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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Nazev diplomové prace: Derivaty amidoximu jako syntetické intermediaty
a potencialni l1éCiva

Student: Michaela Harikova

Skolitel: PharmDr. Marta Ku&erova, Ph.D.

V teoretické Casti této diplomové prace jsou shrnuty biologické ucinky
N-hydroxykarbimidoylchloridd a aminoderivatd. Dale jsou popsany biologicky
aktivni slouceniny, které jsou syntetizovany z N-hydroxykarbimidoylchloridu,

konkrétné slouceniny obsahuijici isoxazol.

V experimentalni €asti jsou uvedeny pouZité postupy pro syntézy
derivatu amidoxima. Vychozi slouceniny pro syntézu
N-hydroxykarbimidoylchloridd byly pfislusné alkylované amidoximy, které byly
dostupné na Katedfe farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy nebo byly
pfipraveny radikalovou alkylaci pyrazinkarbonitrilu a naslednym prevedenim na
amidoxim. Z  N-hydroxykarbimidoylchloridu byl nasledné pfipraven

aminoderivat.

VSechny pfipravené slouceniny byly charakterizovany teplotou tani, NMR
a IC spektry. Cistota latek byla zkontrolovana pomoci TLC a elementarni

analyzy.

Pfipravené derivaty byly podrobeny testovani in vitro na jejich

antibakterialni, antimykobakterialni a antifungalni aktivitu.



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis

Title of diploma thesis: Amidoxime derivatives as synthetic intermediates and
potential drugs

Student: Michaela Harikova

Supervisor: PharmDr. Marta Kuc€erova, Ph.D.

In the theoretical part of this diploma thesis, biological effects of
N-hydroxykarbimidoylchlorides and amino derivatives are summarized.
In addition, biologically active compounds which are synthesized from
N-hydroxykarbimidoylchlorides, in particular the compounds containing

isoxazole.

In the experimental part, the procedures used for the synthesis of
amidoxime derivatives are described. Initial compounds for the synthesis of
N-hydroxykarbimidoylchlorides were the corresponding alkylated amidoximes
available at the Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical
Analysis or prepared by radical alkylation of pyrazinecarbonitrile followed by
conversion to amidoxime. From the N-hydroxykarbimidoylchloride, an amino

derivative was subsequently prepared.

All prepared compounds were characterized by melting point, NMR and
IR spectra. The purity of the substances was checked by TLC and elemental

analysis.

The prepared derivatives were tested in vitro for their antibacterial,

antimycobacterial and antifungal activity.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMF-B = amfotericin-B

CA = karboanhydrasa

COX = cyklooxygenasa

CPX = ciprofloxacin

DMSO = dimethylsulfoxid

FLU = flukonazol

GEN = gentamicin

ICs0 = koncentrace slou€eniny, ktera usmrti 50 % bunék
IDO1 = indolamin-2,3-dioxygenasa 1

IDO2 = indolamin-2,3-dioxygenasa 2

IFN-y = interferon y

IL-6 = interleukin 6

INH = isoniazid

LDsp = koncentrace slou€eniny, ktera inhibuje 50 % bunék
MFC = minimalni fungicidni koncentrace
MIC = minimalni inhibiéni koncentrace
mTORC1 = savci cil rapamycinu komplex 1
NSAID = nesteroidni antiflogistika

PD-1 = programmed cell death protein 1
PD-L1 = programmed death-ligand 1

RIF = rifampicin

TDO = tryptofan-2,3-dioxygenasa

TLC = tenkovrstva chromatografie



UVOD A CiL PRACE

Tuberkuléza je infekEni onemocnéni nejCastéji zplsobené bakterii
Mycobacterium tuberculosis, které typicky postihuje plice, mize vSak postihnout
i dalSi organy. V soucCasné dobé je IéCba zaméfena na kombinaci 1€Civ prvni
linie, jsou to isoniazid, rifampicin, ethambutol a pyrazinamid. Av8ak neustale

stoupajici rezistence vede k nutnosti najit dalsi ucinna Iéciva. [1]

Na Katedife farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy byly
syntetizovany a popsany vychozi slouCeniny pro moji praci -
pyrazinkarboximidamid a jeho alkylované derivaty. Amidoximy maji Siroké
spektrum biologickych G&inkd (antibakterialni, fungicidni, antitromboticke,
protizanétlivé a dalSi) a pouzivaji se v syntézach jako meziprodukty pro

pfipravu dalSich biologicky aktivnich sloucenin. [2—4]

Ve své diplomové praci se zaméfuji na derivaty amidoximl a jejich
charakteristiku, konkrétné N-hydroxykarbimidoylchloridy, ze kterych jsem
nasledné meéla pfipravit aminoderivaty. Pfipravené slouceniny byly testovany

in vitro na jejich antibakterialni, antimykobakterialni a antifungalni aktivitu.

OH OH OH
Nig N” Nig
N | HCI, NaNO, N | sekundarni amin N | _R,
R4 N R4 N R4 N

R ;= H, isobutyl, propyl aj.
R,, R;= ethyl, morfolin

obecné schéma reakci



TEORETICKA CAST

1.1 N-hydroxykarbimidoylchloridy

1.1.1 Antituberkuloticka a antibakterialni aktivita

U N-hydroxykarbimidoylchloridli, které byly pfipraveny z pfislusnych
amidoximl, byla testovana jejich aktivita in vitro proti Mycobacterium
tuberculosis Hs7Rv a dalSim dvéma kmenum, které byly izolovany od dvou
pacientl trpicich tuberkulézou. Prvni z nich byl rezistentni na kyselinu
p-aminosalicylovou, isoniazid, ethambutol a rifampicin, druhy byl citlivy na tato
|éCiva. Nejuc€innégjsi sloucenina byla N-hydroxyisonikotinimidoylchlorid (4), jeji
minimalni inhibiéni koncentrace (MIC) pro kmen Hs7Rv byla 12,5 ug/ml a pro
ostatni kmeny 25 ug/ml a mohla by tedy byt vidéi strukturou pro dalsi
modifikace. U ostatnich N-hydroxykarbimidoylchlorid byla jejich MIC v rozmezi
12—-100 pg/ml. [2,3]

OH

Nl/OH | AN Nl/OH ,L\ o
= N
N\ cl N Z oH X cl
| | N
_ Cl _ |
N N =
N
4

1 2 3

N-hydroxykarbimidoylchloridy vykazuji také antibakterialni uCinek proti
anaerobnim bakteriim. Jejich aktivita byla porovnavana s antibakterialni latkou
metronidazolem (M). Aerobni bakterie byly inhibovany pouze slouceninou 1,
ktera byla porovnana s amikacinem (A). Na nékteré z uvedenych bakterii napf.
Staphylococcus aureus jiz vznikla rezistence na sou€asné dostupna lécCiva.

Testované kmeny a slou€eniny s jejich MIC jsou uvedeny v tabulce 1 a 2. [2,3]
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Tabulka 1

MIC (pg/ml)

Anaerobni bakterie M 1 2 3 4
Peptostreptococcus magnus 0,8 <6,2 25 25 50
Peptostreptococcus micros 0,4 <6,2 <6,2 <6,2 <6,2
Actinomyces israelii 1,6 >200 >200 >200 | >200
Actinomyces naeslundii 6,2 100 >200 > 200 12,5
Propionibacterium acnes 12,5 >200 > 200 25 12,5
Prevotella bivia <04 50 100 25 <6,2
Prevotella buccalis <04 100 >200 > 200 <6,2
Prevotella intermedia <04 >200 > 200 > 200 > 200
Prevotella loescheii <04 > 200 >200 > 200 > 200
Porphyromonas asaccharolytica | <0,4 25 > 200 >200 | >200
Fusobacterium nucleatum <04 > 200 > 200 >200 | =200
Fusobacterium necrophorum <04 >200 >200 >200 | >200
Bacteroides forsythus <04 100 >200 >200 | >200
Bacteroides fragilis <04 100 >200 100 >200
Tabulka 2

MIC (pg/ml)
Aerobni bakterie A 1
Staphylococcus aureus <6,2 > 200
Corynebacterium spp. 50 > 200
Klebsiella pneumoniae <6,2 25
Acinetobacter baumannii <6,2 100
Pseudomonas aeruginosa <6,2 100
Pseudomonas stutzeri 12,5 > 200
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1.1.2 Antifungalni aktivita

Houby jsou eukaryotni organismy a zpuUsobuji fadu lokalnich
i systémovych onemocnéni. NejCastéji je zpusobuji rody Candida a Aspergillus.
OhroZeni jsou predevSim imunokompromitovani pacienti (AIDS, leukémie),
diabetici, pacienti IéCeni Sirokospektrymi antibiotiky, steroidy a dalSi. LécCba
téchto onemocnéni byva spojena s Fadou vice problému nez u infekci
zpusobenych bakteriemi. VétSina 1éCiv, ktera jsou pouzivana v sou€asné dobé
k [6€bé téchto onemocnéni, jsou toxickd, fungistaticka a ¢asto na né v prubéhu
leéCby vznika rezistence. [5,6]

Nékteré N-hydroxykarbimidoylchloridy vykazuji vyznamnou antifungalni
aktivitu (MIC < 34 ug/ml) proti kmenum C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata,
C. krusei, A. fumigatus, A. flavus a A. niger. Na antifungalni aktivitu nemaji vliv
elektron-donorové ani elektron-akceptorové skupiny navazané na fenylu
a heteroaromatickém cyklu. Vyznamny vliv na MIC nemaji ani substituenty typu
naftyl a antracyl. Alifatické N-hydroxykarbimidoylchloridy vykazuji nizsSi
antifungalni aktivitu oproti aromatickym. Nejucinné&jsi slou¢eninou proti Candida
spp. a Aspergillus spp. je sloucenina N-hydroxy-2,3-
dimethoxybenzimidoylchlorid (MIC = 0,5 ug/ml a MFC (minimalni fungicidni
koncentrace) = 0,5 pg/ml), pfiCemz anti-izomer je uc€innéjSi nez syn-izomer.
N-hydroxykarbimidoylchloridy vykazuji lepSi antifungalni aktivitu oproti

odpovidajicim oxim{m. [5]

OMe
MeO
R= aj.
Cl H5;C

priklady aktivnich N-hydroxykarbimidoylchlorid

Mechanismus uc€inku N-hydroxykarbimidoylchlorid( bude pravdépodobné
zaloZzen na inhibici matrixovych metaloproteinas zavislych na zineCnatych
a vapenatych iontech. N-hydroxykarbimidoylchloridy jsou silnymi ligandy pro
vazbu na zinek, maji selektivni vazebné vlastnosti se zinkovym aktivnim mistem

matrixovych metaloproteinas. Chovaji se bud jako kompetitivni substraty nebo
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pfemeénuji geometrii zinkového vazebného centra vazbou na zinek za vzniku
péti nebo Sesti ¢lenného kruhu s jednou nebo dvéma dvojnymi vazbami. [5]
Pomoci téchto enzymu mohou houby Stépit kolagen a vyvolat infekci, jsou
produkovany houbami jako je rod Candida nebo Trichophyton a dalSimi
patogeny. Matrixové metaloproteinasy jsou produkovany mnoha bufikami
lidského téla, podileji se nejen na patologickych, ale i fyziologickych funkci
(remodelace tkani) a jejich aktivita je regulovana tkanovymi inhibitory

matrixovych metaloproteinas. [5,7,8]

1.1.3 Cytoprotektivni uc¢inky derivata
N-hydroxykarbimidoylchloridu

Mezi neurodegenerativni onemocnéni patfi Alzheimerova nemoc,
Huntingtonova chorea, Parkinsonova nemoc a prionova nemoc. Jednou z pficin
téchto onemocnéni je chybné svinuti (folding) proteint, které vede
k neurodegeneraci. [9]

Huntingtonova nemoc je progresivni neurodegenerativhi onemocnéni,
vyskytujici se pfedevsim v Jizni a Severni Americe, Australii a v mnoha zemich
Evropy. Postihuje Zeny i muze prevazné ve véku 40t let, mize se projevit
i dfive Ci pozdéji. Jedna se o autozomalné dominantni onemocnéni, jehoz
pfi¢inou je mutace HD genu, ktera vede k rozmnozeni tripletu CAG a nasledné
k pfepsani do proteinu znamého jako huntingtin, obsahujici abnormalné dlouhé
polyglutaminové useky. Huntingtin nasledné poskozuje neurony v mozku,
konkrétné striatum a nasledné kiru, coz vede k jejich zaniku. [10]
Mechanismus, kterym huntingtin posSkozuje neurony, neni zcela pochopen.
Pravdépodobné se jedna o kombinaci vice mechanisml. [11] Poskozeni
a nasledna ztrata neuronu se projevuje afektivnimi, kognitivnimi, behavioralnimi
a motorickymi poruchami. [10,11] LéCba tohoto onemocnéni zatim neexistuje,

|€Ci se pouze symptomy. [11]

U nékterych derivatd N-hydroxykarbimidoylchloridd bylo zjisténo, Zze
funguji jako =zesilovaCe chaperonu, coz by mohlo byt vyuZito v Iécbé
neurodegenerativnich onemocnénich. [12] Chaperony jsou molekularni
proteiny, které napomahaji dalSim proteinim sbalit se b&éhem i po syntéze na

ribozomu, dostat se do Casti bunky, kde vykonavaji svoji funkci a opétovné se
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svinout po denaturaci stresory. Podileji se také na degradaci proteinu
a bilkovinnych agregatd a mnoho z nich patfi mezi proteiny tepelného Soku
(heat schock proteins), které se podileji na zachovani homeostazy a chrani

buriky pfed stresem. [13]

Pfi vyvoji novych sloucenin pro 1é€bu neurodegenerativnich onemocnéni
se vychazelo ze znamych aktivnich molekul bimoklomolu a arimoklomolu. [12]

Bimoklomol zvySuje hladiny stresovych proteini pouze v pfitomnosti
stresu a zda se byt potencialnim léCivem v [é€bé komplikaci diabetu, konkrétné
diabetické neuropatie [14] a diabetické retinopatie [15], dale by jeho ucinek

mohl byt pouZit v IéCbé kardiovaskularnich onemocnéni. [16]

cl OH
o L
AN \N/
G
N
bimoklomol

Arimoklomol také zvySuje expresi stresovych proteind pouze
v pfitomnosti stresu. Ma neuroprotektivni ucinky, sniZzuje agregaci proteinu
v motorickych nervech, coz je pravdépodobna pfi€ina amyotrofické lateralni
sklerézy a zvySuje tim preziti. Dale bylo prokazano, ze zlepSuje funkénost svall
na modelu svalovych bunék. [17,18] V souCasné dobé jsou provadény klinické
studie na arimoklomolu. Ve 2. fazi klinického hodnoceni se ukazalo, Ze
arimoklomol je pravdépodobné potencialnim léCivem pro |éCbu vSech forem

amyotrofické lateralni skler6zy. [19]

Cl OH
Y
| NN \N/
G
N
Y
0

arimoklomol

Derivaty N-hydroxykarbimidoylchloridi také chrani pouze bunky, které

jsou vystaveny stresu. Protektivni vlastnosti téchto latek byly testovany na
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bunkach vystavenych stresu zplsobenym vysSi teplotou (41 °C) a MG-132
aktivitou. [12] MG-132 je silny a selektivni inhibitor proteasomu 26S, ktery
umozniuje proteolyzu ubikvitin-protein komplexu a jeho inhibice muze vyvolat
bunénou smrt. [20] Nasledné byly slouCeniny testovany na bunécnych
modelech pro Huntingtonovu nemoc. Vysledky prokazaly, Zze nize zobrazené
slouCeniny chrani buriky pred toxickymi vlivy polyQ proteinu (huntingtin) a jejich
mechanismus pusobeni je zaloZzen na amplifikaci chaperonu. Mohou tedy byt
vyuzity jako nova potencialni terapeutika pro Ié€bu neurodegenerativnich

onemocnéni. [12]

(D . v O o
% )~

R

sloucéeniny s cytoprotektivnimi ucinky

Vztah struktury a aktivity:

Esencialni ¢asti molekuly pro zvySeni hladiny proteinu tepelného Soku
(chrani bunky pfed vysokou teplotou) a cytoprotekci pred MG-132 je substituce
chlorem a hydroxylem. Velmi dalezitou ¢asti aktivity molekuly je i benzoxazol.
Obmeéna piperidinu za morfolin vede ke ztraté HSF1 aktivity i cytoprotekce pred
stresem zpusobenym MG-132. Vhodna se ukazala substituce piperidinu za

nékteré acyklické aminy s kratSimi fetézci. [12]

Proti u€inku MG-132 byly testovany i dalSi derivaty. Jejich struktura
vychazela ze struktury bimoklomolu, arimoklomolu
a 2,3,5,6-tetramethylpyrazinu [21], ktery je hlavni ucinnou latkou cCinského
tradi¢niho léku Chuan Xiong. Tetramethylpyrazin se pouziva k lécbé cévni
mozkové pfihody, ma neuroprotektivni ucinky, které jsou pravdépodobné
zalozené na zneSkodnéni volnych radikald. [22] Nize zobrazené slou€eniny
vykazovaly neuroprotekci na bunéném modelu pfed aktivitou MG-132 pouze

ve vysokych koncentracich. [21]
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Cl OH
)\ \)\/ | N\ N\
O N =
R \N/ R= :[ y :[ z
" )
o)

priklad pripravenych aktivnich slou¢enin

1.2 Chloridy jako intermediaty pro pfipravu biologicky

aktivnich latek

N-hydroxykarbimidoylchloridy jsou cCasto pouzivané intermediaty pro
pfipravu biologicky aktivnich latek. Slouzi jako vychozi latky pro syntézu
slouCenin obsahujicich isoxazol nebo isoxazolin. Isoxazolinové i isoxazolové
derivaty vystupuji v mnoha syntézach jako intermediaty pro pfipravu

heterocyklickych sloucenin. [23—26]
1.2.1 Slouéeniny obsahujici isoxazol

Isoxazolové derivaty maji antimikrobialni, antifungalni, antinocicepcni,
antikonvulzivni, protizanétlivé, hypoglykemické, analgetické a protinadorové

ucinky a pouzivaji se jako herbicidy a insekticidy. [23,25]
1.2.1.1 Isoxazolopyrazoly a isoxazolo[3,4-d]pyridaziny

Jak jiz bylo zminéno, isoxazolinové derivaty maji protizanétlivé ucinky.
Abdelall a kol. syntetizovali N-hydroxykarbimidoylchlorid, ze kterého nasledné
pripravili C-nitroso derivaty, isoxazolopyrazoly, isoxazolo[3,4-d]pyridaziny jako

nova nesteroidni antiflogistika s donorovou skupinou oxidu dusnatého. [27]

0 N—OH
/
cl
I\
N\
N

N-hydroxykarbimidoylchlorid
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Kombinace nesteroidniho antiflogistika (NSAID) s oxidem dusnatym
vjedné molekule je v souCasné dobé novym trendem. NSAID maji
protizanétlive, antipyretické a analgetické ucinky. Mechanismem jejich ucCinku je
inhibice syntézy prostaglandint, tedy inhibice enzymu cyklooxygenasy (COX).
RozliSujeme dvé izoformy tohoto enzymu — COX 1 a COX 2. COX 1 je enzym
katalyzujici vznik prostaglandind, které maji fyziologickou funkci (napf. ochrana
Zaludecni sliznice), zatimco COX 2 je zodpovédna za vznik lokalnich mediatora
zanétu, bolesti a hore€ky. Primarnim cilem NSAID je tedy COX 2. Inhibice COX
1 je spojena s nezadoucimi uc€inky NSAID, jedna se predevSim o jejich
gastrotoxicitu a kardiovaskularni poruchy, dalSimi vyznamnymi nezadoucimi
ucinky je renalni toxicita a hepatotoxicita. Z duvodu cEetnych nezadoucich
ucinkd neselektivnich NSAID byly syntetizovany latky, které selektivné inhibuji
COX 2, avSak tyto latky jsou kardiotoxicke, jejich nejznaméjSim zastupcem je
celekoxib, registrovany v CR. [28,29]

Oxid dusnaty je vyznamnou biologicky aktivni molekulou, inhibuje
agregaci trombocytl, na cévy pusobi vazodilatatné a hoji zaludec¢ni sliznici.
[30,31] NSAID s oxidem dusnatym mohou tedy zajistit ucinnou lécbu zanétu
s minimalnimi Zalude¢nimi a kardiologickymi nezadoucimi ucinky. [27]
1.2.1.1.1 Struktura sloucenin a vysledky jejich testovani

Obecna struktura novych slou€enin obsahuje substituovany 1H-pyrazol,
nitrososkupinu (nebo isoxazol) a dusik, ktery je souc€asti heterocyklu. Pyrazol je
spole€nym prvkem selektivnich inhibitord COX 2 (koxiby), nitrososkupina (nebo

isoxazol) tvofi €ast pro vznik oxidu dusnatého. [27] V literatufe je isoxazol

zminén jako vhodny donor oxidu dusnatého. [32]
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Pfedpokladanym uc€inkem nové syntetizovanych sloucenin byla inhibice

prfevazné COX 2. Testovan byl i vychozi N-hydroxykarbimidoylchlorid. VétSina

slouc€enin inhibovala COX 2 a slabé COX 1 in vitro a v porovnani s celekoxibem

byly nékteré slouCeniny i silnéjSimi inhibitory. NejsilnéjSimi inhibitory byly

slou€eniny obsahuijici ve své struktufe isoxazol a isoxazolopyridazin, navic jsou

selektivnéjSi nez celekoxib. Dale byl prokazan jejich protizanétlivy ucinek.

Testovana byla i schopnost nové syntetizovanych slou€enin zvysit hladinu

sérového oxidu dusnatého, kde byly nejucinnéjSi slou€eniny z fady C-nitroso.
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Isoxazolové derivaty byly mnohem lepSimi donory oxidu dusnatého nez
isoxazolopyridazinové derivaty. U N-hydroxykarbimidoylchloridu byl popsan
jeho mechanismus uvolnéni oxidu dusnatého ve formé nitroxylu, ktery je jeho

redukovanou formou v krvi (pH = 7,4). [27]

0
Cl o rozklad O
. - )]\ O . 4+ HNO
HCl R No MO R OH

NOH

Byla porovnavana také schopnost téchto slouCenin vyvolat viedy oproti
celekoxibu a indometacinu. Nejvice zvysuje vyskyt viedu
N-hydroxykarbimidoylchlorid, coz bylo nasledné potvrzeno na ZaludeCnich
fezech kontrolnich krys, zpUsobuje tak zavazné vedlejSi uCinky. Tento ucinek je
zpusoben pravdépodobné spontannim uvolnénim kyseliny chlorovodikové po

Vv s

viedll indometacin a pfiblizné bezpecné jako celekoxib. [27]
1.2.1.2 Benzensulfonamidy obsahuijici isoxazol

Benzensulfonamidy obsahuijici isoxazol jsou dalSimi slou¢eninami, které
jsou syntetizovany z N-hydroxykarbimidoylchloridd. [25] Benzensulfonamidy
jsou vyznamnymi latkami s antibakterialni aktivitou, dale maji protirakovinné,
antikonvulzivni, antivirotické a protizanétlivé u€inky. Sulfonamidova skupina je
navic klasickym inhibitorem karboanhydrasy vazajici se na zineCnaty ion
enzymu. Bylo jiz syntetizovano nékolik slou¢enin obsahujici sulfonamidovou
skupinu navazanou na aromat C€i heterocykl s rlznymi substituenty, jejichz

ucelem byla selektivni inhibice nékteré z izoforem karboanhydrasy. [25,33]

Karboanhydrasy jsou vSudypfitomné metaloenzymy, které katalyzuji
fyziologickou reverzibilni reakci oxidu uhli¢ittho a vody na proton
a hydrogenuhli€itan. Podili se tak na mnoha metabolickych cestach, regulaci

pH, sekreci elektrolytu atd.

Co, + H,0 H + HCO;
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Existuje 16 izoforem lidskych karboanhydras (CA) s rlznym zastoupenim
v tkanich. CA Il se vyskytuje v erytrocytech, oCich, gastrointestinalnim traktu,
osteoklastech, ledvinach, plicich, varleti, mozku. CA VII ma zastoupeni
v centralnim nervovém systému. Abnormalni hladina téchto enzymud byva
spojena s onemocnénimi, v pripadé CA VIl je spojitost s epilepsii, aktivita CA II
je spojena také s epilepsii, dale s glaukomem a edémy. Inhibitory CA jsou
vyuzivany jako diuretika, antiglaukomatika a antiepileptika. Nové inhibitory CA
jsou cileny jako antiobezitika, protinadorova léCiva a na léCbu neuropatické
bolesti. Na druhou stranu je vyznamna aktivace CA, ktera muze byt vyuZita
v IéEbé onemocnéni, pfi nichz dochazi k poruSse paméti a schopnosti ucit se
jako je Alzheimerova nemoc i starnuti. [25,33,34]

U kombinace isoxazolu s benzensulfonamidovou skupinou v jedné
molekule byly o€ekavany inhibi¢ni uCinky na karboanhydrasu. Altug a kol.
syntetizovali dvé nové série slouCenin (s primarni nebo sekundarni
aminoskupinou na isoxazolu) s riznymi substituenty a nasledné testovali jejich

schopnost inhibovat isoenzymy karboanhydrasy |, II, IV a VII. [25]
HoNO,S I
2NO2 \O\ o Ar)\CI
N)K/CN Et;N, EtOH
H
Ar
A /N\ O /N\
§ S 0o R)J\CI s . ©
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benzensulfonamidy obsahujici isoxazol a jejich priprava

Bylo prokazano, Ze nové syntetizované slouc€eniny inhibuji izoformy

enzymu karboanhydrasy in vitro, tento uc€inek byl porovnan s Kklinicky
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pouzivanym inhibitorem acetazolamidem, ktery ma diuretické ucCinky
a v souCasné dobé se pouziva predevsSim v Iécbé glaukomu. [25,35] Derivaty
obsahujici nesubstituovanou aminoskupinu jsou mnohem ucinnéjSimi inhibitory
karboanhydrasy Il i VIl oproti slou€eninam obsahujicim substituovanou
aminoskupinu. Inhibi¢ni konstanta prvni série sloucenin byla v rozmezi 0,5-49,3
nM pro CA |l (acetazolamid 12 nM) a 4,3-51,9 nM pro CA VII (acetazolamid 2,5
nM). Autofi se domnivaji, Ze substituovany benzoyl navazany na aminoskupiné
je velkym substituentem, ktery brani vazbé sulfonamidové skupiny na enzym.
Tato stericka zabrana je pfiCinou horsi inhibice druhé série slou€enin, ktera je
pro CA Il 58,3-1778,9 nM a pro CA VII 26,8—1000,0 nM. Ostatni izoformy CA |

a IV nebyly vyznamné inhibovany syntetizovanymi slou¢eninami. [25]
1.2.2 Slouceniny obsahujici isoxazolin

Isoxazolinové derivaty vykazuji  antinocicepéni, antikonvulzivni,

analgeticke, antipsychotické a antistresové ucinky. [24]
1.2.2.1 Isoxazolin-kumarinové derivaty

Pro syntézy heterocyklickych slouc¢enin se pouzivaji nejen isoxazoliny,
ale i kumariny, které maji vyznamné farmakologické ucinky. NejznaméjSim
kumarinem je warfarin, ktery ma nezastupitelné uziti jako antikoagulans. [24]

Isoxazolin-kumarinové derivaty se vyznacuji dobrymi antibakterialnimi
i antifungalnimi vlastnostmi. [36] Na zakladé tohoto poznatku se Suresh a kol.
rozhodli syntetizovat nové, dosud v literatufe nepopsané derivaty. [24] Do jejich
struktury jsou zakomponovany atomy halogenu, které odtahuji elektrony
a modifikuji elektronové poméry ve slouceniné tak, aby se zvysila afinita k cili

[24,37] a také antibakterialni potencial slouceniny. [38]
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priprava isoxazolin-kumarinovych derivatu

Antibakterialni uCinky sloucenin byly testovany in vitro na grampozitivni
bakterii (Staphylococcus aureus) a gramnegativni bakterii (Escherichia coli).
VétSina slouCenin vykazovala stfedni az vynikajici aktivitu proti testovanym
mikroorganismim v porovnani s chloramfenikolem. Nejucinngjsi byla
sloucenina ethyl-3-(7-(benzyloxy)-6-brom-3-chlor-4-methyl-2-oxo-2H-
chromen-8-yl)-5-(4-(trifluormethyl)fenyl)-4,5-dihydroisoxazol-4-karboxylat,
jejiz bakterialni ucinek je srovnatelny s chloramfenikolem. Autofi se domnivaji,

Ze praveé brom zvySuje jeji antibakterialni aktivitu. [24]

CF3

CHs

aktivni slouéenina
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1.3 Aminoderivaty

Jak jsem jiz zminila vySe, N-hydroxykarbimidoylchloridy jsou vychozimi
latkami pro syntézu aminoderivati. Nékteré z téchto sloucenin jsou popsany

v literature jako biologicky aktivni slouceniny.
1.3.1 Antibakterialni a antituberkuloticka aktivita

Gobis a kol. pfipravili substituované (pyrazin-2-yl)methanon—oximy
z N-hydroxykarbimidoylchloridd a popsali jejich antibakterialni vlastnosti
v porovnani s metronidazolem (M). Zajimavou antibakterialni aktivitu ukazaly
slouc¢eniny 1-8, jejichz MIC je uvedena v tabulce 3. NejlepSich vysledkl dosahla
slouCenina 5, ktera vykazovala nejvyssi aktivitu proti testovanym anaerobnim
grampozitivnim bakteriim (MIC < 6,2-25 ug/ml proti 66 % citlivych kmena).
Gramnegativni bakterie nebyly vyznamné inhibovany, pro vétSinu sloucenin
byla MIC > 200 pg/ml. [3]

Testovana byla i jejich aktivita proti aerobnim bakteriim (napf.
Staphylococcus aureus), ktera nebyla vSak vyznamna (vétSina sloucenin
MIC > 200 npg/ml). Slou€eniny neprokazaly ani antimykobakterialni ucinky,

vétSina z nich méla proti Mycobacterium tuberculosis MIC v rozmezi 12-100

ug/ml. [3]

R= 1: —n o) 5: —n~ N—@—F
_/ _/

N/OH 2: —n N—@ 6: —n N
| /X —/
N H3CO
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antibakterialné u¢inné aminoderivaty
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Tabulka 3

MIC (pg/ml)

Aracrobni I m | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 |6 | 7|8
PMa 08 |<62|<62| 125 |>200| 25 | <62|<62]| 125
PMi 04 |>200| - |<62|<62|<62|<62|<62]|<62

Al 16 | <62 |>200|>200]|>200]|>200]|>200]>200|>200
AN 62 |=200|<62| 25 | 25 | 25 | 12,5 | =200 =200
PA 12,5 | <62 |>200|>200| 50 | 12,5 | =200 =200 |= 200

PMa = Peptostreptococcus magnus

PMi = Peptostreptococcus micros

Al = Actinomyces israelii

AN = Actinomyces naeslundii

PA = Propionibacterium acnes

Gobis a kol. také pfipravili derivaty obsahujici pyridin a pyridin-1-oxid
namisto pyrazinu. Jejich antibakterialni u€inky byly stanoveny in vitro na stejné
kmeny jako pro vySe uvedené derivaty, pfiCemz anaerobni kmeny byly citlivé
pfedevSim na derivaty pyridin-1-oxidu. V tabulce 4 uvadim ty nejucinnéjsi
slou€eniny a pro porovnani i MIC N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid (12),
ktery byl ze vSech testovanych slouenin nejucinnéjsi proti anaerobnim

bakteriim. Oproti pyrazinovym derivatiim jsou latky odvozené od pyridin-1-oxidu

Vv s
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derivaty obsahuijici pyridin a pyridin-1-oxid

Tabulka 4
MIC (pg/ml)

Anaerobni bakterie M 9 10 11 12
Peptostreptococcus magnus 0,8 25 100 >200 > 200
Peptostreptococcus micros 0,4 25 <6,2 <6,2 <6,2
Actinomyces israelii 1,6 <6,2 <6,2 - <6,2
Actinomyces neaslundii 6,2 12,5 25 25 >200
Propionibacterium acnes 12,5 12,5 25 >200 > 200
Prevotella bivia <04 12,5 <6,2 <6,2 <6,2
Prevotella buccalis <0,4 25 <6,2 <6,2 12,5
Prevotella intermedia <04 > 200 > 200 >200 > 200
Prevotella loescheii <04 > 200 <6,2 <6,2 50
Porphyromonas asaccharolytica <04 > 200 <6,2 <6,2 12,5
Fusobacterium nucleatum <04 > 200 > 200 > 200 > 200
Fusobacterium necrophorum <04 > 200 >200 >200 > 200
Bacteroides forsythus <0,4 > 200 > 200 50 100
Bacteroides fragilis <04 > 200 100 50 100




Jedinou slouc€eninou inhibujici aerobni bakterie byl 4-piperonylpiperazin-
1-yl-pyridin-3-yl-methanon—oxim. Jeho inhibicni aktivita byla nejvySSi proti
Acinetobacter baumannii (MIC = 50 ug/ml, pro amikacin MIC < 6,2 upg/ml),
Klebsiella pneumoniae a Corynebacterium spp. (MIC = 100 pg/ml pro oba
kmeny, pro amikacin MIC < 6,2 ug/ml a 50 pug/ml). Velmi slabé inhiboval také

rist anaerobnich bakterii. [2]

Dalsi latky pfipravii Sangepu a kol., ktefi syntetizovali
N-hydroxykarbimidoylchloridy, ze kterych nasledné pfipravili rdzné derivaty,
mezi kterymi byly i (1H-pyrazol-4-yl)-methanon—oximové derivaty. Testovali
jejich antibakterialni aktivitu proti gramnegativnim bakteriim Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a grampozitivnim bakteriim
Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis a Staphylococcus aureus oproti
antibakterialnim [éCivam ciprofloxacinu a kloxacilinu. Vyhodnoceni vysledku
probihalo pomoci diskové difuzni metody. Autofi vSak neuvadi pfesnou inhibicni

aktivitu téchto slou€enin a hodnoti je obecné jako neaktivni. [25]

| R= C6H5’ Y= CH-CHz-C6H5

,/\N ZN\r  R=CeHs Y =N-CgHs
\) R = 4-CIC¢H, Y = CH,
R= 4-C1C6H4, Y = N'C6H5

Derivaty (1H-pyrazol-4-yl)-methanon—-oximu
1.3.2 Protinadorové ucinky

1.3.2.1 Oximy substituované aziridinem

Z N-hydroxykarbimidoylchloridd byly pfipraveny slou€eniny, u kterych se
predpoklada cytotoxicky ucinek. Jedna se o derivaty amidoximi obsahujici
aziridin. Jejich cytotoxicka aktivita byla testovana na mnoha bunécnych
kulturach. Testované bunécné linie zahrnovaly estrogen negativni lidsky
adenokarcinom prsu, lidsky fibrosarkom, mySi hepatocelularni karcinom, mysSi
sarkom a dalsi. [39,40]
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Autofi stanovili aktivitu téchto oxim( substituovanych aziridinem pomoci
aktivity enzym0 v Zijicich bufkach a pomoci barveni membran. Nasledné
stanovili 1ICsp (koncentrace slou€eniny, ktera inhibuje 50 % bunék) a vypoditali
z experimentd na bunkach LDsy (koncentrace slou€eniny, ktera usmrti 50 %
bunék). Slibnymi slou€eninami, které vykazovaly velmi dobré cytotoxické
ucinky, jsou nize uvedené derivaty. Je potfeba dalSiho testovani téchto

ucinnych cytotoxickych latek a jejich pfipadného vyuziti. [39,40]
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derivaty amidoximi obsahujici aziridin

Na zakladé udaju o cytotoxicité aziridinovych derivati bylo syntetizovano
nékolik dalSich derivatd amidoximd, jejich struktura vychazela z molekuly
vorinostatu. [41] Uginek vorinostatu je zaloZzen na inhibici enzymu
histondeacetylasy tfidy | a Il, ktery katalyzuje deacetylaci lysinu v histonech.
Abnormalni acetylace je spojena s malignimi nemocemi, inhibitory
histondeacetylasy jsou tedy potencialnimi protinadorovymi IeCivy. Maji

schopnost indukovat diferenciaci, apoptézu a zastavit rist. [42]

Kvali strukturalni podobnosti byla hydroxamova kyselina obsazena
v molekule vorinostatu nahrazena aziridin-1-yl-alkanon—oximem.
Prostfednictvim hydroxamové kyseliny se vorinostat vaze na zinecCnaty ion,
ktery je obsazen v katalytickém misté histondeacetylasy, takové potencialni

vlastnosti ma i aziridin-1-yl-alkanon—oximova skupina. [40,41]
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vorinostat

Vorinostat je registrovan v USA k |1é€bé kozniho T-buné&ného lymfomu,
av8ak kvuli jeho schopnosti vyvolat tromboembolii neni dosud registrovan
v Evropské unii. [43]

Strukturalni analogy vorinostatu vykazuji dobré cytotoxické ucinky na
vSechny testované bunécné linie. Jejich inhibicni aktivita enzymu
histondeacetylasy vzhledem k vorinostatu je nizka. To znamena, Ze aziridin-1-
yl-alkanon—oximova skupina nevytvafi kovalentni vazbu se zineCnatymi ionty
a proto pravdépodobné histondeacetylasa neni primarnim farmakologickym
cilem zodpovédnym za cytotoxickou aktivitu aziridin-1-yl-alkanon—oxima. V

budoucnu bude snad objasnén cil téchto sloucenin. [41]
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strukturalni analogy vorinostatu

1.3.2.2 Derivaty 6-methyluracil a 5-joduracil

Thymidinfosforylasa katalyzuje reverzibilni fosforolyzu thymidinu na
thymin a 2'-deoxy-D-ribosa-1-fosfat a fosforolyzu dalSich pyrimidinovych
nukleosidl. [44-47] Podili se na homeostaze thymidinu a je nezbytna
k metabolické  aktivaci  5-fluorouracilu,  pyrimidinového  antimetabolitu
pouzivaného jako cytostatikum. Bylo prokazano, Ze diky své enzymoveé aktivité
ma angiogenni vlastnosti in vivo a stimuluje chemotaxi in vitro. [47] Podporuje
rist nadorll a metastaz a je proto potencialnim terapeutickym cilem v lécbé
rakoviny. Jeji zvySena exprese byla pozorovana u maligniho onemocnéni

vajecnikl, prsu, karcinomu tlustého stfeva a dalSich nadora. [44—47]
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Hledani novych sloucenin, které by mohly inhibovat thymidinfosforylasu,
vedlo k syntéze mnoha derivati amidoximU. K syntéze téchto latek se vyuziva
N-hydroxykarbimidoylchloridi jako intermediatd pro jejich pfipravu. Struktura
noveé syntetizovanych sloucenin vychazela ze struktury iminopyrrolidinu
molekuly TPI, ktera reaguje s aktivni ¢asti enzymu, podoba se ji pravé cast
skupiny amidoximu. [48]

OW o 0% o4 R= _@_C, —@—ows
| |
N

HN N = HN N = N OCHj
o R (0] R

derivaty 6-methyluracilu a 5-joduracilu

Nové syntetizované slouceniny byly podrobeny testovani jejich inhibiCni
aktivity na thymidinfosforylase a dalSim testim. Nékteré z nich mély dobrou
inhibicni aktivitu v porovnani se znamymi inhibitory thymidinfosforylasy TPI
a 7DX. [48] TPI (ICsp = 0,035 uM) je uc€inngjSim inhibitorem nez 7DX (ICsp = 40
HM). [44]
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cl
HN |
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o) N
o N N H
H NH.HCI
7DX TPI
Uginn&jsimi inhibitory thymidinfosforylasy jsou derivaty
1-(arylaldehydoxim)-6-methyluracilu oproti derivatim 1-(arylaldehydoxim)-5-
joduracilu. Neju€innéjSim inhibitorem je (2)-1-[(3,4-

dichlorfenyl)(hydroxyimino)methyl]-6-methylpyrimidin-2,4(1H,3H)-dion (ICsp =
0,040 uM), ktery byl podrobnéji testovan. Bylo zjisténo, Ze se jedna
o netoxickou latku a kompetitivni inhibitor thymidinfosforylasy. Navic inhibice
angiogeneze in vitro timto inhibitorem je ucinnéjSi nez inhibice TPI. Nové

syntetizované slouceniny budou nadale zkoumany. [48]
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silny inhibitor thymidinfosforylasy
1.3.2.3 Epakadostat

Indolamin-2,3-dioxygenasa 1(IDO1), indolamin-2,3-dioxygenasa 2 (IDO2)
a tryptofan-2,3-dioxygenasa (TDO) se podileji na katabolismu esencialni
aminokyseliny L-tryptofanu na N-formylkynurenin a jeho dalSi metabolity, které
inhibuji proliferaci a diferenciaci T bunék, coz vede k imunitni toleranci. [49-52]

IDO1 se pfirozené vyskytuje ve vSech tkanich, nejvice v tenkém stfevé,
plicich, nadvarleti, placent¢ a Zenskych genitaliich. [51] Jeho zvySena
pritomnost je reakci na zanét a infekci. [49,50] Nadmérna exprese IDO1 byva
spojena s nékolika nemocemi, pfedevSim s rakovinou a je pozorovana u vice
typu nadoru (melanom, nador vajeCniku a tlustého stfeva). [50] Diky ubytku
tryptofanu a aktivité jeho metaboliti dochazi k potladeni CD8" efektorovych
T bunék a NK bunék (pfirozeni zabijedi), zvy$ené aktivité CD4" regulacnich
T bunék a myeloidnich supresorovych bunék. [49-51] Hlavnim induktorem
IDO1 ve vétSiné bunék je IFN-y, ale i ostatni cytokiny (napf. IL-6 a dalSi) mohou
také aktivovat IDO1. [50,51] Aktivita IDO1 navic umozruje tvorbu novych cév
v nadorech prostfednictvim zanétlivych cytokina (IFN-y, IL-6). [49]

Ackoliv ve vétsSiné studii je zvySena aktivita IDO1 spojena se Spatnou
prognézou, nékteré studie poukazuji na lepSi prognézu. Tento rozpor je dan
tim, ze deplece tryptofanu také umozruje snizeni proliferace nadorovych
bunék. Navic se béhem protinadorové odpovédi vyluCuje velké mnozstvi
cytokinU, které zvySuji expresi IDO1, proto by mohl byt tento enzym ukazatelem

protinadoroveé imunitni odpovédi. [51]

NejvyznamnéjSim enzymem podilejicim se na metabolismu L-tryptofanu

je IDO1. [50] Vétsina studii se proto zamé&fuje na objev selektivniho inhibitoru
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IDO1, ktery muze také inhibovat TDO a IDO2 a tim prohloubit ucinek. Slibnou
slou€eninou se stala mala molekula epakadostat. [49] Syntéza epakadostatu se
skldada z nékolika jednoduchych kroki a pfi jeho syntéze je vyuzito

N-hydroxykarbimidoylchloridu jako intermediatu pro jeho pfipravu. [50]

Br

epakadostat

Epakadostat je selektivni kompetitivni inhibitor enzymu IDO1. Podporuje
riust efektorovych T Ilymfocytl a NK bunék a snizuje pfeménu naivnich
T lymfocytld na regulaéni T lymfocyty. [49]

Zasadni pro inhibi¢ni aktivitu epakadostatu je jeho hydroxyamidinova
¢ast, hydroxyl vytvafi kovalentni vazbu s Zelezem hemu a 4-brom-fenylovy
substituent se vaze hluboko do aktivnhiho mista IDO1. [49,50] Ma dobrou
biologickou dostupnost a permeabilitu diky dvéma intramolekularnim vodikovym
vazbam, prvni je mezi kyslikem hydroxylu a vodikem anilinu, druha mezi
dusikem hydroxyamidinu a sekundarni aminoskupinou navazanou na furazan.
Vodikové vazby snizuji polaritu molekuly a stabilizuji cis konformaci amidinu.
[50] Po peroralnim podani ma epakadostat dobrou biologickou dostupnost

u v8ech druhl (potkan, pes, opice) a je velmi dobfe tolerovan. [50,51,53]

intramolekularni vodikové vazby epakadostatu
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V preklinickych studiich se ukazalo, Ze aktivita epakadostatu je zavisla
na funkCni imunité, u imunokompetentnich mysi dokazal snizit hladinu
kynureninu v plazmé a tim i rlst nadoru, u imunokompromitovanych mysi ne.
[49] Uplatnéni epakadostatu spocCiva predevSim v kombinaéni |écbé
s protilatkami, kde jsou velmi pfiznivé vysledky oproti monoterapii, jak ukazaly
klinické studie. Mezi pouzivané protilatky proti PD-1 patfi nivolumab,
pembrolizumab a protilatky proti PD-L1 atezolizumab a durvalumab. [49,53]

V souCasné dobé probihaji studie ucinku samotného epakadostatu
i v kombinacni terapii u melanomu, nemalobunéného karcinomu plic,
pokroCilych pevnych tumor(, primarni peritonealni rakoviné a dalSich.
Kombinacni |é€ba s imunoterapii, radioterapii nebo chemoterapii muze byt

ucinna proti Sirokému spektru nadoru. [53]
1.3.2.3.1 DalSi inhibitory IDO1

Mezi dalSi inhibitory IDO1 patfi indoximod. Pdvodné byl indoximod
studovan predevsSim kvuli zjisténi, zda inhibice IDO1 muze mit vyznamné
terapeutické ucinky, poté slouzil ke zkoumani biochemické drahy IDO a jeho

vlastniho ucinku. [49]
HsC
N H2N

\ o

0]

indoximod (D-1MT)

Z chemického hlediska je to 1-methyl-D-tryptofan, jeho D-izomer nema
schopnost inhibovat IDO1 na rozdil od L-izomeru. Racemicka smés ma slabé
inhibi¢ni uc€inky. Studie pfisuzuji hlavni protinadorovou aktivitu D-izomeru, ktery
se nevaze ani neinhibuje IDO1. Jak ukazaly studie, tak mechanismus ucinku
indoximodu je zalozen na obnoveni aktivity bunééného mTORC1 (savci cil
rapamycinu komplex 1), ktery je inhibovan ubytkem tryptofanu. Je zajimavé, ze
indoximod zmirfuje potlaceni mTORC1 pfi niZSi koncentraci |épe neZ samotny
L-tryptofan. mTORC1 je komplex, ktery hraje dulezitou roli v buné&ném rastu
a tim ovliviiuje rast T bunék. Indoximod tedy pusobi nepfimo na IDO1 a mlze

byt pouzit v kombinaci s pfimymi inhibitory pro zlepSeni protinadorové terapie.
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[49] V klinickych studii byl pouzit v kombinaci s protilatkami jako je ipilimumab,
pembrolizumab nebo nivolumab a s dalSimi latkami s rdznym mechanismem
ucinku v protinadorové terapii. [51]

DalSim inhibitorem je navoximod, nekompetitivni inhibitor [DO1
s CasteCnou aktivitou proti TDO. Tento jedineCny mechanismus ucinku by mohl
byt vyuzit u nadorq, kde je zvySena exprese jak IDO1, tak i TDO nebo u nadord,
které jsou odolné vUci inhibici IDO1. V preklinickych studiich se navoximod
ukazal jako slibna slouCenina a v souCasné dobé probihaji omezené klinické

studie této latky jak v monoterapii, tak i v kombinaci. [49]

OH
ll\\\\

//)“ W5 A

navoximod

1.3.3 Antibakterialni ucinky

RNA polymerasa je hlavnim enzymem genové exprese nezbytnym pro
preziti bakterii, a proto je vyznamnym cilem pusobeni IéCiv. Mezi znamé
inhibitory bakterialni RNA polymerasy patfi rifampicin, jenZz je nezbytnou
soucasti 1éCby tuberkuldzy. [54,55]

CBR hydroxyamidiny jsou malé molekuly, které inhibuji katalytickou
aktivitu bakterialni RNA polymerasy. Byly objeveny ve velké knihovné sloucenin
pfi screeningu na inhibici transkripce Escherichia coli. [56] Modelova molekula
(CBR703) inhibuje RNA polymerasu ze stfevni gramnegativni bakterie,
neinhibuje grampozitivni RNA polymerasu ani lidskou RNA polymerasu 1., Il.
a lll. [55,56]

Na zakladé inhibice biofilmu Staphylococcus epidermidis pomoci
CBR703 a jeho derivatd [57] bylo syntetizovano nékolik novych derivatu
modelové molekuly CBR703. Nize zobrazené slouCeniny vykazovaly
antibakterialni ucinky proti gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim, avSak
byly vyznamné cytotoxické. Autofi se domnivaji, Ze mechanismus

antibakterialniho ucinku slouCenin neni zalozen pouze na inhibici RNA
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polymerasy, ale pfesny mechanismus nebyl objeven. Nicméné, dle autoru
dochazelo k mirné precipitaci sloucenin v uvedenych koncentracich, které byly
pouzity na stanoveni inhibiéni aktivity slouenin pfi tvorbé biofilmu
Staphylococcus epidermidis, proto vyhodnotili tvrzeni o pusobeni na biofilm jako
artefakt a tyto molekuly povaZuji za neatraktivni pro dalsi vyvoj jako
antibakterialni latky. [54]

OH
N/
FsC
NH
CBR703
OH OMe OH
N - N - N -
F30 F3C\©)|\ F3C
NH NH NH
F
Cl
derivaty CBR703
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EXPERIMENTALNI CAST

1.4 Chemicka cast

Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na TLC hlinikovych deskach,
silikagel 60 Fys54 (Merck). Jako mobilni faze pro chloridy byla pouzita smés
hexan—ethyl-acetat 60 : 40 (v/v) a pro aminoderivaty hexan—ethyl-acetat 80 : 20
(VIv).

Bezvody dioxan byl k dispozici na Katedfe farmaceutické chemie

a farmaceutické analyzy a byl vysuSeny a Cerstvé nadestilovany.

Vzorky pevnych latek byly pfed analyzou suSeny nad oxidem fosforeCnym

v exsikatoru pfi tlaku 1,33 kPa.
Teploty tani byly stanoveny na pfistroji SPM 20 (Stuart) a nebyly korigovany.

Pro mérfeni elementarni analyzy byl pouzit pfistroj Vario Micro Cube Elemental

Analyzer (Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Némecko).

'H NMR (500 MHz) a "*C NMR (125 MHz) spektra byla méfena pomoci VNMR
S500. Chemické posuny byly zaznamenany jako hodnoty & v ppm a jsou
nepfimo vztaZzeny na tetramethylsilan prostfednictvim signalu rozpoustédla
(2,49 pro 'H a 39,7 pro *C v DMSO). Interakéni potencialy J jsou uvedeny

v Hz.

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

VInodty jsou uvadény v ecm™.

Produkty ziskany pfi syntéze N-hydroxy-N,N-diethylpyrazin-2-karboximidamid
(DEA) a 5-propylpyrazin-2-karbonitril byly ¢&istény na preparativnim flash
chromatografu CombiFlash® Rf (Teledyne Isco Inc., Lincoln, NE, USA). Eluce
byla gradientova, za pouziti hexanu (LachNer,Neratovice, Ceska republika)
a ethyl-acetatu (Penta, Praha, Ceska republika) jako mobilni faze.

Jako stacionarni faze se pouzil silikagel (0,040-0,063 nm, Merck, Darmstadt,

Némecko).
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1.4.1 Priprava 5-propylpyrazin-2-karbonitrilu

N CN N CN
N COOH AgNO; =
N/ (NH4)28208 N/

10,5 g Pyrazin-2-karbonitrilu (0,1 mol) bylo rozpusténo v 300 ml vody zahraté

na 80 °C. K tomuto roztoku bylo pfidano 1,7 g (0,01 mol) dusi¢nanu stfibrného
a 8,8 g (0,1 mol) kyseliny maselné. Za michani byl pfikapan roztok 25,1 g
peroxodisiranu amonného v 70 ml vody. Teplota byla béhem pfidavani
udrzovana v rozmezi 75-80 °C. P¥i této teploté byla smés michana celkem
1 hodinu. Zchladla reakéni smés byla zalkalizovana 10% roztokem hydroxidu
sodného na pH 9-10 a kontinualné extrahovana etherem. Etherovy vytfepek byl
vysusen bezvodym siranem sodnym a smés byla dvakrat pfeciSténa pomoci
flash chromatografie. Slou€enina byla identifikovana na zakladé porovnani TLC

s dfive pfipravenou latkou. [58]

Vzhled: nazloutla kapalna latka
Sumarni vzorec: CgHgN3
Molekulova hmotnost: 147,18
VytéZek reakce je 4,6 g (31 %).

1.4.2 Priprava N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid

1.4.2.1 N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid

NH»

N CN N OH
E j/ NH,OH, Na,CO; E N

/

N EtOH N/

6,3 g (0,06 mol) pyrazin-2-karbonitrilu bylo rozpusténo v 9 ml ethanolu. 8,34 g

Y

(0,12 mol) hydroxylamin-hydrochloridu bylo rozpusténo v 9 ml vody a pfidano
k ethanolickému roztoku pyrazin-2-karbonitrilu. Oddélily se dvé faze. 12,72 g
(0,12 mol) uhli¢itanu sodného bylo rozpusténo v 75 ml vody a opatrné pfidano

ke smési. Cela smés byla vafena 5 hodin pfi 70 °C pod zpétnym chladi¢em. Po

36



zchladnuti byly vylouCené krystaly odsaty a promyty vodou. Pro analyzu byla
slouCenina prekrystalizovana z bezvodého ethanolu. SloucCenina byla
identifikovana na zakladé porovnani TLC a teploty tani s dfive pfipravenou
latkou. [59]

Vzhled: bila krystalicka latka
Sumarni vzorec: CsHgN4O
Molekulova hmotnost: 138,13
Teplota tani je 184-185 °C.
VytéZek reakce je 6,48 g (78 %).

1.4.2.2 N'-hydroxy-5-propylpyrazin-2-karboximidamid

NH,

N CN N . _OH
/\/E j/ NH,OH, Na,COs /\/[ X N
N EtOH N

8,83 g (0,06 mol) 5-propylpyrazin-2-karbonitrilu bylo rozpusténo v 9 ml

ethanolu. 8,34 g (0,12 mol) hydroxylamin-hydrochloridu bylo rozpusténo v 9 ml
vody a pfidano k ethanolickému roztoku 5-propylpyrazin-2-karbonitrilu. Oddélily
se dvé faze. 12,72 g (0,12 mol) uhli¢itanu sodného bylo rozpusténo v 75 ml
vody a opatrné pfidano ke smési. Cela smés byla vafena 5 hodin pfi 70 °C pod
zpétnym chladiCem. Po zchladnuti byly vylou€ené krystaly odsaty a promyty
vodou. Pro analyzu byla slou€enina pfekrystalizovana z bezvodého ethanolu.
Sloucenina byla identifikovana na zakladé porovnani TLC a teploty tani s dfive

pfipravenou latkou. [59]

Vzhled: bila krystalicka latka
Sumarni vzorec: CgH2N4O
Molekulova hmotnost: 180,21
Teplota tani je 158-164 °C.
VytéZek reakce je 6,92 g (64 %).
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1.4.2.3 N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid

Cl NH;
N S _OH NH,OH, EtOH N S _OH
| X N > | X i
= Z
N N

K roztoku 0,11 g N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchloridu (0,7 mmol) v lihu byly

pfikapany 2 ml koncentrovaného roztoku amoniaku (25-29%) a smés byla
michana za laboratorni teploty 2,5 hodiny. Roztok byl odpafen za vakua do
sucha a nasledné byly pfidany 2 ml vody. Vzniklé krystaly byly odsany.
Sloucenina byla identifikovana na zakladé porovnani TLC a teploty tani s dfive

pfipravenou latkou. [60]

Vzhled: bézova krystalicka latka

Sumarni vzorec: CsHgN4O

Molekulova hmotnost: 138,13

Teplota tani je 166173 °C.

VytéZek reakce je 0,13 g (vice nez 100 %).

1.4.2.4 5-butyl-N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid

NH»
N CN N ~. _OH
\/\i j/ NH,OH, Na,CO, \/\i X N
N EtOH N

12,99 g (0,08 mol) 5-butylpyrazin-2-karbonitrilu bylo rozpusténo v 12 ml

ethanolu. 11,2 g (0,16 mol) hydroxylamin-hydrochloridu bylo rozpusténo v 12 ml
vody a pfidano k ethanolickému roztoku 5-butylpyrazin-2-karbonitrilu. Oddélily
se dvé faze. 17,1 g (0,16 mol) uhli€itanu sodného bylo rozpusténo ve 100 ml
vody a opatrné pfidano ke smési. Cela smés byla vafena 5 hodin pfi 70 °C pod
zpétnym chladiCem. Po zchladnuti byly vylouCené krystaly odsaty a promyty
vodou. Pro analyzu byla slou€enina pfekrystalizovana z bezvodého ethanolu.
Slou€enina byla identifikovana na zakladé porovnani TLC a teploty tani s dfive

pfipravenou latkou. [59]
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Vzhled: bila krystalicka latka
Sumarni vzorec: CgH14N4O
Molekulova hmotnost: 194,24
Teplota tani je 154-155 °C.
Vytézek reakce je 11,97 g (77 %).

1.4.3 Priprava chloridu

Vychozimi latkami pro syntézy byl pfislusny alkylovany N'-hydroxypyrazin-2-
karboximidamid, ktery je pfipravovan na katedfe Farmaceutické chemie

a farmaceutické analyzy podle osvédceného postupu. [59]

Obecny postup syntézy chloridu:

NH, cl
N S _OH NaNO,, HCI N

X N > X \N/
/[ 1,5h,0°C /[
= =

Prislusny N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid (14,60 mmol) byl rozpustén

v 15 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové a 40 ml vody pfi O °C. Dusitan
sodny (1,25 g, 18,1 mmol) v 7 ml vody byl za michani pfikapan k roztoku
amidoximu. Smés se michala 1,5 h pfi 0 °C a poté byl pomalu pfidavan
hydrogenuhli€itan sodny az do dosazZeni hodnoty pH 3. Vylou€ena srazenina
byla zfiltrovana, promyta ledovou vodou a usuSena v exsikatoru. Nasledné byly

produkty prekrystalizovany za varu z acetonitrilu. [61]

1.4.3.1 N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchlorid (CI-0)

Cl
N OH
E j)\\N/
>
N

K pfipravé byly pouzity 2,00 g (Z)-N*-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu.
Vzhled: bila krystalicka latka

Sumarni vzorec: CsH4CIN3O
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Molekulova hmotnost: 157,56
Teplota tani je 130 °C za rozkladu.
VytéZek reakce je 1,73 g (75 %).

Elementarni analyza:

% C %H % N
Vypoéteno 38,12 2,56 26,67
Nameéreno 37,67 2,54 26,32

"H NMR (500 MHz, DMSO) 5 13.03 (1H, s, OH), 9.08 (1H, d, J=1.5 Hz, H3),
8.72-8.73 (1H, m, H5), 8.72 (1H, d, J=2.5 Hz, H6)

3C NMR (125 MHz, DMSO) & 146.0, 145.4, 144.3, 142.7, 135.0

IC spektrum: 3648 (OH), 1604 (C=N), 1170, 1151 (C=N pyrazin), 1070 (C=C
pyrazin), 965 (N-O)

1.4.3.2 5-(terc-butyl)-N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchlorid (Cl-1)

Cl

N OH
X \N -

Z
N

K pfipravé bylo pouzito 2,83 g 5-(terc-butyl)-N*-hydroxypyrazin-2-
karboximidamidu.

Vzhled: bila krystalicka latka

Sumarni vzorec: CgH12CIN30

Molekulova hmotnost: 213,67

Teplota tani je 151-154 °C.

Vytézek reakce je 0,67 g (21 %).
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Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypoéteno 50,59 5,66 19,67
Naméreno 50,45 5,54 19,57

"H NMR (500 MHz, DMSO) & 12.90 (1H, s, OH), 8.99 (1H, d, J=1.5 Hz, H3),
8.82 (1H, d, J=1.5 Hz, H6), 1.36 (9H, s, CH3)

3C NMR (125 MHz, DMSO) & 164.4, 143.3, 140.9, 140.8, 134.9, 36.6, 29.6

IC spektrum: 2967, 2822 (CH alif.), 1653 (C=N), 1165, 1140 (C=N pyrazin),
1044,1013 (C=C pyrazin), 959 (N-O)

1.4.3.3 N'-hydroxy-5-isobutylpyrazin-2-karbimidoylchlorid (Cl-2)

K pfipravé bylo pouzito 2,3 g (11,8 mmol) N'-hydroxy-5-isobutylpyrazin-2-
karboximidamidu.

Vzhled: smetanova krystalicka latka

Sumarni vzorec: CgH12CIN3;O

Molekulova hmotnost: 213,67

Teplota tani je 107-109 °C.

Vytézek reakce je 2,34 g (94 %).

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 50,59 5,66 19,67
Naméieno 50,64 5,62 19,76
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"H NMR (500 MHz, DMSO) d 12.88 (1H, s, OH), 8.98 (1H, d, J=1.5 Hz, H3),
8.59 (1H, d, J=1.5 Hz, H6), 2.69 (2H, t, J=6.8 Hz, CH,), 2.12-2.01 (1H, m, CH),
0.88 (6H, t, J=6.8 Hz, CH3)

3C NMR (125 MHz, DMSO) d 157.3, 143.9, 143.5, 141.7, 135.0, 43.4, 28.5,
22.3

IC spektrum: 3676 (OH), 2971, 2813 (CH alif.), 1653 (C=N), 1167 (C=N
pyrazin), 1031 (C=C pyrazin), 936 (N-O)

1.4.3.4 5-butyl-N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchlorid (CI-3)

K pfipravé bylo pouzito 2,83 g 5-butyl-N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu.
Vzhled: svétle Zluta krystalicka latka

Sumarni vzorec: CgH12CIN3O

Molekulova hmotnost: 213,67

Teplota tani je 128-130 °C.

VytéZek reakce je 2,93 g (94 %).

Elementarni analyza:

% C % H %N
Vypoéteno 50,59 5,66 19,67
Naméieno 51,05 5,69 19,84

"H NMR (500 MHz, DMSO) d 12.87 (1H, s, OH), 8.96 (1H, d, J=1.5 Hz, H3),
8.62 (1H, d, J=1.5 Hz, H6), 2.81 (2H, t, J=7.6 Hz, CH,), 1,71-1.62 (2H, m, CH,),
1.36-1.26 (2H, m, CH,), 0.88 (3H, t, J=7.6 Hz, CHs)

®C NMR (125 MHz, DMSO) d 158.2, 143.5, 143.5, 141.6, 135.0, 34.2, 30.8,
21.9,13.9
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IC spektrum: 2961, 2935, 2866, 2704 (CH alif.), 1616 (C=N), 1164 (C=N
pyrazin), 1015 (C=C pyrazin), 965 (N-O)

1.4.3.5 N'-hydroxy-5-propylpyrazin-2-karbimidoylchlorid (Ci-4)

Cl

N OH
/\)i ) \N/
G
N

K pfipravé bylo pouzito 2,15 g N'-hydroxy-5-propylpyrazin-2-karboximidamidu.
Vzhled: bézova krystalicka latka

Sumarni vzorec: CgH1oCIN3O

Molekulova hmotnost: 199,64

Teplota tani je 142—-144 °C za rozkladu.

VytéZek reakce je 1,14 g (39 %).

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypoéteno 48,13 5,05 21,05
Naméieno 48,43 4,97 21,27

"H NMR (500 MHz, DMSO) d 12.87 (1H, s, OH), 8.97 (1H, d, J=1.5 Hz, H3),
8.62 (1H, d, J=1.5 Hz, HB), 2.79 (2H, t, J=7.5 Hz, CH,), 1.76-1.66 (2H, m, CH,),
0.90 (3H, t, J=7.5 Hz, CH3)

3C NMR (125 MHz, DMSO) d 158.0, 143.5, 141.7, 135.0, 36.4, 22.0, 13.7

IC spektrum: 2963, 2933, 2820 (CH alif.), 1626 (C=N), 1171 (C=N pyrazin),
1030 (C=C pyrazin), 965 (N-O)
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1.4.3.6 N'-hydroxy-5-isopropylpyrazin-2-karbimidoylchlorid (CI-10)

K pfipravé bylo pouzito 2,63 g N-hydroxy-5-isopropylpyrazin-2-
karboximidamidu.

Vzhled: smetanova krystalicka latka

Sumarni vzorec: CgH1oCIN3O

Molekulova hmotnost: 199,64

Teplota tani je 118-120 °C.

VytéZek reakce je 2,01 g (69 %).

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypoéteno 48,13 5,05 21,05
Naméieno 47,79 4,97 21,02

"H NMR (500 MHz, DMSO) d 12.88 (1H, s, OH), 8.98 (1H, d, J=1.5 Hz, H3),
8.66 (1H, d, J=1.5 Hz, H6), 3.23-3.09 (1H, m, CH), 1.27 (6H, d, J=6.9 Hz, CH)

3C NMR (125 MHz, DMSO) d 162.5, 143.7, 142.4, 141.6, 134.9, 33.2, 22.0

IC spektrum: 2978, 2822 (CH alif.), 1653 (C=N), 1172 (C=N pyrazin), 1043
(C=C pyrazin), 965 (N-O)

1.4.3.7 N'-hydroxy-5-pentylpyrazin-2-karbimidoylchlorid (Cl-13)

Cl

N . _OH
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K pfipravé bylo pouZito 3,04 g N-hydroxy-5-pentylpyrazin-2-karboximidamidu.
Vzhled: smetanova krystalicka latka

Sumarni vzorec: C1gH14CIN3O

Molekulova hmotnost: 227,69

Teplota tani je 89-92 °C.

VytéZek reakce je 2,43 g (73 %).

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypoéteno 52,75 6,2 18,46
Naméieno 53,26 6,12 18,66

"H NMR (500 MHz, DMSO) d 12.87 (1H, s, OH), 8.97 (1H, d, J=1.5 Hz, H3),
8.62 (1H, d, J=1.5 Hz, H6), 2.80 (2H, t, J=7.2 Hz, CHy), 1,.73-1.64 (2H, m, CHy),
1.34-1.23 (4H, m, CH,), 0.84 (3H, t, J=7.2 Hz, CHs)

®C NMR (125 MHz, DMSO) d 158.2, 143.5, 143.5, 141.6, 135.0, 34.4, 31.0,
28.4,22.0,14.0

IC spektrum: 2931, 2856 (CH alif.), 1653 (C=N), 1165 (C=N pyrazin), 1050
(C=C pyrazin), 962 (N-O)

1.4.4 Priprava aminoderivat

1.4.4.1 Morfolino(pyrazin-2-yl)methanon—oxim (MOR)

O

N ~. _OH morfolin N
| X N/ .
N . _OH
= X N7
N |
P
N

0,39 g (2,5 mmol) N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchloridu bylo rozpusténo

v 5 ml bezvodého dioxanu. Nasledné bylo pfikapano 5 mmol morfolinu. Reakéni

smés byla michana a zahfivana k varu pod zpétnym chladiCem v bezvodém
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prostfedi pod ochrannou atmosférou argonu. Celkova reakCni doba byla
30 minut a prubéh reakce byl sledovan na TLC. Po ukon&eni reakce byly
krystaly pfemistény na fritu a rychle promyty 20 ml ledové vody. Produkt byl

krystalizovan za varu nejprve z cyklohexanu a nerozpustény zbytek z toluenu.

[2]

Vzhled: Zluta krystalicka latka
Sumarni vzorec: CgH12CIN4O2
Molekulova hmotnost: 208,22
Teplota tani je 113-116 °C.
VytéZek reakce je 125,5 mg (21 %).

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocéteno 51,92 5,81 26,91
Naméieno 51,80 5,80 26,58

'H NMR (500 MHz, DMSO) d 9.69 (1H, s, OH), 8.75-8.74 (1H, m, H3), 8.67
(1H, d, J=1.5 Hz, H5), 8.64 (1H, d, J=1.5 Hz, H6), 3.61-3.57 (4H, m, OCH.,),
2.92-2.89 (4H, m, NCH,)

3C NMR (125 MHz, DMSO) d 155.6, 146.6, 146.2, 144.9, 144.6, 65.7, 47.1

IC spektrum: 3192 (OH), 2971, 2851 (CH alif.), 1612 (C=N), 1168 (C=N
pyrazin), 1116 (C-O ether), 1061 (C=C pyrazin), 969 (N-O)

1.4.4.2 N'-hydroxy-N,N-diethylpyrazin-2-karboximidamid (DEA)

cl /\N/\
diethylamin
N . _OH
(™ Son
>
N N/

Prvni postup:

0,39 g (2,5 mmol) N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchloridu bylo rozpusténo

v 5 ml bezvodého dioxanu. Nasledné bylo pfikapano 5 mmol diethylaminu.

46



Reakéni smés byla michana a zahfivana k varu pod zpétnym chladi¢em
v bezvodém prostfedi pod ochrannou atmosférou argonu. Celkova reakéni
doba byla 30 minut a pribéh reakce byl sledovan na TLC. Po ukonceni reakce
bylo rozpoustédlo odpafeno a ke zbytku bylo pfidano 20 ml ledové vody.
Vysrazeny produkt mél byt odfiltrovan, ale pfidavkem vody se vSe rozpustilo na
Zluty roztok. Vytfepavanim do ethyl-acetatu ani pfidavkem bazickych latek

(organické i anorganické) se nepodafilo ziskat produkt. [2]

Druhy postup:

K roztoku N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchloridu 0,11 g (0,70 mmol)
v bezvodém ethanolu dostupném na Katedfe farmaceutické chemie
a farmaceutické analyzy bylo pfikapano 0,051 g (0,073 ml) diethylaminu a smés
byla michana za laboratorni teploty 2,5 hodiny. Poté byla reakéni smeés
pfipravena k déleni flash chromatografii. Majoritni produkt byl odeslan na NMR

analyzu, ale produkt ve spektrum potvrzen nebyl. [60]

Treti postup:

0,39 g (2,5 mmol) N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchloridu a 0,40 g (5,5 mmol)
diethylaminu v methanolu bylo michano pfi 0 °C 1 hodinu. Prabéh reakce byl
sledovan na TLC. Poté byla reakéni smés pfipravena k déleni flash
chromatografii. Byly ziskany svétle zluté krystaly s teplotou tani 76,2-80,2 °C
v mnozstvi 275 mg, NMR spektrum sice odpovidalo, ale elementarni analyza

nikoli. Krystaly se nepodafilo pfekrystalizovat. [62]
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1.5 Biologicka c¢ast

VSechny pfipravené derivaty byly podrobeny testim na jejich antibakterialni,

antimykobakterialni a antifungalni aktivitu.

Testované slouceniny:
¢ N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchlorid (CI-0)
e 5-(terc-butyl)-N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchlorid (Cl-1)
e N'-hydroxy-5-isobutylpyrazin-2-karbimidoylchlorid (Cl-2)
e 5-butyl-N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchlorid (Cl-3)
e N'-hydroxy-5-propylpyrazin-2-karbimidoylchlorid (Cl-4)
¢ N'-hydroxy-5-isopropylpyrazin-2-karbimidoylchlorid (CI-10)
e N'-hydroxy-5-pentylpyrazin-2-karbimidoylchlorid (CI1-13)
¢ Morfolino(pyrazin-2-yl)methanon—oxim (MOR)

1.5.1 Testovani antimykobakterialni aktivity

Antimykobakterialni test byl proveden s rychle rostoucim Mycobacterium
smegmatis DSM 43465 (ATCC 607) a Mycobacterium aurum DSM 43999
(ATCC 23366) z Némecké sbirky mikroorganizmi a bunécnych kultur
(Braunschweig, Némecko). Technika pouzitd pro stanoveni aktivity byla
mikrodiluéni bujonova panelova metoda za pouziti 96-jamkové mikrotitraéni
desti¢ky. Kultivanim médiem byl bujon Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich,
Steinhein, Némecko) obohaceny 0,4% glycerolem (Sigma-Aldrich, Steinhein,
Némecko) a 10% rustovym dopliikem Middlebrook OADC (Himedia, Mumbai,
Indie).

Mykobakterialni kmeny byly kultivovany na agaru Middlebrook 7H9
a suspenze byly pfipraveny v bujénu Middlebrook 7H9. Konecna hustota byla
upravena na hodnotu v rozmezi od 0,5 do 1,0 podle McFarlandovy stupnice
a zfedéna v poméru 1 : 20 bujénem.

Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich,
Steinhein, Némecko) a nasledné byl k nim pfidan Middlebrook bujén k ziskani
koncentrace 2000 pug/ml. Ke stanoveni aktivity byly pouzity standardy isoniazid
(INH), rifampicin (RIF) a ciprofloxacin (CPX) (Sigma-Aldrich, Steinhein,
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Némecko). Finalni koncentrace byly 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,81
a 3,91 ug/ml a byly dosazeny binarnim fedénim a pfidanim mykobakterialni
suspenze. Finalni koncentrace standardu ciprofloxacinu a rifampicinu byly 12,5;
6,25; 3,125; 1,56; 0,78; 0,39; 0,195 a 0,098 ug/ml. Finalni koncentrace DMSO
neprekroCila 2,5 % (v/v) a neovlivnila rist M. smegmatis ani M. aurum. Byly
zahrnuty pozitivni (bujon, DMSO, bakterie) a negativni (bujon, DMSO) kontroly.
Desti¢ky byly zakryty polyesterovou adhezivni folii a inkubovany ve tmé
bez michani pfi 37 °C. Po 48 hod. inkubace M. smegmatis, resp. po 72 hod.
inkubace M. aurum nasledovalo pfidani 0,01% roztoku resazurinové sodné soli,
coz je barvivo, které bylo pfipraveno rozpusténim resazurinové sodné soli
(Sigma-Aldrich, Steinhein, Némecko) v deionizované vodé tak, aby byla
dosazena koncentrace roztoku 0,02%. Pak byl pfipraven 10% vodny roztok
Tweenu 80 (Sigma-Aldrich, Steinhein, Némecko). Oba roztoky byly smichany
ve stejném objemovém poméru a Zfiltrovany pfes membranovy filtr.
MikrotitraCni destiCky byly nasledné inkubovany dalsi 2,5 hodiny pro stanoveni
aktivity M. smegmatis, resp. 4 hodiny pro M. aurum.
koncentrace (MIC) a hodnoty byly odecteny na zakladé barevné zmény barviva
(modra barva — aktivni slou€enina; rizova barva — neaktivni sloucenina).
Hodnoty MIC pro standardy byly v rozmezi 7,81-15,625 pg/ml pro INH;
25 ug/ml pro RIF a 0,125-0,3125 ug/ml pro CPX proti M. smegmatis a proti
M. aurum 3,91 ug/ml pro INH, 0,78-1,56 pg/ml pro RIF a 0,00781-0,01563
ug/ml pro CPX. V8echna stanoveni byla provedena dvakrat. Vysledky

testovanych slouc€enin jsou uvedeny v tabulce 5.
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Tabulka 5: Vysledky testovani antimykobakterialni aktivity

Testovana latka (kéd) — MIC(ug/ml)

Kmen (kéd)
Cl-0 Cl1 Cl-3 INH RIF CPX
M. smegmatis |48h| >500 > 500 > 500 7,81 25 0,125
M. aurum 72h 250 250 250 3,91 0,78 0,01563
Cl-2 Cl-10 Cl-13 INH RIF CPX

M. smegmatis |[48h| 31,25 62,5 7,81 15,625 25 0,03125

M. aurum 72h 250 62,5 250 3,91 0,78 0,00781
Cl-4 MOR INH RIF CPX

M. smegmatis |48h 125 > 500 15,625 25 0,125

M. aurum 72h 125 > 500 3,91 1,56 0,00781

1.5.2 Testovani antibakterialni aktivity

Antibakterialni aktivita vSech pfipravenych sloucenin byla zkouSena na
Katedre biologickych a lékafskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové
pomoci mikrodiluéni bujénové metody v destiCkach (100 pul média a 10 pl
suspenze). Byly pouzity kmeny z Ceské sbirky mikroorganismu
z Pfirodovédecké fakulty, Masarykovy univerzity, Brno a klinické izolaty
z Ustavu  klinické mikrobiologie, Fakultni nemocnice a Lékarska fakulta,
Univerzita Karlova, Hradec Kralové.

Bakterialni inokula byla pfipravena suspendovanim ve sterilnim
fyziologickém roztoku 0,85%. Hustota suspenze byla poté nastavena na 0,5
stupné McFarlandovy stupnice, tj. 1,5 x 10® cfu.ml”. V&echny testované kmeny
byly kultivovany na Mdller-Hintonové bujonu €. 2 (CAMHB, Difco/Becton
Dickinson, Detroit, MI, USA) pfi 35 °C a byly uchovavany ve stejném médiu pfi
4 °C. Testované slou€eniny byly rozpustény v DMSO a jejich antibakterialni
aktivita byla poté stanovena v Muller-Hintonové bujénu (Difco/Becton Dickinson,
Detroit, MI) pfi pH 7,0. Kontroly obsahovaly pouze médium a DMSO. Konec¢na

koncentrace DMSO v testovacim médiu nepfekroCila 2,5 % (v/v)
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a neovlivitovala pfirozeny rust bakterii. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC
v umol.I'"), coZ jsou koncentrace vyvolavajici 95% inhibici riistu ve srovnani
s kontrolami, byly odecteny vizualné po 24 a 48 hodinach statické kultivace, ve
tmé a humidni atmosféfe pfi teploté 35 °C. Jako standardy byly pouzity
gentamicin (GEN) a ciprofloxacin (CPX).

Vysledky testovani jsou uvedeny v tabulkach 6 a 7.

Testované kmeny:

SA (Staphylococcus aureus spp.aureus, ATCC 29213, CCM 4223, lab.ID 142-2016)
MRSA (Staphylococcus aureus spp.aureus, ATCC 43300, CCM 4750, lab.ID 143-
2016)

SE (Staphylococcus epidermidis, klinicky izolat, lab.ID 112-2016)

EF (Enterococcus faecalis, ATCC 29212, CCM 4224, lab.ID 164-2016)

EC (Escherichia coli, ATCC 25922, CCM 3954, lab.ID 162-2016)

KP (Klebsiella pneumoniae, klinicky izolat, lab.ID 64-2016)

SEMA (Serratia marcescens, klinicky izolat, lab.ID 62-2016)

PA (Pseudomonas aeruginosa, ATCC 27853, CCM 3955, lab.ID 163-2016)

Tabulka 6: Vysledky testovani antibakterialni aktivity

. Testovana latka (kéd) — MIC/ICys (umol.l")
Kmen (kod) CI-0 Cl-1 Cl-2 Cl3 | GEN | CPX
SA 24h > 500 > 500 > 500 > 500 1 0,25
48h > 500 > 500 > 500 > 500 1 0,25
MRSA 24h > 500 > 500 > 500 > 500 netest. netest.
48h > 500 > 500 > 500 > 500 netest. netest.
SE 24h > 500 > 500 > 500 > 500 netest. netest.
48h > 500 > 500 > 500 > 500 netest. netest.
EF 24h > 500 250 500 500 4 0,125
48h > 500 250 500 500 8 0,125
EC 24h > 500 > 500 > 500 > 500 1 0,004
48h > 500 > 500 > 500 > 500 1 0,004
KP 24h > 500 > 500 > 500 > 500 netest. netest.
48h > 500 > 500 > 500 > 500 netest. netest.
SEMA 24h > 500 > 500 > 500 > 500 netest. netest.
48h > 500 > 500 > 500 > 500 netest. netest.
PA 24h > 500 > 500 > 500 > 500 0,25 0,062
48h > 500 > 500 > 500 > 500 0,25 0,062
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Tabulka 7: Vysledky testovani antibakterialni aktivity

, Testovana latka (kéd) — MIC/ICgs (umol.l")

Kmen (kod) Cl-4 | CI10 | CI13 | MOR | GEN | CPX
SA 24h > 500 > 500 > 500 > 500 1 0,25
48h > 500 > 500 > 500 > 500 1 0,25

MRSA 24h > 500 > 500 > 500 > 500 |netest. netest.
48h > 500 > 500 > 500 > 500 |netest. netest.

SE 24h > 500 > 500 > 500 > 500 |netest. netest.
48h > 500 > 500 > 500 > 500 |netest. netest.

EF 24h > 500 500 > 500 > 500 4 0,125
48h > 500 500 > 500 > 500 8 0,125

EC 24h > 500 > 500 > 500 > 500 1 0,004
48h > 500 > 500 > 500 > 500 1 0,004

KP 24h > 500 > 500 > 500 > 500 |netest. netest.
48h > 500 > 500 > 500 > 500 |netest. netest.

SEMA 24h > 500 > 500 > 500 > 500 |netest. netest.
48h > 500 > 500 > 500 > 500 |netest. netest.

PA 24h > 500 > 500 > 500 > 500 0,25 0,062
48h > 500 > 500 > 500 > 500 0,25 0,062

1.5.3 Testovani antifungalni aktivity

Stanoveni antifungalni aktivity bylo provadéno na Katedfe biologickych
a lékarskych véd na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralove.

Citlivost antifungalnich kmenu na pfipravené latky byla hodnocena
pomoci mikrodiluéni bujéonové metody v destickach (100 ul média a 10 pl
suspenze). Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO, jejich antifungalni
aktivita byla nasledné stanovena v tkanovém kultivaénim médiu RPMI 1640
s glutaminem 2% glukosy. Jeho pH bylo upraveno na 7,0 pomoci 0,165M
3-(N-morfolino)propansulfonové  kyseliny. Hustota vysledné inokulacni
suspenze méla hodnotu 0,5-2 x 10° CFU.ml".Kontroly obsahovaly pouze
médium a DMSO. Kone¢na koncentrace DMSO v testovaném médiu
neprekrocila 2,5 % (v/v) celkového roztoku a neovliviiovala rist hub. Inkubace
probihala staticky, ve tmé a v humidni atmosféfe pfi teploté 35 °C.

Hodnoty jednotlivych minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) byly
vyhodnoceny vizualné po 24 a 48 hodinach statické kultivace. V pfipadé
Trichophyton interdigitale byly hodnoty MIC odecitany po 48 a 72 hodinach.
Jako standardy byly pouzity amfotericin-B (AMF-B) a flukonazol (FLU).
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Testované kmeny:

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 8 a 9.

CA (Candida albicans, ATCC 24433, CCM 8320, lab.ID 166-2016)
CK (Candida krusei, ATCC 6258, CCM 8271, lab.ID 169-2016)

CP (Candida parapsilosis, ATCC 22019, CCM 8260, lab.ID 167-2016)

CT (Candida tropicalis, ATCC 750, CCM 8264, lab.ID 170-2016)

AF (Aspergillus fumigatus, ATCC 204305, lab.ID 169-2017)

AFla (Aspergillus flavus, CCM 8363, lab.ID 174-2017)
AC (Absidia corymbifera, CCM 8077, lab.ID 173-2017)

Tl (Trichophyton interdigitale, ATCC 9533, CCM 8377, lab.ID 172-2017)

Tabulka 8: Vysledky testovani antifungalni aktivity

Kmen (kéd)

Testovana latka (kéd) — MIC (umol.l")

CI-0 Cl-1 Cl-2 Cl-3 AMF-B FLU

CA 24h > 500 > 500 > 500 250 0,06 128
48h > 500 > 500 > 500 250 0,25 128

CK 24h > 500 > 500 250 250 0,25 128
48h > 500 > 500 250 250 1 128

CP 24h > 500 > 500 > 500 250 0,06 16
48h > 500 > 500 > 500 250 0,5 16

cT 24h > 500 > 500 > 500 250 0,12 128
48h > 500 > 500 > 500 250 0,5 128

AF 24h > 500 > 500 500 250 0,25 128
48h > 500 > 500 500 250 1 128

Afla 24h > 500 > 500 > 500 > 500 2 128
48h > 500 > 500 > 500 > 500 4 128

AC 24h > 500 > 500 > 500 > 500 0,125 128
48h > 500 > 500 > 500 > 500 1 128

TI 24h > 500 > 500 250 250 0,5 32

48h > 500 > 500 250 250 1 32
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Tabulka 9: Vysledky testovani antifungalni aktivity

Testovana latka (kéd) — MIC (umol.l")

Kmen (kod) Cl4 | CI-10 | CI-13 | MOR | AMF-B | FLU
A 24h | >500 | 250 | >500 | >500 | 006 128
48h | >500 | 250 | >500 | >500 | 025 128

oK 24h | >500 | 125 | >500 | >500 | 025 128
48h | 5500 | 125 | >500 | >500 1 128

cp 24h | >500 | 250 | >500 | >500 | 006 16
48h | >500 | 250 | >500 | >500 | 05 16

o1 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | 012 128
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | 05 128

AF 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | 025 128
48h | >500 | >500 | >500 | >500 1 128

Afla |24h_| >500 | >500 | >500 | >500 2 128
48h | >500 | >500 | >500 | > 500 4 128

AC 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | 0125 | 128
48h | >500 | >500 | >500 | >500 1 128

n 24h | >500 | 500 | >500 | >500 | 05 32

48h | >500 | 500 | >500 | >500 1 32
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DISKUZE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo pfipravit z alkylovanych
amidoxim0 N'-hydroxykarbimidoylchloridy a nasledné jejich aminoderivaty.
Nékteré vychozi slou€eniny (5-propylpyrazin-2-karbonitril, N~hydroxypyrazin-2-
karboximidamid a alkylované amidoximy) pro syntézy jsem pfipravila podle
postupu, které se pouzivaji na Katedfe farmaceutické chemie a farmaceutické
analyzy a byly charakterizovany podle teploty tani a tenkovrstvé chromatografie
pomoci standardu dostupného na katedie. 5-Propylpyrazin-2-karbonitril byl
pfipraven radikalovou alkylaci pyrazinkarbonitrilu a vytéZek reakce byl vétsi
(31 %) nez v literatufe (20 %). U alkylovanych amidoximu byly vytéZky podobné
jako v literature. [4,58,59]

Priprava N'-hydroxykarbimidoylchloridli probihala podle publikovaného
postupu. [61] Pfi syntéze chloridl dochazelo za postupného pfikapavani
dusitanu sodného k roztoku amidoximu ke zméné zbarveni reakce z bilo-zluté
az na oranzovou a poté zpét na bilo-zlutou. Pfi neutralizaci reakce na pH 3
pomoci nasyceného roztoku hydrogenuhliCitanu sodného dochazelo
k bouflivému vzniku pény, ktera ménila barvu z bilé na Zlutou az oranzZovou
a zpét. Pokud bylo dosazeno pH vysSi nez 3, vytéZek reakce byl mnohem
mensi, v pfipadé CI-1 pouze 5 %, a proto jsem tento chlorid pfipravila dvakrat.
Celkové se vytézky této reakce pohybovaly mezi 21 az 94 % a jsou mensi, nez
jaké ziskali KocCevar a kol., (48 % az 88 %). [61] Latky byly Ccistény
rekrystalizaci.

N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid a N'-hydroxypyrazin-2-
karbimidoylchlorid jsou v (Z)-izomerii, ktera byla ur€éena pomoci 1D a 2D NOE
experimentu, predpokladame tedy, Ze i ostatni chloridy se nachazeji
v (2)-izomerii. [63] ACkoliv nékterym autorim vznikaly oba izomery. [5]
derivat obsahujici morfolin ve vytéZzku 21 % (po rekrystalizaci). Pfi syntéze
s diethylaminem byly vyzkouSeny tfi postupy. V pfipadé prvniho postupu [2]
doslo k rozpusténi produktu pfi promyvani ve vodé, nejspise doslo ke vzniku
soli, ze které se vSak nepodafilo ziskat zpét aminoderivat. Pfi pfipravé derivatu
obsahujiciho morfolin byla rozpustnost vyzkouSena v malém mnozstvi produktu,

a proto bylo promyti vodou provedeno rychle pod vakuem s vychlazenou vodou.
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Druhy postup [60] byl nejprve vyzkouSen na reakci nealkylovaného
N*-hydroxykarbimidoylchloridu (CI-0) s amoniakem za vzniku amidoximu. Treti
postup [62] se od druhého liSil v pouzitém mnozstvi diethylaminu, rozpoustédle,
teploté a reakénim Case. Smési z druhého a tfetiho postupu byly nasledné
pre€istény pomoci flash chromatografie, avSak Zadna z reakci nevedla za
téchto podminek ke vzniku N'-hydroxy-N,N-diethylpyrazin-2-karboximidamidu
(DEA). Reakci by tedy bylo vhodné zopakovat v bezvodém dioxanu
s naslednym rychlym promytim vychlazenou vodou, pfip. ji vyzkouset s jinymi
sekundarnimi aminy.

VSechny pfipravené slouCeniny byly testovany na jejich antibakterialni
a antifungalni aktivitu na Katedfe biologickych a lékafskych véd. Slougenina
ClI-10 je stfedné ucinna proti kmeni C. krusei. Jeji MIC je srovnatelna
s flukonazolem, avsak pfiliS vysoka proti amfotericinu B.

VSechny slouceniny byly také hodnoceny na antimykobakterialni aktivitu
proti M. smegmatis a M. aurum. SlouCeniny vykazaly vyrazngjSi inhibicni
aktivitu proti M. smegmatis, zatimco pouzité standardy inhibovaly efektnéji
M. aurum. CI-2 (31,25 ug/ml) a CI-10 (62,5 ug/ml) inhibovaly rlst M. smegmatis
fadové podobné jako rifampicin (25 pg/ml). Slou€enina CI-13 (7,81 pg/ml)
inhibovala rast M. smegmatis dokonce lépe nez isoniazid (15,625 ug/ml). Co se
tyka pusobeni na M. aurum, nejvyraznéjSi aktivitu vykazala slou€enina CI-10,
Cili tato latka méla na rozdil od ostatnich slou¢enin podobny efekt na obé
mykobakteria. Co se tyka nejaktivnéjSi slouceniny, tak pyrazinové jadro bylo
substituovano pentylem, coz je v sérii nejdelSi alkylovy fetézec. Ostatni aktivni
latky nesly na pyrazinu v poloze 2 tfi- az Ctyfuhlikaty fetézec, ktery byl na konci
rozvétveny. Lipofilita nejaktivnéjsi slouceniny (log P = 2,75) je nejvysSi oproti
ostatnim pfipravenym derivatiim (log P = —0,41-2,43). Délka a lipofilita fetézce

hraje jisté roli ve schopnosti prostoupit silné lipofilni sténu mykobakterii.
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ZAVER
V mé diplomové praci jsem pfipravila 7 N'-hydroxykarbimidoylchloridu
a 1 methanon—oxim jako derivaty amidoximu. VSechny latky byly

charakterizovany teplotou tani, NMR a IC spektrem a jejich &istota byla ovéfena

tenkovrstvou chromatografii a elementarni analyzou.

¢ N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchlorid (CI-0)

e 5-(terc-butyl)-N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchlorid (Cl-1)
¢ N'-hydroxy-5-isobutylpyrazin-2-karbimidoylchlorid (Cl-2)

e 5-butyl-N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchlorid (CI-3)

e N'-hydroxy-5-propylpyrazin-2-karbimidoylchlorid (Cl-4)

¢ N'-hydroxy-5-isopropylpyrazin-2-karbimidoylchlorid (CI-10)
e N'-hydroxy-5-pentylpyrazin-2-karbimidoylchlorid (CI-13)

e Morfolino(pyrazin-2-yl)methanon—oxim (MOR)

Z testovanych slouc€enin byly velmi u€inné proti M. smegmatis slouceniny
ClI-13 a CI-2. Ostatni derivaty nemély vyznamné antimykobakterialni,
antibakterialni a antifungalni ucinky. Pfipravené slouceniny budou nadale
testovany na jejich antimykobakterialni aktivitu proti M. tuberculosis,

M. kansasii a M. avium.
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