zavazne nezZiaduce ucinky (hepatotoxicita,

hematotoxicita) a tym je jeho uvedenie na trh zatial nejasné.?’

BEDACHILIN (TMC 207)

Bedachilin je diarylchinolin ktory koncom roku 2012 preSiel
zrychlenym procesom schvalenia FDA k lieCbe MDR-TBC u dospelych
pacientov.?® VV CR bol registrovany v roku 2014 pod komerénym nazvom
SIRTURO.*" Od inych antituberkulotik sa odliSuje svojim jedineénym
mechanizmom ucinku. Ciefom tohoto lieCiva je ¢ podjednotka ATP
synthazy. ATP synthaza je rozdelena na FO aF1 multi-podjednotkoveé
komplexy: F1 je cytoplazmaticka aF0 je membranovo asociovana.
C podjednotka je suCastou FO, ¢o znamena, ze ciel bedachilinu je na
membranovej strane.*? Vo vysledku dochadza ku zniZeniu ATP v bunke
anerovnovahe vpH. Jedna sa teda obaktericidne lieivo.?* Do spektra
aktivity spadaju M. tbc, M. smegmatis, M. bovis, M. avium, M. kanasii

a M. ulcerans.*?
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NITROIMIDAZOLY — delamanid (OPC — 67683), pretomanid (PA824)

Delamanid (OPC-67683) je prolieCivo, jeho aktivha forma inhibuje
syntézu methoxy a ketomykolovych Kkyselin, ktoré su sucastou
mykobakteridlnej bunecnej steny.*® In vitro vykazuje baktericidny Gg¢inok
voci M. tbc*, do spektra Ucdinku spada tiez M. kansasii. Je vhodny pre
pouzitie na kmene rezistentné na INH, RIF, ETH, PZA, STR.%4

o= T <o
\©\N OCF;
N e]

Pretomanid (PA824) je podobne ako delamanid, prolieCivo, ktoré
po aktivacii inhibuje syntézu mykolovych kyselin  abielkovin.
Pravdepodobne ucinkuje cez vytvaranie radikalov s neSpecificky toxickym
efektom.*® Aktivacia prolieGiva prebieha cez redukciu aromatickej
nitro-skupiny kofaktor 420 dependentnou gluk6za-6-fosfat
dehydrogenazou. Pretonamid ma baktericidny ucinok proti replikujucim
anerasticim formam M. tbc % ato intracelularnou produkciou oxidu

dusnatého.
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PYRROLY - sutoterb (LL3858)
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Sutoterb - je latka, ktorej cielova Struktura je zatial neznama. In

vitro pésobi baktericidne proti M. tbc. Spolu s RIF dochadza k synergnému

pbdsobeniu.*®

DIAMINY - SQ109
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Aj ked sa jedna o analég ETH, toto lieCivo ma uplne iny
mechanizmus Gc¢inku.#” Ten spociva vinhibicii MmpL3, membranového
transportéru pre trehaloGzu monomykolat (TMM), nasledkom ¢&oho
dochadza khromadeniu TMM (prekurzor trehalézy dimykolatu — TDM)
vcytosole. Neprebieha teda syntéza TDM anedochadza kvazbe
mykolatov na arabinogalaktany v bunecnej stene.*® Do spektra ucinku sa

radi M. tbc, M. bovis, M. marinum. *
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3.7.1. Strukturne modifikacie pyrazinamidovych derivatov a ich vztah
Struktura-ucinok

Cast tejto diplomovej prace spoédivala vnajdeni vztahu medzi
Strukturou skor pripravenych derivatov pyrazinamidu aich biologickym
ucinkom. Pri velkom mnozstve a Strukturnej rozmanitosti pripravenych
derivatov  pyrazinamidu na  Katedre  farmaceutickej chémie
afarmaceutickej analyzy (viac ako 100 zlucenin) bolo rozhodnuté
zaoberat’ sa latkami Strukturne podobnymi tym, ktorym je venovana tato
diplomova praca. Do tejto analyzy boli teda zahrnuté derivaty

N-fenylpyrazin-2-karboxamidu a N-benzylpyrazin-2-karboxamidu.

Derivaty N-fenylpyrazin-2-karboxamidu

O
R" N

N
L

N

Iz

R

Pozitivny vplyv na antimykobakterialnu aktivitu proti M. tbc H37Rv
vykazovali tieto Strukturne znaky:
e atobm chléru vpozici 6 pyrazinového kruhu av pozicii
4 benzénového jadra*®
¢ lipofilné substituenty (CF3 a CHs) v polohe 3 a4 benzénového jadra
50
e kombinacia halogénového substituentu smethylom, hydroxylom
alebo nitro skupinou®’
e substitucia chléru za jednoduchy n-alkylamino substituent
u 5-chlor-N-fenylpyrazin-2-karboxamidu (tato substitucia tiez viedla
k zniZeniu ich in vitro cytotoxicity)®?
e antimykobakterialna aktivita sa zvySovala so zvySujucou sa
lipofilitou akulminuje uderivatov shexyl- aheptyl-aminovymi

substituentami pyrazinového jadra®?
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substitucia  chléru za  jednoduchy alifaticky  alkylamin
u 6-chlor-N-fenylpyrazin-2-karboxamidov viedla kzvySeniu aktivity
(od propyl- do oktyl-aminu)%3

u 6-alkylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamidov sa
antimykobakterialna aktivita zvySovala so stupajucou lipofilitou
avrcholila u zluc€enin s heptylamino substitciou®,
u 5-chlor-N-fenylpyrazin-2-karboxamidov  lipofilita  nekorelovala

s antimykobakteridlnou aktivitou®’

Nasledujuce substituenty viedli kzvyhodnenej aktivite proti inym

mykobakterialnym kmeriom:

halogénova substiticia na benzénovom jadre (M. kansasii)®’

atom chléru v meta polohe fenylového kruhu (mozna indikacia pre
potrebu velkého ahydrofébneho substituentu vtejto polohe)
(M. avium)®

alkylaminova substitucia (hexyl, heptyl) vpolohe 5 pyrazinového

kruhu (M. kansasii)®?

Negativny vplyv na antimykobakteridlnu aktivitu proti M. tbc mali tieto

Strukturne znaky:

tert-butylova zlozka naviazana na pyrazin uchlorovanych
N-fenylpyrazin-2-karboxamidov*®

CN- substituent na benzénovom jadre®’

OH-substituent naviazany na fenylovom kruhu®'

substitucia chléru za amino skupinu
u 5-chlérpyrazin-2-karboxamidov kompletne rusi aktivitu (tento fakt
mbze byt GiastoCne vysvetleny znizenim lipofility zlu¢enin)®*
modifikacia  alkylaminového  retazca  polarnou skupinou
(terminalnou OCHj3 alebo OH skupinou); méze byt spbsobené
zniZzenou lipofilitou vytvaranim H-vazieb52%3

vsunutie aromatického jadra do alifatického retazca®?
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N-benzylpyrazin-2-karboxamidové derivaty

o)
R' N
N N
IGERSE
RZ "N~ "RS

Nasledujuce Strukturne znaky vykazovali pozitivny vplyv na aktivitu proti

M. tbc:

methoxylovy substituent vpolohe 4 atrifiéormethylova skupina
v polohe 3 benzénového jadra®®

chlor v pozicii 6 a tert-butyl v 5. pozicii na pyrazinovom kruhu®®

u5- a6-alkylamino derivatov antimykobakterialna aktivita sa
zvySuje s predizujucim sa alkylovym retazcom, pricom maximum
vykazuje od hexylu do oktylu®®

poloha 5 alkylaminového retazca na pyrazinovom kruhu je pre
biologicku aktivitu vyhodnejSia ako poloha 6 ¢

zavedenie druhého fenylového kruhu u derivatov
3-benzylamino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidu vedie kzvySeniu
antimykobakterialnej aktivity proti M. tbc, ale naopak kzniZzeniu
aktivity proti M. kansasii °7

elektrén-donorovy substituent na benzylovom zbytku (2-CHs, 4-CHs,
4-OCHz3), zatial ¢o elektron-akceptorovy substituent (F, Cl, CF3)
nevedie k aktivnym zlu¢eninam 7

poloha 5 alebo 6 pyrazinového kruhu je pre chloridovy substituent
vyhodnejSia oproti polohe 3 %7

Ziadna zretelna zavislost medzi lipofilitou aantimykobakterialnou

aktivitou 5°

Zhrnutie

Podla ref. Servusova a kol. %8 N-fenyl-5-chlérpyrazin-2-karboxamidy

vykazuju lepSiu aktivitu ako N-benzyl-5-chlorpyrazin-2-karboxamidy, teda
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vsunutie -CH2- mostiku vedie k znizeniu antimykobakterialnej aktivity proti
M. tbc H37Ruv.

Na zaklade vypozorovanych znakov nie je mozné zretelne urcit
vztah lipofility kbiologickej aktivite. U 6-alkylamino-N-fenylpyrazin-2-
karboxamidov so stupajucou lipofilitou sazvySovala aj aktivita, pricom
maxima dosahovali heptylamino derivaty.%® Lipofilita  5-chlor-N-
fenylpyrazin-2-karboxamidov nekorelovala s ich biologickou aktivitou. '

Vyraznej antimykobakterialnej aktivity bolo dosiahnuté substituciou
benzénového jadra halogenidovou alebo hydroxy skupinou.4®5" Podobné
vysledky vykazovala substitucia pyrazinového kruhu chloridovym atomom
51,55 alebo alkylaminom 52°3:56 v polohach 5 a/alebo 6.

Aktivity zlu€enin s najlepSou hodnotou MIC, budd zhrnuté
v Tabulke 1 a Tabulke 2.
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Tabulka 1: N-fenyl-2-karboxamidové derivaty s najlepsimi hodnotami MIC [ug.ml™"]

R’ R? R3 Referencia MIC
[ug.mi”]
Cl H 4-Cl Dolezal a kol. #° 6,25
Cl H 3,4-Cl 6,25
H H 3-CF3 Dolezal a kol.*° 6,25
Ci C(CHa) 3-CFs 6.25
H Cl H Zitko a kol.5" 3,13
H Cl 2-OH 3,13
H Cl 3-OH 6,25
H Cl 4-OH 3,13
H Cl 2,5-(CHa)2 1,56
H Cl 4-CoHs 1,56
H Cl 4-i-Pr 1,56
H Cl 2-F 6,25
H Cl 3-F 6,25
H Cl 2,4-F; 3,13
H Cl 2-Cl 3,13
H Cl 3-Cl 6,25
H Cl 3,4-Cl 3,13
H Cl 4-Br 3,13
H Cl 2-Cl-4-1 12,5
H Cl 2-CHs-5-F 3,13
H Cl 2-CI-5-CHs 1,56
H Cl 5-Cl-2-OH 1,56
H Cl 3-Cl-4-OH 3,13
H Cl 2-OH-5-NO2 1,56
H Cl 2-NO> 12,5
H Cl 3-NO2 3,13
H Cl 3-CF3 3,13
H Cl 4-CF3 1,56
H Cl 4-COOH-3-OH 3,13
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H NH-propyl H Zitko a kol.*? 3,13
H NH-butyl H 1,56
H NH-pentyl H 3,13
H NH-hexyl H 0,78
H NH-heptyl H 0,78
H NH-oktyl H 3,13
H NH-2- H 12,5
fenylethyl
H NH-CsH1o- H 12,5
OH
H NH-heptyl Cl 12,5
NH-propyl H H Servusova- 12,5
NH-butyl H H Vanaskova 6,25
NH-pentyl H H a kol.>? 3,13
NH-hexyl H H 1,56
NH-heptyl H H 1,56
NH-oktyl H H 3,13
NH-pentyl H Cl 6,25
NH-hexyl H Cl 6,25
NH-heptyl H Cl 3,13
NH-oktyl H Cl 6,25
(@) R3
R'l
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Tabulka 2: N-benzylpyrazin-2-karboxamidové derivaty s najlepSimi hodnotami MIC

[ug.mi™]
R' R? R3 R* Referencia MIC
[ug.mi”]

Cl H - 4-OCHs | Servusova 6,25

a kol.*®
Cl C(CHas)s - 3-CF3 6,25
Cl C(CHa)s - 4-OCHzs 6,25
NH-butyl H - H Servusova- 12,5

Vanaskova

a kol.*°
NH-pentyl H - H 12,5
NH-hexyl H - H 6,25
NH-heptyl H - H 3,13
NH-oktyl H - H 3,13
H NH-pentyl - H 6,25
H NH-hexyl - H 3,13
H NH-heptyl - H 3,13
H NH-oktyl - H 1,56
- - NH-benzyl- 2-CHs Semelkova 12,5

2-CHs a kol.5"
- — NH-benzyl- | 3,4-Cl, 12,5

3,4-Cl,
O
RN
N N
PGSt
R> "N” "R®




4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. Pouzité chemikalie, pristroje a analytické metédy

Chemikalie pouzité pri syntéze boli zakupené od firmy Sigma-
Aldrich (Schnelldorf, German), pokial nie je uvedené inak a boli pouzité v
dodanej kvalite.

Rozpustadla pouZzité pri priprave predvolenych a finalnych latok,
konkrétne bezvodny toluén abezvodny aceton boli riadne vycistené

avysusené.

VSetky chemické vzorce, sumarne vzorce, vypoCet molekulovych
hmotnosti boli prevadzané vprograme ChemDraw Professional, verzia
17.1.0.105 (19) (PerkinElmer Informatics, Inc.). Kzisteniu miery lipofility
ziskanych zlu€enin boli vypocitané ich log P a Clog P hodnoty pomocou
programu ChemDraw Professional, verzia 17.1.0.105 (19) (PerkinElmer
Informatics, Inc.). Vysledky hodnét log P boli zaokruhlené na dve
desatinné miesta, a Clog P hodnoty boli zaokruhlené na tri desatinné

miesta.

Pre sledovanie akontrolu priebehu reakcii ataktiez kovereniu
Cistoty bola pouzitda metéda tenkovrstevnej chromatografie (TLC). Ako
mobilna faza bola pouZita sustava hexan-ethylacetat vpomere 1:1 pre
latky JZ-JZ8 az JZ-JZ14 apre latky JZ-JZ1 az JZ-JZ7 bol pouzivany
pomer 1:3 s pridavkom 0,5 % (v/v) kyseliny octovej 99%. Vlastna analyza
bola prevedena na TLC doskach Silica 60 Fass (Merck, Darmstadt,
Nemecko). Detekcia vysledkov bola prevadzana pod UV lampou

emitujicou Ziarenie vinovej dizky 254 nm.
Syntéza latok JZ8 az JZ13 bola realizovana na mikrovinom reaktore

CEM Discover s fokusovanym polom a autosamplérom Explorer 24 (CEM
Corporation, Matthews, NC, USA).
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Novo nasyntetizované produkty boli separované pomocou
chromatografu CombiFlash® Rf (Teledyne Isco, Inc. Lincoln, Nebraska,
USA), kde ako stacionarna faza sluZila koléna ru¢ne plnena silikagélom 60
(0.040-0.063 mm) amobilné faza bola tvorena hexanom-ethylacetatom

v gradientovej elucii, detekéna vinova dizka bola 280 nm.

Teplota topenia vyslednych Cistych produktov bola merana
metddou v otvorenej kapilare pristrojom Stuart SMP30 (Bibby Scientific

Limited, Staffordshire, UK). Hodnoty su nekorigované.

Totoznost’ pripravenych latok bola overovana pomocou analyzy
"H-NMR a *C-NMR spektier na Katedre organickej a bioorganickej chémie
(KOBCH) Farmaceutickej fakulty Univerzity Karlovy (FAF UK), doc.
PharmDr. Jifim KuneSem, CSc. K meraniu bol pouZity spektrometer
Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, CA, USA), pri frekvencii 500 MHz
pre 'H a 126 MHz pre '3C. Spektra boli zaznamenavané v deuterovanom
dimethylsulfoxide (DMSO-ds) alebo deuterovanom chloroforme (CDCl3) pri
laboratérnej teplote. Chemické posuny & (ppm) su vztiahnuté
k tetramethylsilanu  (TMS) ato nepriamo cez referenéné signaly
rozpustadla (pre DMSO 2,50 ppm v 'H spektru a 39,70 ppm v '3C spektru;
pre CDCl3z 7,26 ppm v 'H spektru a 77,0 v '3C spektru).

InfraCervené spekira nasyntetizovanych latok boli zmerané na
KOBCH, FAF UK pomocou pristroja Nicolet Impact 400 (Nicolet, Madison,
WI, USA) za pouzitia metdody ATR (zoslabeny uplny odraz) na krystale

germania.
Elementarna analyza bola prevedena za pouzitia analyzatoru Micro
Cube Element Analyzer (Elementar Analysensysteme, GmbH, Hanau,

Nemecko).

Praktické vytazky sa vztahuju ku chromatograficky vyCistenému
produktu.
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4.2. Metody syntéz
4.2.1. Metéda A — dvojstupriova syntéza

K priprave latok JZ-JZ1 az JZ-JZ7 bola pouZita klasicka metdda,
pozostavajuca z dvoch krokov.
1.stupen:

500mg (3,15 mmol) kyseliny 5-chlérpyrazin-2-karboxylovej bolo
dispergované v 50 ml bezvodného toluénu. Nasledne bolo pridané 1,5 ml
thionylchloridu (20,6 mmol, 6,5 ekv.) adve kvapky bezvodného
N,N-dimethylformamidu (DMF), ktory mal funkciu katalyzatoru. Tato zmes
bola zahrievana na olejovej kupeli pod spatnym chladiCom po dobu 1
hodiny pri 105 °C. Behom reakcie zmes tmavla apredvolena latka sa
rozpustala. Po skonCeni reakcie sa zmes nechala vychladnut. Potom
nasledovalo oddestilovanie rozpustadiel za zniZzeného tlaku azbytkov
thionylchloridu opakovanou destilaciou sbezvodnym toluénom. Bez
dalSieho Cistenia bol produkt bezodkladne pouzity do 2. kroku reakcie.

Priebeh reakcie — vid Schéma 2.

O o

N
| SOCl,, DMF, toluén |

N 105 °C, 1 hod. Cl N

Schéma 2: Reakéna schéma pripravy chloridu kyseliny 5-chlérprazin-2-karboxylovej
(5-CI-POA)

2.stupen:

Vzniknuty chlorid kyseliny 5-chlorpyrazin-2-karboxylovej bol
rozpusteny v20 ml bezvodného aceténu apostupne po kvapkach
pridavany kroztoku, ktory bol tvoreny prisluSnou substituovanou

aminobenzoovou kyselinou (0,9 molarny ekvivalent voci predvolenej 5-Cl-
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POA) apyridinom (500 mg, 6,3 mmol, 2 ekv.) taktieZz rozpustenych a
nariedenych v bezvodnom acetone. Pocas pridavania acylchloridu kyseliny
k reakénej zmesi bola zmes chladena ladom za postupného vypadavania
zrazeniny produktu. Vid Schéma 3. Zmes bola mieSana asi 2 hodiny
s kontrolou priebehu reakcie pomocou TLC a nasledne bola ponechana na

odstatie do druhého dna.

Schéma 3: Obecny postup pripravy N-fenyl-5-chlérpyrazin-2-karboxamidovych derivatov

N i R3 i Q :
JI \])kCI + aceton, pyridin> Nj)J\N/QiRQ
CI” N7 R? i s H R
R’I

R': -COOH, -OH
R?: -H, -OH, -ClI, -CHs, -OCHs, -COOH
R3: -OH, -H

Kzmesi bolo pridané priblizne 10 g silikagélu zmieSaného
s morskym pieskom a rozpustadla boli oddestilované za znizeného tlaku.
Pripadny zbytok pyridinu bol odstraneny azeotropnou destilaciou
stoluénom za znizeného tlaku. Naadsorbovany suchy zbytok bol
presunuty do flash chromatografu (silikagél, gradientova elucia hexan-
ethylacetat, detekéna vinova dizka 280 nm). Frakcie obsahujuci cielovy
produkt (po kontrole na TLC) boli spojené aprebytocné rozpustadla
oddestilované na vakuovej odparke. V pripade potreby bol produkt
aditivne precisteny pomocou rekrystalizacie zo zmesi ethanol/voda. Tieto
produkty boli tiez vyuZité k priprave koreSpondujucich esterov (zlu€eniny
JZ-JZ8 az JZ-JZ14).
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4.2.2. Metéda B — mikrovinami asistovana syntéza (priprava
esterov)

Do Specialnej silnostennej skumavky bolo pridané 200 mg resp.
300 mg (podla vytazku zpredchadzajucej reakcie) prislusnej
substituovanej 4-(5-chlorpyrazin-2-karboxamid) benzoovej kyseliny, 4 ml
n-propanolu (nadbytok) a1 kvapka koncentrovanej kyseliny sirovej
(katalyzator). Zmes bola opatrena mieSadlom askumavka uzavreta
vieCkom bola ulozena do automatického podavaca mikroviného reaktoru
(teplota 120 °C, 50 W, tlak 15 bar — bezpeénostna hranica, ¢as 30 minut).
Priebeh reakcie - vid Schéma 4. Po ukonCeni reakcie sa zmes zo
skumavky presunula do banky sgufatym dnom azneutralizovana 20%
roztokom uhli¢itanu sodného. Prebytocné rozpustadlia boli odparené do
sucha na vakuovej odparke apripravené kseparacii pomocou flash

chromatografie.

Schéma 4: Obecny postup pripravy esterovych derivatov

COOH COO-n-Pr
N\ /@: n-propanol, H,SO, -
| 120 °C, 30 min. H 3
~ R
Cl N

H R3

R2: -H, -OH, -Cl, -CHs, -OCHj3
R3: -H, -OH
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4.2.3.Metoda C

Je metddou spojujucou Metdodu Aa Metddu B, pri nej dochadzalo
rovno k vzniku esterov, bez pouzitia mikroviného reaktoru. Bola pouZzita
u esterov JZ-JZ9 a JZ-JZ14.

495 mg (3,12 mmol) kyseliny 5-chlérpyrazin-2-karboxylovej bolo
dispergované v bezvodnom toluéne, za nasledného pridania 1,5 ml SOCI,
(20,6 mmol, 6,6 ekv.) advoch kvapiek katalyzatoru DMF. Tato zmes bola
tiez zahrievana pod spatnym chladiCom na olejovej kupeli po dobu 1
hodiny pri 105 °C rovnako ako v Metéde A. Po vychladnuti bol produkt
rozpusteny v bezvodnom aceténe. Co sa tyka latky JZ-JZ14, tak k zmesi
bol po kvapkach postupne pridavany roztok pozostavajuci z504 mg (0,9
ekv.) propyl-p-aminobenzoatu, 500 mg (6,2 mmol, 2 ekv.) pyridinu takisto
rozpustené vbezvodnom acetdne. Priebeh reakcie — vid Schéma 5.
U derivatu JZ-JZ9 bol pridavany roztok zlozeny z498 mg (1 ekv.)
methylesteru p-aminobenzoovej kyseliny, 500 mg (6,2 mmol, 2 ekv.)
pyridinu takisto rozpustené vbezvodnom aceténe. Pocas pridavania
chloridu kyseliny k roztoku, bola tato zmes chladena fadom a nasledne
mie$ana este 2 hodiny s kontrolou priebehu pomocou TLC. Dal$i priebeh

je zhodny s Metédou A spominanou vysSie.

Schéma 5: Postup pripravy zlu¢eniny JZ-JZ14

0 [0
Ji ])\ H SOCI, DMF__ J: j)kCI S >JN\])LN
CI” N
ﬁ /\/
NH

2
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4.2.4. Metéda D

Posledna metdda bola vyuZzita pri priprave zlu€eniny JZ-JZ13.
312 mg (1 mmol) 2-chlér-4-(5-chlorpyrazin-2-karboxamid) benzoovej
kyseliny (latka JZ-JZ2) bolo dispergované v bezvodnom aceténe (20 ml),
s naslednym pridanim oxalylchloridu (152 mg, 1,2 mmol) a 1 kvapky DMF.
Zmes bola zakryta parafiimom a mieSana za laboratornej teploty az do
ukonc&enia vyvoja bubliniek plynu (priblizne 30 minat) . Vzniknuty chlorid
kyseliny bol zriedeny bezvodnym aceténom a postupne (behom 10 minut)
za mieSania pridavany kroztoku n-propanolu (nadbytok, 10 ml)
s pyridinom (10 mmol). Vid Schéma 6. Reakéna zmes bola za kontroly
TLC mieSana asi 2 hodiny. Po ukonéeni reakcie bola reakéna zmes

naadsorbovana na silikagél a precistena pomocou flash chromatografie.
Schéma 6: Postup pripravy latky JZ-JZ13

(@)
O dOH oxalylchlorid, DMF N O @C'
AN N Cl - | X N Cl
| | H _
Cl N N

H
Cl

O -n-
5 o 0 /@COO n-Pr
n-propanol, pyridin N
Ji I N N Cl
NS N cl > j fH

L J H cl
ClI” 'N

N

Finalne Cisté produkty ziskané zo vSetkych metdd boli jednak
charakterizované pomocou IR spektier, NMR spektier, teplotou topenia
aich Cistota bola overena elementarnou analyzou. Taktiez unich bola
zistovana antimykobakterialna, aditivne antibakterialna a antifungalna

aktivita.
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4.3. Predvolené latky

5-chlérpyrazin-2-karboxylova kyselina
Sumarny vzorec: CsH3CIN20O2
Molekulova hmotnost: 158,54 g/mol

log P: 0,24

Clog P: 0,829

4-amino-2-hydroxybenzoova kyselina
Sumarny vzorec: C7H7NO3

Molekulova hmotnost: 153,14 g/mol

log P: 0,40

Clog P: 1,056

4-amino-2-chlérbenzoova kyselina
Sumarny vzorec: C7HeCINO>
Molekulova hmotnost: 171,58 g/mol
log P: 1,35

Clog P: 1,218

4-amino-2-methylbenzoova kyselina
Sumarny vzorec: CgHoNO2
Molekulova hmotnost: 151,17 g/mol
log P: 1,28

Clog P: 1,177

4-amino-2-methoxybenzoova kyselina
Sumarny vzorec: CgHoNO3

Molekulova hmotnost: 167,16 g/mol

log P: 0,66

Clog P: 0,592
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4-amino-3-hydroxybenzoova kyselina

NH,
Sumarny vzorec: C7H7NOs3 OH
Molekulova hmotnost: 153,04 g/mol
log P: 0,40

Clog P: 0,796 COOH

4-aminobenzoova kyselina NH,

Sumarny vzorec: C7H7NO>

Molekulova hmotnost: 137,14 g/mol <>

log P: 0,79 COOH

Clog P: 0,978

5-amino-2-hydroxybenzoova kyselina NH,

Sumarny vzorec: C7H7NO3

Molekulova hmotnost: 153,14 g/mol <>\

log P: 0,40 COOH
OH

Clog P: 1,056

Methyl-4-aminobenzoat

Sumarny vzorec: CgHoNO2
Molekulova hmotnost: 151,16 g/mol
log P: 1,05

Clog P: 1,394

Propyl-4-aminobenzoat

Sumarny vzorec: C1oH13NO2
Molekulova hmotnost: 179,22 g/mol
log P: 1,88

Clog P: 2,452

oé ;O\
NH,

OZO\/\
NH,
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44,

Novo pripravené latky — finalne produkty

4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoova kyselina
O
@) OH

Oznacenie: JZ-JZ1

Sumarny vzorec: C12HgCIN3O4

Molekulova hmotnost: 293,66 g/mol

Vzhlad: biela krystalicka latka

log P: 0,66

Clog P: 2,246

Teplota topenia: 267,9-269,1 °C

Vytaznost reakcie: -teoreticka: 1183,4 mg
-prakticka: 459 mg (38,78 %)

IR spektrum: 3389 v (OH, NH); 1695, 1646 v (C=0); 1587; 1521; 1456;
1305; 1240; 1133; 1022; 877; 783; 669

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 13.65 (bs, 1H, COOH)*, 11.37 (bs, 1H,
OH)*, 10.93 (s, 1H, CONH), 9.11 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3"), 8.92 (d, J = 1.4
Hz, 1H, H6"), 7.76 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H6), 7.61 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H3),
7.46 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H. H5).

* velmi Siroké, vymena s rozpustadlom

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 171.7, 162.0, 161.7, 151.3, 144.6, 144.4,
143.7, 143.1, 131.0, 111.7, 108.9, 107.7.

Elementarna analyza: vypocitana C 49,09 %, H 2,75 %, N 14,31 %
namerana C 49,67 %, H 2,73 %, N 14,21 %
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4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-2-chlérbenzoova kyselina

O

O OH

Oznadenie: JZ-JZ2

Sumarny vzorec: C12H7CI2N303

Molekulova hmotnost: 312,11 g/mol

Vzhlad: biela krystalicka latka

log P: 1,60

Clog P: 2117

Teplota topenia: 236,6-237,9 °C

Vytaznost reakcie: -teoreticka: 1242,2 mg
-prakticka: 782 mg (62,95 %)

IR spektrum: 3356 v (OH, NH); 1698, 1677 v (C=0); 1573; 1514; 1384;
1297; 1269; 1228; 1130; 1022; 866; 775; 659

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 13.18 (bs, 1H, COOH), 11.13 (s, 1H,
CONH), 9.12 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H3"), 8.94 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H6"), 8.17
(d, J = 2.0 Hz, 1H, H3), 7.96 (dd, J = 8.6, 2.0 Hz, 1H, H5), 7.86 (d, J = 8.6
Hz, 1H, H6).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 166.1, 161.8, 151.4, 144.5, 143.5, 143.2,
141.9, 132.9, 132.3, 126.0, 121.9, 118.7.

Elementarna analyza: vypocCitana C 46,18 %, H 2,26 %, N 13,46 %
namerana C 46,74 %, H 2,15 %, N 13,65 %
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4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-2-methylbenzoova kyselina

O

O OH

Oznaéenie: JZ-JZ3

Sumarny vzorec: C13H1oCIN3O3

Molekulova hmotnost: 291,69 g/mol

log P: 1,53

Clog P: 2,168

Teplota topenia: 255,1-257,2 °C

Vytaznost reakcie: -teoreticka: 1283,4 mg
-prakticka: 695 mg (54,17 %)

IR spektrum: 3356 v (OH, NH); 2975 v (CH); 1682, 1665 v (C=0); 1580;
1516; 1400; 1291; 1137; 1025; 835; 778; 663

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 12.64 (s, 1H, COOH), 10.85 (s, 1H,
CONH), 9.1 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H3"), 8.93 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H6"), 7.89—

7.78 (m, 3H, H3, H5, H6), 2.53 (s, 3H, CH3).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 168.2, 161.4, 151.3, 144.3, 143.8, 143.1,
141.2, 140.6, 131.6, 125.8, 123.0, 117.6, 22.0.

Elementarna analyza: vypocitana C 53,53 %, H 3,46 %, N 14,41 %
namerana C 53,91 %, H 3,35 %, N 14,47 %
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4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-2-methoxybenzoova kyselina

O

O OH

X7 N OCH,
JI Z )

Oznadenie: JZ-JZ4

Sumarny vzorec: C13H10CIN3O4

Molekulova hmotnost: 307,69 g/mol

log P: 0,92

Clog P: 1,526

Teplota topenia: 234,4-236,3 °C

Vytaznost reakcie: -teoreticka: 1372,3 mg
-prakticka: 563 mg (40,99 %)

IR spektrum: 3282, 3079 v (OH, NH); 1746, 1683 v (C=0); 1594; 1526;
1422; 1285; 1255; 1137; 1021; 855; 770; 670

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 5 12.38 (bs, 1H, COOH), 10.92 (s, 1H,
CONH), 9.13 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3"), 8.94 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6"), 7.77
(d, J = 1.9 Hz, 1H, H3), 7.71 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H6), 7.62 (dd, J = 8.5, 1.9
Hz, 1H, H5), 3.82 (s, 3H, OCH3).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 166.6, 161.5, 159.3, 151.3, 144.3, 143.7,
143.1, 142.9, 132.2, 116.3, 111.7, 104.4, 55.8.

Elementarna analyza: vypocitana C 50,75 %, H 3,28 %, N 13,66 %
namerana C 51,32 %, H 3,28 %, N 13,45 %
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4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-3-hydroxybenzoova kyselina
O

O OH

TN
Ji/ HOH

Oznaéenie: JZ-JZ5

Sumarny vzorec: C12HgCIN3O4

Molekulova hmotnost: 293,66 g/mol

log P: 0,66

Clog P: 1,846

Teplota topenia: 289,0-290,7 °C

Vytaznost reakcie: - teoreticka: 1306,8 mg
-prakticka: 514 mg (39,33 %)

IR spektrum: 3370, 3011 v (OH, NH); 1687 v (C=0); 1606; 1531; 1456;
1317; 1280; 1222; 1124; 1012; 894; 770; 687

'H NMR: (500 MHz, DMSO- ds) & 12.75 (bs, 1H, COOH), 10.82 (bs, 1H,
OH), 10.20 (s, 1H, CONH), 9.13 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H3"), 8.95 (d, J = 1.3

Hz, 1H, H6'), 8.42 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H5), 7.53-7.47 (m, 2H, H3, H6).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 167.1, 159.9, 151.6, 146.4, 143.8, 143.5,
142.8, 129.8, 126.7, 121.4, 118.6, 115.3.

Elementarna analyza: vypocCitana C 49,08 %, H 2,75 %, N 14,31 %
namerana C 47,50 %, H 3,59 %, N 11,48 %
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4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-benzoova kyselina

@)
O OH

=
N
pa

Oznaéenie: JZ-JZ6 R

Sumarny vzorec: C12HsCIN3O3

Molekulova hmotnost: 277,66 g/mol

Vzhlad: biela pevna latka

log P: 1,05

Clog P: 1,969

Teplota topenia: 291,3-293,8 °C

Vytaznost reakcie: -teoreticka: 1012,3 mg
-prakticka: 436 mg (43,07 %)

IR spektrum: 3352 v (OH, NH); 1683 v (C=0); 1591; 1518; 1410; 1297;
1183; 1140; 1026; 858; 772; 675

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 12.75 (bs, 1H, COOH), 11.02 (s, 1H,
CONH), 9.13 (s, 1H, H3"), 8.95 (s, 1H, H6"), 8.02 (d, J = 8.5 Hz, 2H, ArH),

7.94 (d, J = 8.5 Hz, 2H, ArH).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 167.0, 161.5, 151.3, 144.4, 143.8, 143.1,
142.3, 130.4, 126.4, 120.2.

Elementarna analyza: vypocitana C 51,91 %, H 2,90 %, N 15,13 %
namerana C 51,30 %, H 3,11 %, N 14,71 %
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5-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoova kyselina

OH
N OH

= O
Cl N

Oznadenie: JZ-JZ7

Sumarny vzorec: C12HgCIN3O4

Molekulova hmotnost: 293,66 g/mol

Vzhlad: Zltd/okrova pevna latka

log P: 0,66

Clog P: 2,246

Teplota topenia: >300 °C

Vytaznost reakcie: -teoreticka: 1289,2 mg
-prakticka: 19 mg (14,74 %)

IR spektrum: 3357, 3080 v (OH, NH); 1698, 1683 v (C=0); 1575; 1516;
1385; 1296; 1268; 1228; 1131; 1022; 775; 659

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 10.63 (s, 1TH, CONH), 9.08 (s, 1H, H3"),
8.90 (s, 1H, H6"), 8.32 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H6), 7.77 (dd, J = 8.8, 2.8 Hz,

1H, H4), 6.83 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H3).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 172.1, 160.6, 158.8, 150.9, 144.2, 144.0,
143.1, 128.8, 127.5, 122.9, 116.6, 115.9.

Elementarna analyza: vypocCitana C 49,08 %, H 2,75 %, N 14,31 %
namerana C 48,44 %, H 2,51 %, N 13,46 %
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Propyl 4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-2-methylbenzoat

@)
') /@ij\o/\/
N
X N
i j)kH
=
Cl N

Oznadenie: JZ-JZ8

Sumarny vzorec: C16H16CIN3O3

Molekulova hmotnost: 333,77 g/mol

Vzhlad: biela pevna latka

log P: 2,62

Clog P: 3,774

Teplota topenia: 123,5-124,8 °C

Vytaznost reakcie: -teoreticka: 460,6 mg
-prakticka: 71 mg (15,41 %)

IR spektrum: 3328 v (OH, NH); 2973 v (CH); 1716, 1674 v (C=0); 1586;
1532; 1279; 1258; 1233; 1139; 1081; 1025; 849; 780; 696

'H NMR: NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.88 (s, 1H, CONH), 9.10 (d, J =
1.4 Hz, 1H, H3"), 8.93 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6"), 7.89-7.82 (m, 3H, H3, H5,
H6), 4.18 (t, J = 6.6 Hz, 2H, OCH?2), 2.53 (s, 3H, ArCH3), 1.76—1.66 (m,
2H, CH2), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 166.4, 161.4, 151.3, 144.3, 143.7, 143.1,
141.5, 140.5, 131.4, 125.0, 123.0, 117.7, 66.0, 21.9, 21.8, 10.7.

Elementarna analyza: vypocitana C 57,58 %, H 4,83 %, N 12,59 %
namerana C 57,39 %, H 4,57 %, N 12,46 %
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Methyl 4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-benzoat

O

o o~

Oznadenie: JZ-JZ9

Sumarny vzorec: C13H1oCIN3O3

Molekulova hmotnost: 291,69 g/mol

Vzhlad: Sedobiela pevna latka

log P: 1,31

Clog P: 2,217

Teplota topenia: 228,8-231,3 °C

Vytaznost reakcie: -teoreticka: 345,3 mg
-prakticka: 79 mg (22,88 %)

IR spektrum: 3352 v (OH, NH); 2956 v (CH); 1716, 1682 v (C=0); 1532;
1410; 1279; 1140; 1023; 860; 788; 667

'H NMR: (500 MHz, DMSO-de/pyridine-ds 1:1) & 10.88 (s, 1H, CONH),
9.22 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H3"), 8.83 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6"), 8.20-8.13 (m,
2H, AA', BB', H3, H5), 8.10-8.04 (m, 2H, AA'", BB', H2, H6), 3.85 (s, 3H,
OCH3).

3C NMR: (126 MHz, DMSO-de/pyridine-ds 1:1) & 165.7, 161.0, 151.2,
143.9, 143.4, 142.5, 142.2, 129.9, 125.5, 119.9, 51.3.

Elementarna analyza: vypocitana C 53,53 %, H 3,46 %, N 14,41 %
namerana C 53,86 %, H 3,40 %, N 14,41 %
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Propyl 4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-2-methoxybenzoat
@)
L
N
X N OCH,4
| H

~

Cl N

Oznaéenie: JZ-JZ11

Sumarny vzorec: C16H16CIN3O4

Molekulova hmotnost: 349,77 g/mol

Vzhlad: ZIt4 jemne kryStalicka latka

log P: 2,01

Clog P: 3,033

Teplota topenia: 137,1-138,8 °C

Vytaznost reakcie: -teoreticka: 341,0 mg
-prakticka: 95 mg (27,86 %)

IR spektrum: 3352 v (OH, NH); 2974 v (CH); 1683 v (C=0); 1589; 1526;
1292; 1132; 1025; 859; 777; 673

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 10.94 (s, 1H, CONH), 9.12 (s, 1H, H3"),
8.93 (s, 1H, H6"), 7.79 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H3), 7.70 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H6),
7.64 (dd, J = 8.5, 1.8 Hz, 1H, H5), 4.14 (t, J = 6.5 Hz, OCH2), 3.82 (s, 3H,
OCH3), 1.67 (h, J = 7.1 Hz, 2H, CH2), 0.96 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 165.2, 161.5, 159.3, 151.4, 144.4, 143.7,
143.2, 143.1, 132.0, 115.5, 111.7, 104.5, 65.8, 55.9, 21.8, 10.6.

Elementarna analyza: vypocCitana C 54,94 %, H 4,61 %, N 12,01 %
namerana C 54,54 %, H 4,36 %, N 11,75 %
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Propyl 4-(chlérpyrazin-2-karboxamido)-3-hydroxybenzoat

O
N
jon
=z OH
Cl N

Oznaéenie: JZ-JZ12

Sumarny vzorec: C15H14CIN3O4

Molekulova hmotnost: 335,74 g/mol

Vzhlad: Sedobiela pevna latka

log P: 1,74

Clog P: 3,338

Teplota topenia: 203,3-207,9 °C

Vytaznost reakcie: -teoreticka: 228,3 mg
-prakticka: 64 mg (28,03 %)

IR spektrum: 3320 v (OH, NH); 2973 v (CH); 1712, 1673 v (C=0); 1543;
1428; 1317; 1226; 1111; 1022; 906; 764; 700

H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 10.87 (bs, 1H, OH), 10.18 (s, 1H, CONH),
9.11 (s, 1H, H3), 8.94 (s, 1H, H6"), 8.42 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H5), 7.57-7.44
(m, 2H, H3, HB), 4.18 (t, J = 6.5 Hz, 2H, OCH2), 1.76—1.65 (m, 2H, CH2),
0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 165.5, 159.9, 151.6, 146.5, 143.8, 143.4,
142.7,130.2, 125.7, 121.2, 118.6, 115.0, 66.2, 21.8, 10.6.

Elementarna analyza: vypocitana C 53,66 %, H 4,20 %, N 12,52 %
namerana C 54,22 %, H 4,16 %, N 12,42 %
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Propyl 4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-2-chlorobenzoat

O
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N
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=
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Oznaéenie: JZ-JZ13

Sumarny vzore: C1sH13CI2N303

Molekulova hmotnost: 354,19 g/mol

Vzhlad: biela pevna latka

log P: 2,69

Clog P: 3,553

Teplota topenia: 102,6-106,0 °C

Vytaznost reakcie: -teoreticka: 354,2 mg
-prakticka: 78,1 mg (22,04 %)

IR spektrum: 3359 v (OH, NH); 2970 v (CH); 1687 v (C=0); 1579; 1517,
1312; 1287; 1132; 1026; 888; 775; 665

'H NMR: (500 MHz, CDCls) 5 9.61 (s, 1H, CONH), 9.27 (d, J = 1.3 Hz, 1H,
H3), 8.59 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H6"), 7.95-7.92 (m, 2H, H3, H6), 7.70 (dd, J
= 8.6, 2.2 Hz, 1H, H5), 4.30 (t, J = 6.6 Hz, 2H, OCH2), 1.87-1.75 (m, 2H,
CH2), 1.05 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3).

3C NMR: (126 MHz, CDCl3) & 165.0, 160.1, 152.9, 144.3, 142.5, 141.9,
140.5, 135.2, 132.8, 126.0, 121.6, 117.3, 67.1, 22.0, 10.6.

Elementarna analyza: vypocitana C 50,87 %, H 3,70 %, N 11,86 %
namerana C 51,21 %, H 3,58 %, N 11,83 %
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Propyl 4-(5 chlérpyrazin-2-karboxamido)-benzoat

O
N
X N
i j)kH
~
cl” N

Oznaéenie: JZ-JZ14

Sumarny vzorec: C15H14CIN3O3

Molekulova hmotnost: 319,75 g/mol

Vzhlad: biele az mlieCne Supinaté krystaly

log P: 2,13

Clog P: 3,275

Teplota topenia: 167,2-168,4 °C

Vytaznost reakcie: -teoreticka: 997,6 mg
-prakticka: 202 mg (20,24 %)

IR spektrum: 3354 v (OH, NH); 2972 v (CH); 1705, 1686 v (C=0); 1533;
1316; 1274; 1123; 1022; 853; 770; 666

'H NMR: (500 MHz, CDCls) 5 9.64 (s, 1H, CONH), 9.28 (d, J = 1.4 Hz, 1H,
H3), 8.59 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H6"), 8.16-8.02 (m, 2H, AA', BB', H3, H5)
7.90-7.75 (m, 2H, AA', BB', H2, H6), 4.29 (t, J = 6.7 Hz, 2H, OCH2), 1.88—
1.73 (m, 2H, CH2), 1.04 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3).

3C NMR: (126 MHz, CDClIs) & 166.0, 160.0, 152.7, 144.3, 142.4, 142.2,
140.9, 130.9, 126.8, 119.1, 66.5, 22.1, 10.5.

Elementarna analyza: vypocitana C 56,35 %, H 4,41 %, N 13,14 %
namerana C 56,76 %, 4,27 %, N 13,29 %
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4.5.

Vysledky biologického hodnotenia
4.5.1. Antibakterialna aktivita

Uginnost na baktérie bola skuSana na Katedre biologickych
s lekarskych vied (KBLV) FAF UK.

Testované baktérie (Tabufka 4) boli suspendované v 0,85% roztoku
NaCl. Po uprave vznikla suspenzia hustoty ekvivalentnej 0,5
McFarlandovej stupnice (1,5x108 CFU.ml"). Testované zliceniny boli
rozpustené v dimethylsulfoxide (DMSO) aneriedené pédou (latky boli
tazko rozpustné). Testovalo sa mikrodiluénou bujonovou metdédou
v dostickach (200 pl média + 10 pl suspenzie inokula). Ako médium bol
pouzity Mueller-Hintonov bujon ¢. 2 (CAMHB) opH 7,0. Inokulacia
prebiehala 24—48 hodin pri 35 °C, staticky, bez pristupu svetla, v humidnej
atmosfére.

Vyhodnotenie prebiehalo vizualne.

Ani jedna ztestovanych latok vstanovenych koncentraciach
nevykazovala na testované kmene baktérii aktivitu. Maximalne
koncentracie skusanych latok vjamkach mikrotitraénej dosti¢ky boli 500
umol.I'" pre JZ-JZ1, JZ-JZ2, JZ-JZ3, JZ-JZ4, JZ-JZ5, JZ-JZ7, JZ-JZ8,
JZ-JZ11, JZ-JZ12, JZ-JZ13 a 125 pl' pre latky JZ-JZ9 a JZ-JZ14.

Tabulka 4: Testované kmene baktérii a pouzite Standardy pri testovani

Testované kmene +kod, lab.éislo  [Standardy(po 48 hod.) MIC/ICss [umol.I']
Gentamicin Ciprofloxacin

SA- Staphylococcus aureus 1 0,25

ATCC 29213, CCM 4223 lab.ID 142

2016

EF- Enterococcus faecalis 8 0,25

IATCC 29212, CCM 4224 lab.ID 164-2016

EC- Escherichia coli 1 0,004

IATCC 25922, CCM 3954 lab.ID 162-2016

PA- Pseudomonas aeruginosa 0,25 0,062

IATCC 27853, CCM 3955 lab.ID 163-2016
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4.5.2. Antifungalna aktivita

Stanovenie aktivity zlu€enin voCi hubovym kmenom bolo
prevadzané na KBLV, FAF UK.
Kmene hub su uvedené v Tabulke 5.

Zlu€eniny boli rozpustené vDMSO. Testovanie prebiehalo
mikrodiluénou bujonovou metdédou na dostickach (200 pyl média + 10pl
suspenzie inokula), pri teplote 35 °C , pH / pufer 7,0 / MOPS (0,165 M)
vmédiu RPMI 1640 sglutaminom a2% glukézou. Inkubacia prebiehala
staticky, vtme, vhumidnej atmosfére po dobu 24—48 hodin. Hustota
inokulac¢nej suspenzie bola 0,5-2x103 CFU.ml"'. K porovnaniu bol pouzity
Standard antimykotikum Amfotericin B. Po vizualnom odcitani sa vysledky
vyjadrili ako minimalna inhibicna koncentracia (MIC), ktora je
charakterizovana ako minimalna koncentracia latky, ktora inhibuje rast

mikroorganizmov.

Ani jedna ztestovanych zlu€enin v stanovenych koncentraciach
nevykazovala antifungalnu aktivitu. Maximalna koncentracia skusanych
latok vjamkach mikrotitraénej dosticky boli 500 pmol.l"' (pre JZ-JZ1,
JZ-J72, JZ-JZ73, JZ-JZ4, JZ-JZ5, JZ-JZ7, JZ-0Z8, JZ-JZ11, JZ-JZ13) a 125
umol.I'" pre latky JZ-JZ9, JZ-JZ12, JZ-JZ14.

Tabulka 5: Testované kmene hub a pouzity Standard pri testovani

Testované kmene + kdd, lab. &islo [Standard (po 48 hod.) MIC [umol.I']

Amfotericin B
CA1- Candida albicans 0,25

IATCC 24433, CCM 8320 lab.ID 166-2016
CK- Candida krusei 1

IATCC 6258, CCM 8271 lab.ID 169-2016
AF- Aspergillus fumigatus 1

IATCC 204305 lab.ID 169-2017
IAC- Absidia corymbifera 1

CCM 8077 lab.ID 173-2017
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4.5.3. Antimykobakterialna aktivita

VSetkych 13 latok bolo testovanych in vitro na ucinnost proti
Mycobacterium tuberculosis H37Rv CNCTC My 331/88 (ATCC 27294),
Mycobacterium kansasii Haunduroy CNCTC My 235/80 (ATCC 12478),
Mycobacterium avium ssp. avium Chester CNCTC My 80/72 (ATCC
15769), Mycobacteium smegmatis DSM 43465 (ATCC 607) a
Mycobacterium aurum DSM 43999 (ATCC 23366).

Kmene M. tuberculosis, M. kansasii a M. avium boli ziskané z
Ceské Narodni Sbirky Typovych Kultur (CNCTC), Narodni Institut
Vefejného zdravi, Praha. Kmene M. smegmatis a M. aurum boli zakupené
z Nemeckej kolekcie mikroorganizmov a bunecnych kultur (Braunschweig,

Germany).

Antimykobakterialna aktivita proti M. tbc, M. kansasii, M. avium:
Antimykobakterialna aktivita bola testovana vo Fakultnej nemocnici
v Hradci Kralové. Rastové médium tvoril bujén Middlebrook 7H9 s
rastovym doplnkom AODC (albumin, kyselina olejova, dextréza a
kataldaza), dodané firmou Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Médium
malo deklarovanu hodnotu pH 6,6. K pozitivhej kontrole inhibicie rastu bol
pouzity isoniazid (INH), negativhu kontrolu rastu mykobaktérii poskytla
Zivna péda s DMSO. Testované zlu€eniny boli rozpustené v DMSO a
nariedené dvojkovym riedenim. Koncentracie skusanych latok v jamkach
mikrotitracnej dosti¢ky boli 100 — 50 — 12,5 — 6,25 — 3,13 — 1,56 pg.ml-".
Vyslednd koncentracia DMSO vjamkach neprekrocila 1% (v/v)
a neovplyvnovala rast mykobaktérii. Po uplynuti doby pat dni bol pridany
roztok Almar Blue. Nasledne boli od¢itané vysledky astanovena MIC v
testovanej latky, ktora zabranila zmene modrého sfarbenia na ruzové. Test

bol prevadzany v duplikate.
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Antimykobakterialna aktivita proti M. smegmatis, M. aurum:

Antimykobakterialna  aktivita bola skumana  mikrodilucnou
bujonovou dostiCkovou metddou. Ako rastové médium bol pouZity bujon
Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) obohateny 0,4%
glycerolom (SigmaAldrich, Steinheim, Germany) a10% Middlebrook
OADC rastovymi doplnkami (Himedia, Mumbai, India).

Mykobakterialne kmene boli kultivované na agare Middlebrook 7H9
a suspenzie boli pripravené v bujéne Middlebrook 7H9. Vysledna hustota
bola nastavena rozmedziu hodnét od 0,5 do 1,0 podla McFarlandovej
stupnice ariedena bujébnom vpomere 1:20. Testované zluCeniny boli
rozpustené vDMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) potom bol
pridany Middlebrook bujon knadobudnutiu koncentracie 2000 ul.ml".
Standardy pouzZivané pre determinaciu aktivity boli isoniazid (INH),
rifampicin  (RIF) aciprofloxacin (CPX) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany). Vysledné koncentracie boli dosiahnuté dvojkovym riedenim
apridanim mykobakterialnej suspenzie aboli nastavené ako 500, 250,
125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,81 a 3,91 ug.ml"' okrem Standardu rifampicinu,
kde vysledné koncentracie boli 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,195
a 0,098 ug.ml!, aciprofloxacin, kde vysledné koncentracie boli 1, 0,5,
0,25, 0,125, 0,0625, 0,0313, 0,0156, 0,0078 ug.ml'. Finalna koncentracia
DMSO nepresiahla 2,5% (v/v) aneovplyvriovala rast M. smegmatis a M.
aurum. Zahrnuté boli pozitivne (bujon, DMSO, baktéria) anegativne
(bujon, DMSO) kontroly.

Dosticky  boli  uzavreté polyesterovou adhezivnhou fdliou
ainkubované vtme pri 37 °C bez trepania. Po 48 hodinovej inkubacii u M.
smagmatis, resp. po 72 hodinovej inkubacii u M. aurum nasledovalo
pridanie 0,01% roztoku sodnej soli reszaurinu. Potom bol pridany 10%
vodny roztok Tweenu 80 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany).
Mikrotitracné dosticky boli inkubované na dalSich 2,5 hodin pre stanovenie
aktivity proti M.smagmatis, resp. 4 hodiny pre M. aurum.

Antimykobakteridlna aktivita bola vyjadrenda ako MIC v pl.ml"
a hodnota bola vizualne od¢&itana na zaklade zmeny farby (modra - aktivna
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zluCenina aruzova — neaktivna). MIC hodnoty pre Standardy boli
vrozmedzi 7,81-15,625 pg.mlI' pre INH 12,5-25 pg.ml”' pre RIF
a0,0625-0,125 ug.ml' pre CPX proti M. smagmatis, resp. 1,95-3,91
ug.ml-! pre INH, 0,78-1,56 ug.ml"' pre RIF a0,00781-0,1563 ug.ml! pre

CPX proti M. aurum. VSetky experimenty boli prevadzané duplikovane.

Tabulka 6: Antimykobakterialna aktivita novo pripravenych latok vyjadrena v MIC [ug.ml]

v porovnani so Standardmi

R1
O
N
Jeaaa
_ R3
Cl N

zlu€eniny MIC [ug.ml"]
kéd R’ R? R3 M. tbc |M. kansasii |M. avium M. smegmatis |M. aurum
H37Rv

JZz-Jz1 | COOH OH H 6,25 >100 >100 125 n.a
Jz-Jz2 | COOH Cl H 50 >100 >100 250 n.a
JZ-JZ3 | COOH | CHs H >100 >100 >100 >500 n.a
JZ-JZ4 | COOH | OCHs H >100 >100 >100 62,5 n.a
Jz-Jz5 | COOH H OH >100 >100 >100 >250 n.a
JZ-JZ6 R| COOH H H >50 >50 >50 >250 125
Jz-Jz7 OH COOH H 12,5 >100 >100 >500 n.a
JZ-JZ8 | COOPr | CHs H >100 >100 >100 >500 >500
JZ-JZ9 |COOMe H H >100 >100 >100 n.a n.a
JZ-JZ11 | COOPr | OCHs H >100 >100 >100 >500 >500
JzZ-JZz12 | COOPr H OH 6,25 >100 >100 >500 >500
JZ-J213 | COOPr Cl H n.a n.a n.a >500 >500
JZ-JZ214 | COOPr H H >100 n.a >100 n.a. n.a

INH - - - 0,2 6,25—-12,5 12,5 15,625 1,95-3,91

RIF - - - n.t. n.t. n.t. 0,19-0,39 0,78-1,56

CPX - - - n.t. n.t. n.t. 0,098 0,00781-

0,1563

INH- isoniazid, RIF- rifampicin, CPX- ciprofloxacin, n.t.- netestované,

n.a.— nedostupné (not available)
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4.5.4. In vitro cytotoxicita na HepG2 buneénej linii

Vybrané  finalne zlu€eniny  zaujimavé  z hladiska ich
antimykobakterialnej aktivity ¢i Struktury boli testované na in vitro
cytotoxicitu vo¢i HepG2 bunecnej linii.

Bunecna linia ludskych pecenovych buniek HepG2 poriadena z
Health Protection Agency Culture Collection (ECACC, Salisbury, UK), bola
kultivovana v médiu Minimum Essentials Eagle Medium (MEM,
Sigma-Aldrich) doplnenom 10 % fetalnym bovinnym sérom (Puu, Biotech,
Praha), 1 % roztokom L-glutaminu (Sigma-Aldrich) a roztokom
neesencialnych mastnych kyselin (Sigma-Aldrich). VSetko prebiehalo
v humidnej 5 % CO2 atmosfére pri teplote 37 °C. Bunky ziskané po Uprave
v roztoku trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich) pri teplote 37 °C a potom nadalej
upravené testovanymi latkami boli pouZité ako experimentalne skupiny.
Bunky HepG2 bez naneseni testovanych latok boli pouZité ako skupiny
kontrolne.

Bunky boli nasadené v hustote 1x10* buniek na jamku do
96-jamkové titradnej dosticky. Dalsi def boli k bunkam pridané upravené
testované latky rozpustené v DMSO. Testované zluceniny boli pre
inkubaciu pripravené v koncentraciach 0-100 uM (v desiatich réznych
koncentraciach) v triplikatoch pre kazdu koncentraciu. Zaroven bola
pripravena  kontrola pre stanovenie 100 % viability, kontrola pre
stanovenie nulovej viability (p6sobenim 10 % DMSQO), kontrola
bezbuneCného obsahu a kontrola vehikula. Po 24 hodinach inkubacie
v humidnej 5% CO> atmosfére bol pridany reagens pouzitého kitu

(CellTiter 96). Po dalSich 2 hodinach inkubacie v humidnej 5 % CO>
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atmosfére pri 37 °C bola pomocou dostiCkového analyzatoru (TECAN,
Infinita M2000, Austria) zaznamenana absorbancia pri vinové dizke 490
nm. Standardny toxikologicky parameter IC 50 bol vypo&itany pomocou

programu GraphPad Prism 7 software.

Tabulka 7: In vitro cytotoxicita vybranych zli&enin na HepG2 bunecnej linie a ich index

selektivity (SI)

Zluéenina HepG2 cytotoxicita Aktivita
Testované
kod R' R? R3? |[ICso [UM] | koncentracie MIC [uM] |SI=ICs,/ MIC
[uM]
Jz-J21 COOH OH H 159.80 1-1000 21,3 MT 7,50
Jz-Jz2 COOH Cl H 286.00 1-1000 160,2 MT 1,78
Jz-JZ4 COOH | OCHs H 301.10 1-1000 203,1 MK 1,48
Jz-Jz71 OH COOH | H 601.50 1-1000 42,6 MT 14,12
JZ-Jz12 | COOPr H OH 6.64 1-1000 18,6 MT 0,36
JZ-J7z13 | COOPr Cl H 20.60 1-1000 Neaktivna -

MT — Mycobacterium tuberculosis, MK — Mycobacterium kansasii

Z hlfadiska buduceho vyvoja je mozné za perspektivne zluceniny
povazovat tie, ktorych index selektivity (Sl) je vyS8Si alebo rovny desat.
Zaujimavy je fakt, Ze estery kyselin vykazali radovo 10x vysSiu cytotoxicitu
ako karboxylové kyseliny. Dokumentovat to ide na dvojici JZ-JZ2 (ICso =
286.00 yM) a JZ-JZ13 (ICso = 20,60 uM).

Z uvedenych vysledkov in vitro cytotoxicity vyplyva, Ze
najsfubnejSia zluCenina, majuca nizku toxicitu a zaroven selektivnu
antimykobakterialnu aktivitu (M. tbc H37Rv) je zlu€enina JZ-JZ7

(SI= 14,12 MIC M. tbc H37Rv 12.5 pg.ml).
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5. DISKUSIA

Pre celkové zhodnotenie obdrzanych vysledkov budu nadalej
pripravené zluCeniny rozdelené na dve skupiny ato na karboxy
a propylester derivaty.

K priprave zlu€enin boli celkovo pouzité Styri rzne metddy.

Prva metdéda (A) predstavovala dvojstupnova syntézu, kde prvy
stupen spocival v priprave chloridu kyseliny 5-chlérpyrazin-2-karboxylove;j.
Vdruhom stupni sa 5-chlérpyrazinoyl chlorid nechal zreagovat so
substituovanou aminobenzoovou kyselinou v pritomnosti pyridinu
a acetonu, za vzniku prislusného

N-fenyl-5-chlérpyrazin-2-karboxamidového derivatu.

Druha metdda (B) bola realizovana pomocou vyuZitia mikroviného
reaktoru aboli fou nasyntetizované latky charakteru esterov. Ako
predvolené latky boli pouZité produkty ziskané metddou A, ku ktorym bol

pridany prislusny alkohol a kyselina sirova.

Tretia (C) astvrtd (D) metdda predstavovali zjednodusené

predchadzajuce metddy.

Vytazky reakcii karboxy derivatov sa pohybovali vrozmedzi
14,74 % az 62,95 %, priCom priemerna hodnota bola 42,86 %, zatial ¢o
vytazky esterovych derivatov boli vrozmedzi 15,41-28,03 %, pricom
priemerna hodnota bola 22,74 %. MnozZstvo vytazku je vysvetlitelné
stratami behom Cistiaceho procesu (flash chromatografia, rekrystalizacia).
Latky boli charakterizované pomocou TLC, NMR, IR spektier

a elementarnej analyzy. Teplota topenia bola tiez stanovena.

Lipofilita latok bola charakterizovana pomocou hodnét log P a Clog
P, vypocitané v programe ChemDraw. Hodnoty log P karboxy derivatov sa
pohybovali od 0,66 do 1,60. Hodnoty Clog P boli v rozmedzi 1,53-2,23.
Esterové derivaty vykazovali hodnoty log P vrozmedzi 1,74 az 2,69.
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Hodnoty Clog P tychto derivatov boli od 2,22 do 3,77. Z tychto hodnét je
patrné, Ze lipofilita pripravovanych latok sa zvySila pri vytvoreni

propylesteru prislusnych derivatov.

Latky boli odoslané na antimykobakterialne, antifungalne
a antibakterialne testovanie. Je vSak nutné brat vuvahu nedostato¢né
vyCistenie latky JZ-JZ5, jej aktivitu tym padom nemozno objektivne
posudit. Ziadna latka nevykazovala vyznamni antifungéinu ani
antibakteridalnu aktivitu. Latky s perspektivnou antimykobakterialnou

aktivitou boli dalej testované na in vitro cytotoxicitu.

4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoova kyselina bola
skor popisana ako potencialne netoxické antituberkulotikum, uc¢inné najma
proti Mycobacterium tuberculosis H37Rv (MIC 10,7 pM). Vramci
objasnenia vztahu Struktura-ucinok u tejto zlu€eniny, bola pripravena rada
derivatov, kde bol fenylovy kruh rézne substituovany. Zmeny v substitucii

viedli ako k zachovaniu aktivity, tak k jej strate.

V ramci karboxy derivatov vykazovali aktivitu vo¢i M. tbc H37Rv
vrozmedzi MIC 6,25-50 pg.ml" Styri zlu¢eniny. Latka JZ-JZ1 (R'=COOH
R?=0H,) vykazovala hodnotu MIC 6,25 ug-ml'. Substiticia -OH u R?
za -Cl (JZ-JZ2) rovnako tak jeho odstranenie (JZ-JZ6 R) viedlo k vy$Sim
hodnotam MIC (50 pg.ml'). Uderivatu JZ-JZ7 (R'=OH a R?=COOH)
viedla zmena poléh substituentov k hodnote MIC 12,5 pug.mi-'. Ztychto
poznatkov je mozné odvodit, Ze substituenty OH a COOH priaznivo
ovplyviuju uc€inok N-fenyl-5-chlorpyrazin-2-karboxamidového derivatu,
pricom je nutné zachovat polohy 1 a2 respektive pro COOH a OH. Proti
M. smegmatis vykazovala najlepSiu aktivitu zlucenina JZ-JZ4 majuca ako
substituenty R'=COOH a R>=0OCH3 (MIC 62,5 ug.ml-"). Tato zluc¢enina
v8ak nema aktivitu proti ostatnym kmeriom. Dalej boli aktivne zligeniny
JZ-JZ1 aJZ-JZ2 (MIC respektive 125ug.ml-' a 250ug.mi'). Latka JZ-JZ6
R vykazovala ako jedina slabu aktivitu proti vSetkym testovanym kmenom
(MIC 50 pyg.ml"' pre kmene M. tbc, M. kansasii, M. avium; 125 pug.ml”’
u M. aurum a 250 pg.ml' pre M. smegmatis) abola zaroven jedinou
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zlu€eninou vykazujucou antimykobakterialnu aktivitu proti kmernom

M. aurum, M. avium a M. kansasii.

Medzi esterovymi derivatmi bola aktivha iba zlu€enina JZ-JZ12.
Proti M. tbc H37Rv vykazovala hodnotu MIC 6,25 pg.ml-'. Uginna je vsak
iba ktomuto kmenu. Ester najucinnejSej latky JZ-JZ1 sa cez vSetky snahy

nepodarilo pripravit s dostatoCnym vytazkom.

Zpoznatkov ovztahu Struktara-u€inok je mozné usudit, Ze
k zachovaniu SirSieho spektra a nizkych hodnét MIC je délezita substitucia
R'=COOH a R?=0H na fenylovom kruhu. Tato substitiicia kore$ponduje
usporiadanie PAS, z ¢oho vyplyva, Zze fragment PAS v pyrazinamidovom

derivate je délezity pre ¢o najmensSiu moznu antimykobakterialnu aktivitu.

Vztah Struktura-ucinok odvodeny z pripravenych derivatov je vSak
platny iba v ramci antimykobakterialnej aktivity, ako nam dokazuju
vysledky testovania in vitro cytotoxicity (HepG2). Zlucenina JZ-JZ1 majuca
najlepSiu antimykobakteridlnu aktivitu (6.25 pg.ml') sa javi ako toxicka
s hodnotou SI 7,50. NajlepSiu hodnotu Sl vykazovala latka JZ-JZ7 (14.22),
ktorej antimykobakterialna aktivita je vSak o nieCo horSia nez u latky
JZ-JZ1 (M. tbc H37RV 12.5 pug.ml™"). Zluc¢eniny JZ-JZ2, JZ-JZ4 a JZ-JZ12
su vysoko toxické (hodnoty Sl v rozmedzi 0.36 az 1.78).

Z tohto poznatku je mozné usudit, ze pre zachovanie nizkej toxicity
su dolezité substituenty R'=OH a R>=COOQH.
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6. ZAVER

Prva Cast diplomovej prace popisovala su€asny epidemiologicky
stav tuberkulézy, roky pouzivané lie€iva v antituberkulotickej terapii
alieCiva novo zavedené, Ci stale vyvijané. ReSerSna praca popisala
vysledky skér pripravenych derivatov pyrazinamidu azhrnula poznatky

o ich vztahu Struktura-udinok.

Experimentdlna c¢ast bola zaloZzena na poznatku o aktivite
4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenoovej kyseliny. Strukturne
obmeny tejto zluCeniny viedli k syntéze 13 derivatov, s nimi boli prevedené
antimykobakteridlne, antifungalne aantibakterialne testy. Ztychto
pripravenych 13 derivatov, bolo 12 novych, v literature doposial
nepopisanych zlu€enin (podfa CAS SciFinder ku driu 14.3.2018). Podla
ref. Zitko a kol. skér popisana latka 4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamid)-2-
hydroxybenzoova kyselina mala hodnotu MIC 3,13 pg.ml".Struktara
a totoznost pripravenych zlu€enin bola overena pomocou
'H NMR, "3C NMR spektier a IR spektra. Dalej bola ulatok zmerana
teplota topenia aelementarna analyza. Hodnoty log P aClog P boli
vypocitané vprograme ChemDraw, ktory sluzil tiez kspracovaniu
chemickych vzorcov a obdrzaniu teoretickych hodnét elementarnej analyzy.
V tejto Casti boli tiez popisané metddy pouzivané kK priprave jednotlivych

derivatov.

Latky JZ-JZ1 aJZ-JZ2 boli obe aktivne voCi M. tbc H37Rv
a M. smegmatis , avSak JZ-JZ1 vykazovala lepSiu aktivitu (MIC 6,25 ug.ml-
). Dalej boli aktivne vo&i M. tbc H37Rv tiez derivaty JZ-JZ6 aJZ-JZ7.
M. smegmatis bolo citlivé tiez na derivat JZ-JZ4, ktory mal vocCi tomuto
kmerfiu najlep$iu aktivitu (MIC 62,5 ug-ml™"). Ziadna latka nemala

antifungalny &i antibakterialny ucinok.

Po analyze obdrzanych vysledkov bolo usudené, ze najlepSi vplyv
na antimykobakterialny G¢inok mali substituenty R'=COOH a R?=OH.
Takto substituovany fenylovy kruh svojim usporiadanim predstavuje
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fragment PAS, zc¢oho wvyplyva, Ze pre zachovanie najlepSej

antimykobakterialnej aktivity je vhodna kombinacia fragmentu PZA a PAS.

Najlep8i vplyv na cytotoxicitu maju substituenty (R'=OH,
R?=COOH) latky JZ-JZ7, ktora vykazovala druhi  najlepSiu
antimykobakterialnu aktivitu (M. tbc H37Rv 12.5 ug.ml").

Cielom tejto prace bolo zistenie vplyvu Strukturalnych obmien

4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoovej kyseliny na jej

antimykobakterialny u€inok.
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7. ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove

Katedra farmaceutické chémie a farmaceutické analyzy

Riesitel: Jana Zecova

Veduci diplomovej prace: PharmDr. Jan Zitko, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Zlu€eniny kombinujuce fragment pyrazinamidu

a 4-aminobenzoovej kyseliny ako potencionalne antituberkulotika

Tuberkuléza je zavazné infekéné ochorenie, ktoré po storocia
suzuje [ludsku svetovu populaciu. Jej stale zastupenie vrebricku
najsmrtelnejSich ochoreni, rovnako tak ako vyskyt foriem rezistentnych na
terapiu, nadalej vyZzaduje seridzny pristup ktejto problematike a najdeni
novych terapeutickych moznosti. V Skale lie€iv suCasné terapie TBC sa
vyskytuju dve latky, PZA aPAS. Pyrazinamid je lieCivo 1. linie, jeho
derivatmi sa roky zaobera vyskum na Katedre farmaceutickej chémie
afarmaceutickej analyzy. Struktirne podobna 4-aminobenzoovej kyseline,
PAS je antituberkulotikom 2. linie, ktoré sa po rokoch znovu stava
aktualnym v lieCbe rezistentnych foriem M. tbc. Tato diplomova praca sa
zaobera moznostami vyuZzitia zlu€enin zloZzenych zfragmentu PZA
a 4-aminobenzoovej kyseliny ako potencionalnych antituberkulotik. Praca
nadalej zhodnocuje vplyv fragmentu PAS v derivatoch pripravovanych

s antimykobakterialnym ucelom.

Teoreticka Cast’ prace popisuje suCasny svetovy stav tuberkuldzy,
jej charakteristiky alieCiva pouzivané v antituberkulotickej terapii. Vacsia
pozornost je venovana PZA a PAS, ktoré su klucové zlu€eniny praktickej
gasti. Dalej prezentuje vysledky reSerdnej prace ohladne skér

pripravenych derivatov pyrazinamidu a ich vztahu Struktura-ucinok.
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Prakticka Cast prace nadvazuje na skorSie poznatky ohladne
ucinku  4-(5-chlérpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoovej kyseliny,
ktora bola vyhodnotena ako potencionalne netoxicke lie€ivo ucinné voci M.
tbc H37Rv (MIC 3,13 pg.ml-"). V ramci vyjasnenia vztahu $truktira-ucinok
tejto zluCeniny a prospesnosti Strukturnych obmien na antimykobakterialnu
aktivitu, bola pripravena séria 13 derivatov. Derivaty boli testované vo i

M. tbc H37Rv, M. avium, M. kansasii, M. smegmatis a M. aurum.

Bola hodnotena tiez ich antifungalna a antibakterialna aktivita,
avsak ani jedna zlu€enina neprejavovala aktivitu voci skuSanym kmenom.
Derivaty aktivne proti M. tbc H37Rv vykazovali hodnoty MIC v rozmedzi
6,25-50 pg.ml' za pouzitia INH ako Standardu (0,2 uM.ml"). Bola

zaznamenana aj aktivita vo€i M. smegmatis.
V poslednom rade bola tiez testovana in vitro cytotoxicita

perspektivnych derivatov. Derivaty vykazovali hodnoty Sl v rozmedzi 0,36
az 14.22.
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8. ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical chemistry and Pharmaceutical analysis
Author: Jana Zecova

Supervisor: PharmDr. Jan Zitko, Ph.D.

Title of diploma thesis: Compounds combining pyrazinamide and

4-aminobenzoic acid fragments as potential antituberculars

Tuberculosis is asevere infectious disease, which has been
afflicting the human world population for centuries. It’s figuring in the scale
of the deadliest diseases as well as the occurring of strains resistant to
therapy requires a serious approach to this problem and the research of
new therapeutic means. Among the actual antituberculars figure two
compounds, PZA and PAS. Pyrazinamide is afirst line drug, and its
derivatives are subject of the research in the Department of
Pharmaceutical chemistry and Pharmaceutical analysis. Structurally
similar to 4-aminobenzoic acid, PAS is a second line antitubercular, which
is again actual in the therapy of resistant form of TBC. This diploma thesis
treats about possibilities of the use of compounds combining fragments of
PZA and 4-aminobenzoic acid as potential antituberculars. Furthermore,
this thesis evaluates the influence of PAS fragment in the derivatives

prepared with this antimycobacterial purpose.

The theoretical part describes the actual state of tuberculosis in the
world, its characteristics and drugs used in the therapy of tuberculosis.
More attention is paid to PZA and PAS, as these compounds are essential
to the practical part. It also presents the results of the research about
derivatives of pyrazinamide previously synthesized and their
structure-activity relationship.
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The practical part is based on the previous knowledge about the
activity of 4-(chloropyrazine-2-carboxamide)-2-hydroxybenzoic acid, which
has been evaluated as potential non toxic drug against M. tbc H37Rv (MIC
3.13 ug.ml"). To clarify the structure-activity relationship of this compound
and the benefit of structural changes on the antimycobacterial activity, a
series of 13 compound has been synthesized. The derivatives were tested

on M. tbc H37RV, M. smegmatis, M. avium a M. kansasil.

Their antifungal and antibacterial activity has also been evaluated,
but no compound showed such activity against tested strains. Derivatives
active against M. tbc H37Rv presented MIC values in the scale of 6.25-50
ug.ml”" with INH used as comparative standard (0.2 ug.ml-"). An activity

against M. smegmatis has also been detected.
Finaly, the in vitro cytotoxicity of perspective derivatives has been

evaluated. The tested derivatives presented Sl values in the scale of 0.36
to 14.22.
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