Obsah

Z0znam POUZILYCH SKIAtIEK...........ccoi i eeee e e e e e e e e e e e e 2
F Y o1 1= a7 A o1 1 = Lo S SRS 3
KPUCOVE SIOVA/KEYWOITS. ....cie i e me ettt e e e et e e e e e et e aeeame e e s e nnneeeeeeens 4
(11 i (oo oA =TI o] - o] TSR 5
1. UVOONACASL.......c.ocveeeeeieeeeeeeeete et eteae s et e st te e se et enete s ese st esesse e anemsenseseetensans 6
1.1 Problematika tUberKUIOZY.............uviimimieriieiiie e e e e 6
1.1.1 SEBSNY StaVv, VYSKYE VO SVELE......coiiiiieiii e e e e e eeeeeas 6
1.1.2 Situacia €eske] rePUBIKE. .............cccvevieeeeeeeeemeeee e 7
1.1.3 Tuberkuldza a reZiStENCIA. .......cccueeeieie e 8
1.2 TUDEIKUIOZA. .......eieiiiiee ettt e sa e nee e e 9
O R - 1 (o To [T =2 PP PPPPPRRR 9
B2 B I - To | [0 1] 1] VPP 10
G T o (=11 o (ol - TSP PPTTPTRPPRRR 10
IO - - USSR 11
1.3 MYKODAKLEIOZY.......ccc e ee e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e ee e e e e e e e e e e e e s 12
1.4 ANtEUDEIKUIOIKA. .....coieii et ee e e e e e 13
1.4.1 Antituberkulotik& prvej lINIE.........ccceeeeee i 14
1.4.2 Dalie antitUDErKUIOTKA. .............c.eoeeveceeemeeeeeeeeee et eeeeee ettt eeeeeeenenee, 18
1.4.3 NOVE IAtKY VO VYVOJi..ccicuervreeeee e eeeeaeeeeeitie e e e e s staaee e e e et senenaneeeeesnnrnneeas 19
P =T = (o1 = U T ST 25
b T Y/ - V4 1 o PSR RUPUPPPR 25
2.2 Priprava acylnalogenidoV...............mmmmmeeeeeieiee e ieieee et rre e e e e e e e e s snne e baeaeeeeees 25
2.3 Priprava amidov karboxylove] KySeliNy...ccccu.vveeecciiiiiiieiie e e 26
3. EXPErMENTAINACAS . ......cci i ettt e e e e e et e e e s e e e rnneeaaa 28
3.1 Pristroje a ChemMIKANIE.............oo e e e e e 28
3.2 Schémy prevadzanyCh raKCil........... e eeeeeeeiiinririiriirieereereeeeeeeeeesesrieereeeeeeeeees 29
3.2.1 Schéma pripravy chloridu kyseliny 5-metymin-2-karboxylove,j....................... 29
3.2.2 Schéma pripravy anilidov 5-metylpyrazin-2bkexylovej kyseliny...................... 29
R I o 1S (0] o)V 011 o1 -\ Y2 PPRPRR 30
3.3.1 VYChOAZIa [AtKA.........cci ittt e 30
3.3.2 Priprava chloridu 5-metylpyrazin-2-karboxgpkyseliny...........ccooceeveiiiiiiennenn. 30
3.3.3 Priprava anilidov kyseliny 5-metylpyrazimk@boxylove] .........cccccvvvviveveenneenennn. 30
3.4 Pripravené anilidy kyseliny 5-metylpyrazin-@dioxylovej, ich
1Y TS 1 T 1= SRS 31
3.4.1 (4-hydroxyfenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karlgtovej kyseliny..........cccccvvvveee... 31
3.4.2 (3-hydroxyfenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karlgtovej kyseliny..............cccvee... 32
3.4.3 (3-metylfenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karbooygj kyseliny ...........ccccccevvnnne.n. 33
3.4.4 (3-metoxyfenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karbmgej kyseliny......................... 34
3.4.5 (3-nitrofenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karboaygj kyseliny.................cccvveeen. 35
3.4.6 (2-kyano-4-nitrofenyl)amid 5-metylpyrazirk@rboxylovej kyseliny............... 36
4. BiolOGICKE NOUNOIENIE. .......cci ittt comr e e e e et tee e s et e e e e e et e e e e e semmee e e s e ette e e e e e s ennareaeaens 37
4.1 AntituberkulotiCKA @KLiVIta. ... .....oeii e e e 37
A AN 411101, 0] (o = W= 1 1Y L = VP 38
4.3 HerbicidNa aKtiVIta.........cooieiii ettt e e 40
T B 1S (UL - TSP PPUTT 41
L =T PR SUTRPRRR 47



Derivaty 5-metylpyrazin-2-karboxylovej kyseliny agotencialne ligiva

Zoznam pouzitych skratiek

AIDS - Acquired Immune Deficiency Syndrome

AT — antituberkulotika

ATP — adenozintrifosfat

CYP450 — cytochrom P450

DMSO - dimetylsulfoxid

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DOTS - Directly Observed Treatment, Short Course
DU — dychacie Ustrojenstvo

FaF UK — Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovej
HIV - human immunodeficiency virus

IC — infratervené Ziarenie

INH — izoniazid

IR — infrared radiation

MDR-TB — Multi-Drug Resistant Tuberculosis

MIC — minimalna inhibin& koncentracia

MT - M. tuberculosis

NMR — nuklearna magnetické rezonancia

PAS - kyselingp-aminosalicylova

PCR — polymerase chain reaction

POA — pyrazinkarboxylova kyselina

PZA — pyrazinamid

R; — retertny faktor

RNA - ribonukleova kyselina

S| - index selektivity

T; — teplota topenia

TAACF - Tuberculosis Antimicrobial Acquisition ar@@oordinating Facility
TBC — tuberkul6za

TLC - thin layer chromatography

UZIS CR — Ustav zdravotnickych informaci a statistikiR
WHO - World Health Organization

XDR-TB — Extensive-Drug Resistant Tuberculosis
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Abstrakt

Nazov rigoroznej prace:

Derivaty 5-metylpyrazin-2-karboxylovej kyseliny akopotencialne ligiva

Uvod rigordznej prace pojednava o tuberkuléze avjejkyte vo svete, problematike
rezistencie, patogenéze, diagnostike, predchadeketbe TBC, pouzivanych i vyvijanych
liecivach. VdalSich kapitolach sU popisané spbsoby pripravy @miklarboxylovej
kyseliny, schémy prevadzanych reakcii a t'Sewipravenych anilidov, ktoré boli
charakterizované teplotou topenia, elementarnolyzma, IC, 'H a'*C NMR spektrami.
U nasyntetizovanych latok bola metédamin vitro skimana antituberkulotickd,
antifungalna a herbicidna aktivita. Taktiez u nhabli stanovené hodnoty lipofility lo§
alog K. Bol zhodnoteny wah medzi biologickou aktivitou, chemickou Struktiro

a lipofilitou pripravenych latok

Abstract

Title of rigorous thesis:

Derivates of 5-methylpyrazine-2-carboxylic acid apotential drugs

Introduction of rigorous thesis is about tubercidp#s occurence in the world, drug
resistence, pathogenesis, diagnosis, preventiontraatiment, about used and developed
drugs. Further, | describe methods of carboxylid eamides preparation, schemes of
reactions and six prepared anilides. These areactamized by melting temperature,
elemental analysis, IRH and**C NMR spectroscopy. Synthetized compounds weredest
in vitro for antituberculotic, antifungal and herbicidatiaity. Also values of lipophilicity
log P and logK were gained. Relationship between biological a&gtichemical structure

and lipophilicity of prepared substances was evatiia
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Ciel’ rigordznej prace

Tato rigor6zna praca nadvazuje na moju diplomovéacyprz roku 2009 Na Katedre
farmaceutickej chémie a kontroly dig prebieha dlhodoby vyskum v oblasti pripravy nolvy
derivatov pyrazinu s potencidlnym antimykobaktesél, antifungalnym a herbicidnym
acinkom. Moja praca prispela k rozSireniu spektranarrenych latok.

Cielom rigoréznej prace je pripravi na jadre substituované derivaty pyrazinu
s predpokladanou biologickou aktivitou.

Rigordzna praca zéima tieto ulohy:

1. vypracovd reSerS pojednavajucu o tuberkuléze, jej vyskyte swete, terapii,
pouzivanych a potencialnych antituberkulotikach
v chemickej literature zistimetddy pripravy amidov pyrazinkarboxylovej kysglin
pripravit’ substituované amidy pyrazinkarboxylovej kyseliny

vypocitat hodnoty logP pripravenych latok

a ~ wn

zhodnot’ vztah medzi Struktdrou, biologickym ¢imkom a lipofilitou v subore

pripravenych latok

VSeobecny vzorec pripravenych latok:

N, CON
-
H,C M
R = 4-OH, 3-OH, 3-CHl

3-OCH, 3-NG, 2-CN-4-NG,
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1. Uvodnadéas’

1.1 Problematika tuberkulozy

1.1.1 Sdasny stav, vyskyt vo svete

TBC je nakazlivé ochorenie, ktoré sprevadimareka odnepamétiPod’a odhadov WHO
je tuberkuldzou infikovana tretina populacie &me vo svete pribada 9 milibnov novych
pripadov a 2 miliony amrti. Len v Europskom regidde priblizne o 49 novych pripadov
a 7 umrti kazda hodirffuCelkova incidencia TBC vo svete stlipa asi o 0,2a%oK.

Z udajov WHO vyplyva, Ze nekiena osoba s aktivhou formou TBC nakazi kazdy rok
v priemere desaaz patnasTudi. U jedného z desiatich infikovanych prepuknéivala
forma TBC a kazdy rok pribudne vo svete 490 00pgutov MDR-TB a 40 000 pripadov
XDR-TB?.

Oblasti s najvysSim vyskytom TBC suU: Indonézia, &jlah, Laos, Kambodza, Thajsko,
Cina, Bangladé$, India, Pakistan, Afganistan, I@ksko, Ukrajina, Rumunsko, Staty
Afriky ako Nigéria, Sudan,Cad, Etiopia, K&a, Kongo, Mali, Zambia, Juhoafricka
republika, ¢i Staty Ameriky — Brazilia, Bolivia, Ekvador, Pertionduras, Guatemala

a Dominikanska republika’.

Pod’a kaZzdoroéného hlasenia WHO, zverejneného vo Svetovyh daberkulozy
24.3.2009, je odhadovany vyskyt novych pripadov TBCsvete za rok 2007 na 9,27
miliébna, ¢o je napriklad v porovnani s rokom 2004 zniZeniel4@ na 139 pripadov na
100 000rud?.

V Eurépe bolo vroku 2007 registrovanych 477 327pagaov TBC (54 na 100 000
obyvatéov), ¢o je 5 % vSetkych TBC ochoreni nahlasenych WHOVvida] 77 % hlaseni,
ich bolo v krajinach Vychodu (patria sem napr. Ansié, Azerbajdzan, Bielorusko,
Gruzinsko, Kazachstan, Ruska federéacia, Ukrajinaldb/sko), kde Zije 22 % populacie
Eurépskeho regionu WHO
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1.1.2 Situacia WCeskej republike

Ceska republika, Slovensko a Slovinsko patria mejiiné krajiny z byvalého
vychodného bloku s nizkym vyskytom TBC. Radia s& tmedzi Standardné
zapadoeurdpske krajiny s incidenciou TBC pod 2pautdv na 100 000 obyvéite/.

V CR je v poslednych dvoch rokoch miera nahlasenydpadov na urovni 8,4 na
100 000 obyvati®v. V roku 2007 bolo nahlasenych 871 pripadov TBBC sacastejSie
vyskytovala u muzov ako u Zien (v pomere 598 ku pripadom). 153 pripadov bolo
zistenych u cudzincov. Umrti na TBC bold®56

V roku 2008 bolo objavenych 879 pripadov TBC, 567urov, 312 u Zien. U cudzincov
(prevazne z Mongolska, Ukrajiny, Viethamu a Sloka)go bolo 186 najdenych ochoreni.
Medzi nakazenymi boli aj 38 bezdomovci. Umrti ndotichorobu bolo 57. Krajmi
s najvyssim p&tom hlaseni boli Pardubicky kraj, potom Usteckylarl Praha.

V oboch rokoch sa zhdiska veku TBC vyskytla viac u starSithdi, nagastejSou
formou bola TBC puc®.

Do eurépskej databazy WHO dodava dataCesku republiku UZISCR v spolupréci
s Narodnou jednotkou déédu nad TB&

120

1 TBC DU - novo zistend
D AN it
2 TBC DU - recidivy
\ 2 Inda TBC - novo ziztena
A \ -------------------------------------------- B Ina TBC - recidivy =

Graf¢. 1: Vyvoj paitu hlasenych ochoreni TBC na 100 000 obykiate
(zdroj — UZIS, Aktualni informacé. 31/09)
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1.1.3 Tuberkuldza a rezistencia

Rezistenciu mézeme rozdehaprimarnu aziskanu (sekundarnu primarnejsa vravi,
ak sa vyskytne u pacienta nikdy neééaého AT, ktory bol infikovany uz rezistentnym
kmeiom baktérii. Jej vyskyt je zriedkavy. O pripaitkanejrezistencie ide vtedy, ak sa
objavi najmenej po jednom mesiacihg AT®.

Dalej rozozndvame monorezistenciu (rezistenciu makthii na jedno AT),
polyrezistenciu (na dve aviac AT okrem izoniaziduifampicinu) a multirezistenciu
(MDR-TB - miniméalne na izoniazid a rifampicin, XDRB - na izoniazid, rifampicin
a aspé tri dalsie AT 2. linie}°.

Rezistencia mykobaktérii na AT ma negativny vplya pacienta, jeho okolie a je
financne naréna. So zvysujucim sa pmm AT, na ktoré je baktéria rezistentnd, sa zeizuj
Sanca na prezitie pacienta, pri rezistencii na s¥pd& AT je iba polovéna. NagastejSie
priciny vzniku rezistencie su ako na strane lekara spréana davka, druh fwa
a kontrola terapie, tak na strane pacienta — nanigviiekov potla predpisanej schémy,
nedodrzanie idky uZivanid Jej vznik podporuji ajfalSie okolnosti, napriklad vyskyt
HIV!, zla socidlna situacia, nedostatd kontrola ligebnych reZimov, cestovanie
a migrécialudf’. Najastejsim dévodom zlyhania diey je neddsledndsv uZivani liekov
na strane pacienta. Preto vytvorila WHO program BdDirectly Observed Treatment,
Short Course), ktory zaéha priamo kontrolované neprerusované podavanie AT
v kombinaciach, ktoré potom mb6zu tbypodavané v kratkodobych $eses&nych
liecebnych rezimoch™, mikroskopické vySetrenie splta, dostuphidekov i zapojenie sa
vlad krajin do tohto prograrmu

Zavaznym problémom je Sirenie rezistentnych foriB€ predovSetkym v rozvojovych
krajinach, kde nedostatok financii neunofe spint’ program DOTS (ten sa upiafe len
asi u2 % zo vietkych TBC pacientavNasledkom toho bude kmi pravdepodobne
nesplnenie cikka WHO - globalne obmedzivyskyt TBC do roku 2015. Svetova
zdravotnicka organizacia a Medzinarodna Unia prdierkul6ze aficnym ochoreniam
vydali v roku 2008 dokumenty zaoberajuce sa glopalvyskytom a ligbou MDR-TB
a XDR-TB. Ide o0 4. spravu o vysledkoch globalnemojgktu rezistencie baktérii na AT
a o Sprievodcu cielenej liby rezistentnej formy TBC. Na vypracovanie 4. sgraesluzili

vysledky testov citlivosti mykobaktérii zo 114 krajRezistencia sa vyskytla vo viac ako
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35 % vSetkych novo hlasenych mikroskopicky poziom pripadov TBC na svete.
V dokumente o lighe rezistentnej formy TBC sa kladie déraz na preséw testov
citlivosti baktérii, na diagnostiku HIV u TBC pantev, ochranné opatrenia v podobe
izolacie infeknych osob'. Liecba rezistentnych foriem TBC mé prebiétm podavania
kombinacie aspo Styroch AT, na ktoré su baktérie citlivé po dob8 thesiacov po

dosiahnuti kultivanej negativity™.
1.2 Tuberkuldza

1.2.1 Patogenéza

Tuberkul6zu spdsobuju acidorezistentnécirtovité baktérie — Mycobacterium
tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. mictokitoré sa po ofarbeni ani pésobenim
kyselin neodfarbfa Postihuje plca (80-90 % pripadov)®, ale aj iné mimofuicne
Struktdry. Potla toho rozoznavame'ficnu a mimopticnu TBC.

Zdrojom nakazy je zvuia clovek s touto chorobou, men&gasto zvierata a kadavéry
Preto je délezité odstréhiaj TBC infikované vbne Zijice zvieratd a dobytok @R
vykonané v roku 1968). K prenosu dochadza predky8etnhalaciou kvapék vzduSnou
cestou, vzacne kontaktom, digestivnou a hematogécestot.

Po vdychnuti baktérii tieto v organizme dbuhynud, alebo nehynd a spésobuju
mikropneumoniu. Organizmus si s infekciou pora@iiminuje ju, alebo sa baktérie Siria
krvnou ¢i lymfatickou cestou po tele. Jedinec, u ktoréhmpldd samovtnej Uzdrave, nema
prejavy ochorenia a nie je inféky, ale perzistory v jeho tele m6zu spbésobpatovné
prepuknutie choroby pri zhor$eni Zivotnych podmietigeho zdravotného stafu

U osbb, netkovanych proti TBC a ktoré neboli touto chorobowkamené v minulosti,
vznika pri infikacii MT primarna TBC NagastejSie sa vyskytuje u deti, ma latentny
priebeh, v 90 % dochadza k spontannemu vyhojeniasdb uz infikovanych v minulosti
vznikd (napriklad v zlych socidlnych podmienkachi slabeni organizmu inym
ochorenim ¢i liekmi) postprimarna TBC exogénnou infikaciou alebo endogénnou
reaktivaciou TBC lozisk
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1.2.2 Diagnostika

Je zaloZena na anamnézeds potenie, kafe hemoptyza, chudnutie, dusripsolesti
na hrudi, pobyt v cudzine, kontakt s TBC nakazenyrsdbami), klinickom vySetreni,
zobrazovacich metédach (CT vySetrenie, RTG hrudntkderkulinovej skaske (pouziva
sa cisteny tuberkuloprotein v mnozstve 0,1 ml podkoZde predlaktia), vySetreni
biologického materialu (mikroskopicky — potrebnédtgmnos dostaténého mnozZstva
baktérii; kultiv&ne — po 3, 6, 9 tyZmbch; genetickymi metédami — PCR metdda detekujica
pritomnos nukleovych kyselin mykobaktérii; histologicky; skgicky — quantiferonovy

test zaloZeny na detekcii interferénu gama prodakého T-lymfocytmd).

1.2.3 Prevencia

Jednou z moznosti predchadzania TBC je vakcin&tiaatkovanie sa pouziva BCG
(Bacille Calmette-Guérin) vakcina, jedna z najstér®& najastejSie podavanych vakcin na
sveté?,

Nebrani vzniku TBC, ale zniZzuje mozmoszniku zavaznych foriem tohto ochorenia.
Podavané su zivé oslabené bovinné mykobaktérieoymst trinds rokov na glycerin-
zemiakovej pode, ktoré st prdoveka nepatogénfe V sttasnosti sa na s@ovanie
pouZivaju rézne podkmene baktérii (Pasteur-1173 Rikyo-172, Copenhagen-1331,
Glaxo-1077, ¢o je vysledkom genetickych zmien, ktoré sa objapias opakovanych
kultivacii v réznych krajindch pred zavedenim Hiaficie na uchovavanie bakterialnych
kultar pred rokom 1968.

K podaniu vakciny dochadza intradermélne do hatasii'avej ruky od Stvrtéhorh do
konca Siesteho tyhd po narodeni, s prékovanim v pripade tuberkulin negativneho
vysledku v 11-tich rokoch. Tuberkulinova skuSkaZsl krajindch s nizkym vyskytom

TBC, kde sa &ovanie neprevadza, na objavenie TBC nakazenydhdged.
Druhou moZno%u je preventivne podavanie izoniazidu, ato jemlimczdravym,

vystavenym nékaze, ktorych chceme chiamred vznikom ochorenia, alebo uz

infikovanym s ciom zabrani prejavom infekcié

10
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1.2.4 Ligba

Terapia tohto ochorenia preSla vyvojom od podavar@&innych latok, kurioznych
opatreni ako napriklad Kidvsky dotyk, ktory mal pacienta vydig', pobytu v sanatériach,
az po ligbu v s&asnosti pouzivanymi lé&vami. Liecba mé pacienta vy, aby nedoslo
k recidivam a $ireniu infekcie na ostatnti popufaciu

Liecba TBC je kombinovana, aby sa zabranilo vznikustericie na AT a zaroiendzu
byt podavané nizSie davky jednotlivychdie, co ma za nasledok nizsi vyskyt neziaducich
Geinkovt 13

V liecbe rozoznavame dve fazy inicialnu, poias ktorej je pacient hospitalizovany
a podavaju sa mu kombinécie ¢ike - izoniazid, rifampicin, pyrazinamid a etambutol
pripadne streptomycin, trva priblizne dva mesiaagokracovaciy v ktorej je uz
neinfelkny pacient liéeny ambulantne za podavania izoniazidu a rifampjcpripadne
etambutolugo trva asi Styri mesiate

DalSou alternativou je chirurgicka dtea, ktora sa R vyuZiva ojedinele. Uplatnenie
nachadza u niektorych pacientov s TBC nereagujuwlAT, s rezistentnymi formami

TBC, s posttuberkuléznymi’icnymi zmenamiii s mykobakteriézami
V receptochludovej mediciny sa mbéZzeme stratndj scajovou zmesou na podporu

lie¢by tohto ochorenia — obsahuje skorocel, stavikfacpik, praskku a slezCaj sa pije
dvakréat aZ trikrat denfié

11
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1.3 Mykobakteriozy

Existuje najmenej 95 r6znych mykobaktérii, ktoréZzende rozdefi na dve skupiny. Do
prvej patria tie, ktoré spdsobuju vznik prenosnébborenia (TBC), do druhej tie, ktoré su
schopné vyvoléneprenosné ochorenie (mykobakteriézu)

Mykobakteriézy su vyvolané atypickymi mykobaktériaktoré maju odliSné laboratorne
charakteristiky ako MT, vyskytuju sa v prostredip@de, vode, vzduchu), ale nespdsobuju
vznik infekcie prenosnej z osoby na osbbu

Je to ochorenie podobné TBC, ktorého pdvodcamiagi. M. kansasii, M. xenopi, M.
avium-intracellulare Postihuje hlavne pacientov s AIDS, u ktorych méyeolat’ vazne
diseminované ochorenie. Inak postihnutie osobykavianej tymito mikroorganizmami
nebyva az tak zavazneé ako v pripade tuberkulozgatEnej MT. Ide o kozné granulomy a
vredy, asymptomatické infekcielqrne ochorenfa®.

Diagnostika je zaloZzena na zobrazovacich vySethnigoritomnosti problémov
u pacienta ana opakovanom dokaze vyskytu patogéméologickom materiafi
U atypickych mykobaktérii sa vyskytuje rezistenea@i mnohym AT. Vdba liekov pri
tychto infekciach musi hyzaloZzena na zéaklade vysledkov testov citlivdsfPodavaju sa

kombinAcie liekov po dobu najmenej dvoch rokov
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1.4 Antituberkulotika

Ako som uZ spominala, liba TBC musi by kombinovan®’. Podavaju sa ligva prvej
a druhej 1inié®. Do prvej patria latky podavané prednostne (nigkeznaované aj ako
zakladné, esenciadlne AT) do druhej tie, ktoré sa podavaju v pripade reaise
mykobaktérii na latky prvej linté

Medzi baktericidne AT prvej linie patria izoniazidrifampicin, pyrazinamid
a streptomycin, etambutol pdsobi bakteriostatitkizoniazid je dinny na metabolicky
aktivne mykobaktérie, ma schopriash v 90 % zniit' patas siedmich dni. Rifampicin je
schopny niit' rychlo sa mnoZiace baktérie i perzistory. Pyraxzidapdsobi v kyslom
prostredi na MT v makrofagoch. Etambutol a strepttim sa radia do kombinacie s nimi
ako podporné Iatky.

Do druhej linie patria latky, u ktorych je menejhoginy pomer prospech/riziko Patria
sem: fluorochinolony ofloxacin a ciprofloxacin, awoglykozidy kanamycin a amikacin,
makrolidy klaritromycin a azitromycin, tetracyklingloxycyklin a minocyklin, d’alej
cykloserin, terizidon, viomycin, kapreomycin, PA&iponamid, protionamid, tioacetazon,
klofazimin, rifabutin. PodrobnejSie su tieto AT cdierizované v mojej diplomovej praci

Najprv je dolezité zistio aky pripad TBC ide a pta toho zvolf lie¢ebny rezim. WHO
rozoznava 4 druhy liebnych rezimov, p¢bm je dolezité¢i ide o novozisteny pripad,
recidivu, zlyhanie ligby, alebo o naslednu tibu po preruSeni lioy, d’alej ¢i su
v biologickom materiali pritomné baktérie, aky [ ® nélez a klinicky stav pacienta.
U TBC serdznych blan, mozgovomieSnych blan a TBGobiiiek sa podavaju aj
glukokortikoidy, ato prednizon, hydrokortizérti metylprednizolén. Pri  zisteni
imunodeficiencie sa mdZu poddvienunomodulanci&.

V oblasti vyvoja novych ligv je problémom finatna narénogs’ spojena s ich vyvojom
a nasledna navratnbsnvesticii, ¢alej samotné najdenie latky s aktivitoucvdT a

dihotrvajice klinické hodnoteriia
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1.4.1 Antituberkulotik& prvej linie

lzoniazid

N
=

N

CONHNH,

- na deliace sa MT p6sobi baktericithh®ouziva sa v lide i prevencii TB& ™2

- latka prvej linie, podlieha v MT aktivacii KatGataldzou, a takto aktivovana molekula
inhibuje syntézu kyseliny mykolovej prostrednictvemzymu InhA, podigajuceho sa na
syntéze mastnych kyselin. Hlavnousmou rezistencie na INH je mutécia KatG kataldzy

- biotransformuje sa acetylaciSu ?° dizka biologického pebsu zavisi od typu
acetylatora, u pomalého predstavuije asi 3 hodimychleho asi 1 hodirtfi

- medzi hlavné neziaducecioky patria alergické reakcie, haika, hepatotoxicita

18 Pritomnog

a neurotoxicita, ktorej moZno zabrénipodavanim pyridoxind
hydrazidove] skupiny ma za nasledok vznik liekovydhterakcii s inhibitormi
monoaminooxidazy, pretoZe sama tento enzym ovipige’.

- Ziadna z modifikacii hydrazidu izonikotinove] lgigly ju svojimi viastnogami
neprekonala. Wity vyznam mali len substiticie hydrazidového zuygkorba prekurzoru
liegiva), napr.N-izopropylovy derivat iproniazfd.

- v poslednych rokoch je skumany prinos izoniazidchemoprofylaxii u pacientov
s transplantovanou obkou. Stldia zverejnena v roku 2005 priniesla vysjed nizsej
incidencii TBC v skupine pacientov dostavajuciclonimzid v porovnani s kontrolnou
skupinou bez podavania tejto latky Vysledky inej, zatih najv&Sej randomizovanej
prospektivnej Studie o podavani INH transplantowarpacientom, poukazuju na vyznam
latky v tejto indikéacii. Priblizne polovici zo Stych stoviek pacientov bol rok po
transplantacii podavany INH, gdm len u jedného z nich sa rozvinula TBC (v poraina
so 16 pacientmi z kontrolnej skupiny). Autori tak yzdvihli prinos INH

u imunosuprimovanych jedincov v oblastiach s vysokg/skytom TBG2
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Rifampicin

- tento makrocyklicky laktam patri medzi ansamye#oantibiotika, odvodené od
rifamicinu B izolovaného Kocardia mediterané?

- baktericidna latka v pésobeni na deliace i pergise baktéri&. Ma Siroké spektrum
acinku, ktoré zafma grampozitivne a gramnegativne baktérie, niektaré@eroby,
chlamydie, ricketsf@.

- vézbou na DNA-dependentnii RNA polymerézu inhitayjetézu RNA v baktériaéh
Na RNA polymeraze inhibuje j¢j-podjednotku, rezistencia fige zapréinend mutaciou
rpoB génu, ktory ju kodujé.

- medzi neziaducecdinky patria napr. alergické reakcie a poskodenigepe. Ma, pot,
sliny, slzy sfarbuje deervend’.

- pri podavani m6ze dochadzk interakciam s inymi li@vami v désledku enzymovej
indukcie spdsobenej podavanim rifampicfhu

- je sBag’ou liecebného rezimu g@s inicialnej a vé&inou i pokréovacej fazy li€by
TBC. Podava sa v davke 10 mg/kg denne alebo v kmyndavke intermitentne trikrat
tyzdenné®.

- v nedavnych Stadiach bolo skimané aj podavaiwelkd vySSich¢o malo za nasledok
zvySenie plazmatickej koncentracie rifampicinu. oT&ysSia davka rifampicinu nemala
silnejSi neziaduci vplyv na farmakokinetiku ¢ca8ne podavanych tir ako davka
Standardna, k&e jeho indukny efekt na cytochrom P450 je najvyssi pri denidejke 300
mg. Dostupné informécie nazhgl, Ze vysSie denné davky by mohli skidtvanie TBC

liecby. Na overenie tohtocinku je ale potrebné uskutait’ klinické hodnoteni®.
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oy

- pyrazinamid je vyznamna latka so steritimam (inkom, ktord umoguje skrat dizku

Pyrazinamid

CONH,,

liecebnych reZimov tuberkul6zy 2*

- mechanizmus dinku pyrazinamidu je nejasny¢ianou formou je pyrazinkarboxylova
kyselind*., Ma vysokain vivo, nizku in vitro aktivitu®. Vysledky poslednych $tadii
ukazuja, ze PZA vstupuje do MT pasivnou difuzioverpi@ia sa na POA pdsobenim
nikotinamidazy/pyrazinamidazy (PZAasafa&’ je vyli¢ena z bunky slabou effluxnou
pumpou. Protdnovana POA v kyslom prostredi opatosstapuje do baktérie a kumuluje
sa, pretoze effluxna pumpa je nevykonna, a spésobujzenie intracelularneho pH a
poskodenie bunky. Inhibuje transportné membréanové funkcie a rozarasembranovy
potenciat*, inaktivuje syntdzu mastnych kyséfin

- Winnog’ PZA in vitro zvySuju niektoré slabé kyseliny — kyselina benZy@orbova,
ale kyseliny salicylov&i mliecna takéto tinky nemaju. Jeho efekt zvySuje UV Ziarenie,
ktoré pravdepodobne poskodzuje membranu, a inmbidémergetického metabolizmu —
dinitrofenol, valinomycin a KCN. Aktivita je vyraejsia v@i perzistujacim formam, slaba
vogi rastlicim baktérian.

- rezistencia MT v& PZA je spdsobena mutaciou génu kodujuceho tvdrddasy,
pretoze nedochadza ku kumulacii POA v bdfikeZA nepdsobi n#l. bovisaM. leprae.
M. smegmatige odolna daka efektivnemu effluxnému systému, ktory branintadeniu
POA v bunké®.

- neZziaduce &inky: dna, gastrointestinalne problémy, poskodeeiene®, eryténi
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Etambutol

OH
H{}/j’“ ey

- bakteriostaticka latka, derivat etyléndianfthu

- zasahuje do syntézy lipoarabinomannanu, ktoryojezZitou zloZkou mykobakterialnej
bunkovej sten3/

- pri podavani etambutolu sa mbzu vyskytngoruchy videnia — videni€ervenej
a zelenej farb’f, poskodenie &ého nervu,dalej nevdnog’, zvracanie, bolesti hlavy,
dezorientovanas alergické kozné reakcie, hepatotoxitita

- nesmie sa podavazendm v obdobi gravidity a laktacie, tde, u pacientov
s poskodenimimého nervu a pri precitlivenosti na etambtftol

- vhodny k li¢gbe TBC predovSetkym v pripadoch,dkg@ocas terapie tohto ochorenia
kombinéciou izoniazid, rifampicin a pyrazinamid ita na jednu z latok rezistenéia

- mdZe by stag’ou liesebného reZimu gas inicialnej i pokréovacej fazy lieby TBC

Streptomycin

- baktericidna 1atkd ?° patri medzi aminoglykozidové antibiotikd, prodjeuho
Streptomyces grisetfs

- ma polarnu béazickd molekulu, pouZiva sa vo fouoerode dobre rozpustného siranu.
Po peroralnom podani sa nevstrebava, podava $eriefé

- mechanizmusdinku je zaloZeny na inhibicii proteosyntézy balébrej bunky®
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- v priebehu lieby sa m6zu prejavijeho neurotoxické dinky na vestibularny aparat
asluchovy nerv, poskodenie sluchu aZ jeho stram@frotoxicita a porucha
nervosvalového preno&u

- pod’a niektorych zdrojov je radeny do prifejpod’a inych zase do druhej linie AT?°

1.4.2 Dalsie antituberkulotika

Rifapentin

- mechanizmusdinku je rovnaky ako u rifampicirti

- mbzZe by podavany intermitentne, avSak jeho podavanie rgazadom jedenkréat
tyzdenne v pokrgovacej faze je menejcinné ako podavanie kombinacie rifampicin
aizoniazid dvakrat tyzdenne, ato predovSetkym acigntov s kavitarnou TBC.
U pacientov s HIV sa hiatasto vyskytuje rezistencia. Preto sa nepodava mpacies HIV
a TBC kavitamf®.

- je induktorom enzymu P450, v porovnani s rifarfimen ho ovplyviuje v mensej
miere, a taktieZ urydinje svoj vlastny metabolizmtis

- pri podavani mySiam v poktavacej faze vykazovala kombinécia s moxifloxacinom
sterilizanu aktivitu. Ukazuje sa ako mozny kandidat nabielatentnej TBC, trojmegae
podavanie kombinacie s izoniazidom alebo moxiflomam mySiam s touto formou TBC
malo rovnaky vysledok ak &mes&na monoterapia izoniaziddm

- v roku 1998 bol v USA schvaleny nadiei pulmonarnej TBE
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Rifabutin

- pouzitie nachadza v oblasti prevencie &die diseminovanej formy ochorenia, ktoru

sposobujévlycobacterium aviurkomplex, u pacientov infikovanych HI¥/

1.4.3 Nové latky vo vyvoji

TB Alliance predstavuje neziskové partnerstvo sktbje urycHujice objavovanie
a rozvoj novych potencialnych AT, do ktorych saadd nadej, Ze budl schopné sKrati
dobu ligby, budud dinné ako vei senzitivnym tak irezistentnym kiem baktérii,

kompatibilné s antiretrovirusovymi tivami a zlepsia ligbu latentnych foriem TBE' *°

Chinolony
R O O
J | OH
R N
R R

- skupina tychto chemoterapeutik je aktivnaiWT a ma potencial skréatidizku liecby
TBC"

- dobre prenikajd do buniek¢o vysvefuje ich efektivitu v@i intracelularnym
mykobaktérian?

- mechanizmus dinku sp@iva v inhibicii pre baktériu esencialneho enzymu ADN
gyrdzago ma za nasledok zf@nie bunky MT°

- trieda chinolénov nebola optimalizovana na vyiezit tak Specifickej indikacii ako je
TBC. Preto vroku 2003 TB Alliance iniciovala tvaorlprojektu s cibom identifikova’
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novu generaciu zlienin s lepSou efektivitou ¥nTBC, n§js’ také inhibitory DNA gyrazy,
ktoré budu pri zachovani bezpesti a tolerovatosti schopné skrdtiterapiu TBC,
pripadne budl pouZiteé v liggbe rezistentnych foriem a u pacientov ¢dirych
antiretrovirusovymi ligivami. Bolo pripravenych viac ako 600 latok, z Ktcin dve
postupili do preklinickej fazy — TBK-613 a TBK-54#4lozna latkay.
- horacimi kandidatmi na skratenie debného reZzimu su moxifloxacin a gatifloxacin,

maju vysoku baktericidnu aktivitu. Zaffigo sa v klinickych hodnoteniach #ige potencial
tychto latok skrati dizku terapie, nova generéacia chinolénov, vratarkyaBK-613, je

skimana v preklinickej faz&

Moxifloxacin

- latka tretej generacie chinolonov, s preukazasterilizatnou aktivitou v@i MT,
s potencidlom skrétipotrebni t#ku terapie TBC, derivat 8-metoxyfluorochinoléne J
acinny v liecbe niektorych respitamych a koznych infekcii. Pozitivom je minimélny ypl
na cytochrém P458

- vysledky niektorych Stadii na zvieratach ukazaddivitu tejto latky véi MT a naznaili,
Ze nahrada niektorého z pouzivanycltilieza moxifloxacin by mohla viésk skrateniu
dizky liecby TBC'. Konkrétne vo vysledkoch $tudie zverejnenej v r@a04 bola pri
podavani mySiam zistena rychlejSia konverzia sputg skupiny, u ktorej bol izoniazid v
Standardnom Sémes&nom reZime nahradeny moxifloxacin®n

- v druhej faze klinického hodnotenia bola poroward Uspesndésivodnej ligby TBC
v dvojito zaslepenej randomizovanej $tétliV nemocnici v Rio de Janeiro bol dospelym
pacientom, u ktorych bola preukdzana pritondin®4T v splate, podavany izoniazid,
rifampicin, pyrazinamid v $tandardnych davKach nim dostavala polovica pacientov
pocas piatich dni v tyZdni po dobu ésmich tyad moxifloxacin a druhd etambutol. Po

skateni tejto doby bolo hodnotené sputum — u 80 % p&mies moxifloxacinom bolo

20



Derivaty 5-metylpyrazin-2-karboxylovej kyseliny agotencialne ligiva

negativne, v porovnani so 63 % pacientov s etantiwjim rezimom. Tak autori poukézali
na to, e moxifloxacin zlepsil konverziu spita icifinej faze ligby TBC?,

- vinej, podobne koncipovanej Stadii, kde dospeltienti dostavali AT trikrat alebo
pa&’krat tyZzdenne, bolo preukazané, Ze pridanie moxaftinu k spominanej trojkombinacii
lieciv vykazuje sterilizan aktivitu, ale len nepravdepodobne dovoli vyznanskrat?
dizku lietby TBC. Po dvoch mesiacoch podavania spominanyabrk&mbinacii ligiv
doslo v oboch skupinach krovnakému vysledku, &to konverzii sputa u71 %
pacientov’. AvSak po Styroch tyzach lietby doslo ku konverzii spata u 37 % pacientov
lie¢enych moxifloxacinom v porovnani s 26 % pacientbivajicimi etambutdf.

- momentalne sa nachadza v tretej faze klinickéloainotenia. Hodnotia sa dva liekove
rezimy, v oboch pripadoch ide o Stvorkombinaci€ivie z ktorych v jednom nahradza
moxifloxacin etambutol, v druhom izoniazid, a std@geané po dobu Styroch mesiacov.
Vysledky tohto hodnotenia &in, ako Stvormesay rezim obstoji v porovnani so
Standardnym Sémes&nym — do Uvahy sa berie mnoZzstvo relapsov, zlyhartiazpénos’

terapie®.

TBK-613

- syntetickd latka s antimikrobialnyngiakom. Je baktericidneciinna vai replikujacim
i nereplikujucim sa formam MT, m& dobra biologiclldstupnog po perordlnom podani
a schopnasvstlpi’ do makrofagot?.

- m& akoin vitro, tak ajin vivo (i€cinnog’ voci MT, akceptovatEnu toxicitu. In vitro je
TBK-613 Styrikrdt az osemkrat ¢iinnejSia ako moxifloxacin a schopna rychlejSie
eliminova® MT z pldc laboratornej mysi ako porovnéteé davky moxifloxacinu. Togi
latka vstupi do Kklinickej fazy, zéavisi od vysledkoprebiehajuceho preklinického

hodnoteni&’.
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Nitroimidazoly

R o
TE;;L}”\D—

- trieda antibakterialnych latok odvodenych od qaifrého produktu azomycinu.
Struktdrne obmeny viedli k vzniku metronidazold’asich latok prvej generacidalie
vyskumy k objavu latky PA-824. diem TB Alliance je najdenie zé&nin s lepSimi
vlastnogami ako ma PA-824¢ize rozvoj druhej generacie latok s vysSSim potdama

a efektivitou v boji s TBE,

PA-824
F.HKGW

e g
o N o

- nitroimidazolovy derivatin vitro vykazuje aktivitu veéi senzitivnym i rezistentnym
kmeaiom MT. Nepbsobi na CYP450, nie je mutagénny. Poejpfaze klinického
hodnotenia, kde sa latka ukdzala ako dobre toledgweastupila v roku 2007 do druhej fazy,
kde bola latka podana pacientom infikovanym MT. dRojtyZdiovej monoterapii bola
hodnotend jej schopnbgabt’ baktérie v spate. Vysledok bol povzbudzujici, ragapici,
Ze uz nizSie davky, ako sa pbvodne predpokladafunprinies ocakavany vysledok.
Viac ako na rok boli klinické Studie pozastaveradja@ ¢o boli zigované vysledky toxicity
na zvieratachDal3ie klinické Stadie budl zéitet' testovanie latky PA-824 v kombindcii

sdalsimi AT a hodnotenie jej potencialu zleptérapiu TBC®.
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TMC207 (R 207910, Compound J)
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- derivat diarylchinolinu. M& Specificky mechanizn&inku — cid€om pdsobenia je

enzym ATP-syntdza baktérie. Preto gak@va, Ze tato latka by mohlatbgktivna aj voi
rezistentnym MT. Tieto &akavania potvrdilo preklinické hodnotenie, kde $z@aala aj
baktericidna aktivita a sterilizaé vlastnosti TMC207. V prvej faze klinického hotkraa
bola objavena vyznamna a na davke zavisla, alekoresa, baktericidna aktivita v sptite
V druhej faze hodnotenia boli pacienti (47 pacigntoktorych bola novo diagnostikovana
pracna MDR-TB) rozdeleni do dvoch skupin, kde jedmstévala Standardnu deu
obsahujicu AT druhej linie s TMC207, druha s placed. Po 6&smych tyztbch
podavania bolo sputum negativne u 48 % pacientdWG207 v porovnani s9 %
pacientov s placeboth Pridanie TMC207 k Standardnej terapii MDR-TB mata
nasledok skratenie doby potrebnej na konverziuaspat negativne a zaravepobsobilo
narast podielu pacientov u ktorych ktejto prememesic”. Pokrauje hodnotenie
bezpe&nosti a efektivity tejto latky v kombinaciidalSimi AT, kde po Siestich mesiacoch
rezimu, ktory bude obsahataj TMC207, bude nasledovdalSich 6 — 12 mesiacov tiey
bez tejto latky. Pacienti budd sledovani 24 mesigow terapii a monitorovani viadom

k vyskytu relapsov a bezgmosti lissby'®.

InhA inhibitory
- enzym InhA predstavuje diezdsahu skupiny vyvijanych latok, ktoré by v budistn
mohli potencidlne nahraglizoniazid. Nova latka by mala tyodavana peroralne, dobre
tolerovana a mamall schopnaspodnecov& MT ku vzniku rezistencie nau. V Stadiu
identifikacie prebiehal skrining kniZnice nasyretianych zldenin. Prvy vystup priniesol
nieka’ko zl&Cenin, ktoré inhibovali izolovany enzym InhA, alelibamenej efektivne
v zniceni celych buniek MT av lie mysi s TBC.Daldi skrining priniesol latky

s inkom vai celym bunkam MT. Upre@mvanie, uhladzovanie ich analégov pakia
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s dérazom na ich metabolicku stabilitu. \éasnej dobe sa InhA inhibitory nachadzaju vo

faze optimalizacie, ktora ma za Eidepst ich silu vasi MT in vitro i efektivitu in viva',

Riminofenaziny
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- su to latky efektivne v lide mykobateridlnych infekcii ako je lepra. SU ma@mpustné

a mozu spbsobineziaduce kozmetické vEgjSie &inky, kozné diskoloracie. Momentalne
je vyskum zamerany na pripravu novych a efektivaejSzltenin tejto skupiny.
Predpoklada sa, Ze mechanizmus i¢imku sp@iva v inhibicii energetického metabolizmu
baktérii, ktory je potrebny i u pomaly rastlciclerpstujucich MT. Preto by mohli tieto
latky prispi@’ ku skrateniu tkky lietebnych reZzimov. Nevykazuju skrizenu rezistenciu so
Ziadnou skupinou AT, mohli by ldypotencidlne vyuzitné v ligbe rezistentnych foriem
TBC. TaktieZ neinteraguju s cytochromom P4&@e by mohli by podavané pacientom
s TBC i HIV infekciou spolu s antiretrovirusovynditkami. Vyskum sa nachadza v Stadiu
identifikdcie novych latok. Bolo pripravenych viako 230 zldenin, ktoré boli testované
nain vitro aktivitu vaii MT. Niekorko latok ukazalo zlepSené farmakokinetické vladinos
a vyborni efektivitu pri podavani laboratérnym naysi Dalej bude nasledovafaza
optimalizacie veduca k zlepSeniu bespesti, tolerovattnosti ain vitro aktivity voci
MT™.
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2 Teoretickaéast’

2.1 Pyrazin
/N
G
N

1,4-diazin je latka so symetrickou molekulou, jabslu dvojsytnou bazou a ma slaby
aromaticky charaktéf, pritomnog dusikov zniZuje elektrénovd hustotu na uhlikoch.
Poskytuje nukleofilné substitné reakcie do polohy32 Jeho derivaty sa vyskytuju
v prirode - su produktom niektorych plesni, akmihedny a signalne latky sa upiaju
u hmyzu a v rastlinnej riSi. Syntetické latky sau¥ivaju ako ochucovadla a vonné latky
v potravinarstve a v@vkarskom odvetvt.

Niektoré derivaty pyrazinu su toxicke, vznikaju riklad zahrievanim zmesi sacharidov,
aminokyselin a kreatininu. Iné derivaty maju zasazpivé &inky. Pyrazinové zoskupenie
vo svojej molekule obsahuje antituberkulotikum ynamid, antidiabetikum glipizid,
hypnotikum zopiklon, kalium Setriace diuretikum #&md, ¢i d’alSie novo vyvijané latky

s potencialnym uplatnenim ako antineoplastika -apiyrdiazohydroxid, antivirotikd —
T705%.

2.2 Priprava acylhalogenidov

Acylhalogenidy su najreaktivnejSie derivaty karbloxych kyselin. MoZno ich priprat/i
reakciou karboxylovej kyseliny s halogenidmi fosfaa siry - s chloridom fosfotaym,
fosforitym, s chloridom tionylu - PGIPCl, SOCH** 34

E-COOH+PCls — ROCI+POCI; + HCI
NajvyhodnejSie je pouzitie tionylchloridu — vznikajlahko odstranité plynné
ved'ajSie produkty. Chlorid kyseliny tak moZno paugiiamo, bezlalSiehocistenia.
E-COCH + 30Cl; —= ROCl+ 302+ H(CI

Téato reakcia prebieha mechanizmom intramolekulowgjeofilnej substiticie aleboy3

mechanizmort.
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Acylhalodenidy aka svojej reaktivite slizia na pripravu ostatnyderivatov

karboxylovych kyseliff" 3
2.3 Priprava amidov karboxylovej kyseliny

Amidy karboxylovych kyselin su kryStalické latky,am vysoké teploty topenia. Su
polarne, v neutralnom prostredi sa chovaju newramkyslom ako slabé zasady,

v zasaditom ako slabé kyselfy

NajpouzivanejSim spdsobom pripravy amidov karboxydb kyselin je aminolyza. Pri
nej dochadza k reakcii medzi acytgm cinidlom (halogenidom, anhydridom, esterom,

azidom) a amoniakom, primarnym alebo sekundarnyimami-.

O (@)
R—< + NH, —> R &
X NH,
X je halogén (ClI, Br), RCOO, OR 3N
Mechanizmus tejto reakcie je nukleofilna substatrci
5 oF o
= Nty
R*</Fm__-_l:__l_,IHH3 — = R E%JH3 — R<~7NH2 + %Hd —_—
X
X X
O
e R—“—NH2 + XH + NH,
Medzi d’alSie moZznosti pripravy patri:
- tepelny rozklad améniovych soli karboxylovych kys#&|
RCOONH,; 7= RCONH, + H,0

- zohrievanie karboxylovej kyseliny s gmvinou®,

RCOOH 4+ CONH,), — RCONH; + CO; 4 NH
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giastasna hydrolyza alkylkyanidu v kyslom prostredi v migch podmienkach,
—  H,O R——N—H e _
2 -
R—CN — = R —H
TR & X
H H Ol H
reakcia alkylkyanidu s peroxidom vodika v zasadifmostredt®

R— CN %DH- RCONH, + O, + H,0
H

27



Derivaty 5-metylpyrazin-2-karboxylovej kyseliny agotencialne ligiva

3. Experimentalnacast’

3.1 Pristroje a chemikélie

Pomocou tenkovrstvovej chomatografie na doskactckiailica gel 60 fs4, za pouZzitia
vyvijacej sustavy aceton : toluén = 1:1 bol slesgvariebeh reakcii &istota latok.
Detekcia bola prevedené UV svetlom s vinovditkdu 254 nm.

Teploty topenia boli stanovené v kapilare na pojsttuart Scientific (SMP3, Bibby
Sterling LTD, UK) a nie su korigovaneé.

Elementarne analyzy CHN na analyzatore EA1110C&0(f& Instruments S.p.A, Milano,
Taliansko) previedla pani Hronova na Katedre faruoéickej chémie a kontroly ke FaF
UK.

Infratervené spektra boli merané na pristroji Nicolet®{@®mart MIRacl&" ATR ZnSe,
Nicolet™ 6700 FT-IR Spectrometer, Thermo Scientific, USA) Katedre anorganickej a
organickej chémie FaF UK pani Ivou Vencovskou. atevného charakteru boli merané
vo forme tabliet bromidu draselného (havazka 0,7Iatky na 200 mg KBr), vingdy su
uvadzané v ci

'H NMR spektra boli merané na pristroji Varian Mexci¥x BB300 (299,95 MHz pre
'H a 75,43 MHz pre'®C) Bruker Comp. (Karlsruhe, Nemecko). Merania pedoi
a spektrd vyhodnotil doc. PharmDr. J. Kune§, CSCA@CH FaF UK. Chemické posuny
su vztiahnuté k Si(C),.

Log P zli¢enin bol vypegitany pomocou programu ACD/LogP ver. 1.0 (Advanced
Chemistry Development Inc., Toronto, Canada) a Glqgobmocou CS ChemOffice Ultra
ver. 9.0 (CambredgeSoft, Cambridge, MA, USA).

Na vypaet korelacie medzi lo§ a logK bol pouZity Pearsonov korelay koeficient v
programe Sigmastat ver. 3.1 (SPSS Inc., San JésdJEA).

K tvorbe grafov bol pouzity MS Excel ver. 2003 (Misoft Co, Silicon Valley, CA,
USA).
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3.2 Schémy prevadzanych reakcii

3.2.1 Schéma pripravy chloridu kyseliny 5-metylpyazin-2-karboxylove;j

COOH CocCl

N N
= SOcCl =
| — |
N N
HC N N

H,C

3.2.2 Schéma pripravy anilidov 5-metylpyrazin-2-keboxylovej kyseliny

NH,

N COcCl N CO
= ~
AN N
H,C N H,C" N

R =4-OH, 3-OH, 3-CHl
3-OCH;, 3-NG; 2-CN-4-NG
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3.3 Postupy pripravy

3.3.1 Vychodzia latka
Kyselina 5-metylpyrazin-2-karboxylova od firmy SigrAldrich.

N
]
T
Hé: N

3.3.2 Priprava chloridu 5-metylpyrazin-2-karboxylovej kyseliny

COOH

0,005 mol kyseliny 5-metylpyrazin-2-karboxylovej sazpusti v 20 ml vysuSeného
toluénu v banke (objem banky 250 ml) $aym dnom. K tomu sa prida 0,05 mol (3,4 ml)
tionylchloridu a banku zahrievame za mieSania putreym chladiom pri teplote 120-130
°C 45 minut.

Dalej prevadzame destilaciu za znizeného tlaku neuoxéej odparke s vyuZitim
olejového kupka. Tym sa z reakej zmesi odstrani nezreagovany tionylchlorid. &midn
trochy toluénu na zaver tohto procesu sa prevededteopné oddestilovanie zvySkov
tionylchloridu. Takto ziskany produkt galej priamo spracovava bez akdjkek Upravy.

3.3.2 Priprava anilidov kyseliny 5-metylpyrazin2-karboxylove;j

Do Erlenmeyerovej banky s magnetickym mieSadloméaene 0,00167 mol (0,1012 g)
bezvodého pyridinu, 0,00167 mol substituovanéhdirani ktory rozpustime v 20 ml
bezvodého aceténu, a priddme roztok chloridu kygeb-metylpyrazin-2-karboxylovej
(0,00167 mol) v 10 ml bezvodého acetonu. Tuto zmeshame miefapri laboratérnej
teplote aspd hodinu. Acetdon zo zmesi odstranime destilaciou zndZzeného tlaku.
K surovému produktu v banke priddme zmes etanolwodg, zahrejeme kvaru,
prefiltrujeme. Ziskany filtrat eSte dvakréstime varom s aktivnym uhlim. Filtrat nechame
vychladn®. Produkt odsavame na frite za znizeného tlakutorakskavame pegsteny

produkt. Ten je podrobeny meraniu teploty toperkarmtrole pomocou TLC.
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3.4 Pripravené anilidy kyseliny 5-metylpyrazin-2-larboxylovej, ich vlastnosti

3.4.1 (4-hydroxyfenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karboylovej kyseliny

Latka ¢. 1

OH

Sumarny vzorec

$GH11IN3O2

Vytazok (g, %)

0,130 g (44 %)

Molekulova

hmotnos 229,24
(g/mol)

T.(°C) 125-127
R¢ 0,62

Elementarna

vypoiitané: C 62,87 %, H 4,84 %, N 18,33 %, O 13,96 %

analyza namerané: C 63,08 %, H 5,01 %, N 18,48 %

IC spektrum 3348 (NH), 2977 (metyl), 1662 (C=0), 1602 (fenyp15 (NH),

(KBr), (cm®) 1381, 1273, 1172, 1037 (pyrazin)

H NMR 10.39 (1H, bs, NH), 9.30 (1H, bs, OH), 9.11 (1HJ=ll.1 Hz,

(300 MHz, H3), 8.65 (1H, dJ=1.1 Hz,H6), 7.69-7.59 (2H, m, AA", BB’

DMSO), ©) H2", H6"), 7.78-7.69 (2H, m, AA", BB", H3", H5"),8D (3H, s,
CHy)

°C NMR 161.3, 157.1, 154.2, 143.0, 142.8, 142.7, 130.2,324215.2, 21.5

(75 MHz, DMSO),

(©)
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3.4.2 (3-hydroxyfenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karboylovej kyseliny
Latka ¢. 2

i
/N NH
LT
H,C N
OH
Sumarny vzorec $GH11N30,
Vytazok (g, %) 0,150 g (51 %)
Molekulova
hmotnos 229,24
(g/mol)
T.(°C) 147-149
R 0,67
Elementarna vypitané: C 62,87 %, H 4,84 %, N 18,33 %, O 13,96 %
analyza namerané: C 62,77 %, H 4,78 %, N 18,15 %
IC spektrum 3325 (NH), 2918 (metyl), 1685 (C=0), 1602 (feny$46 (NH),
(KBr), (cm®) 1272, 1164, 1025 (pyrazin)
TH NMR 10.38 (1H, bs, NH), 9.22 (1H, bs, OH), 9.11 (1HJ=ll.1 Hz,
(300 MHz, H3), 8.67 (1H, dJ=1.2 Hz,H6), 7.42-6.58 (4H, m), 2.60 (3H, s,
DMSO), ©) CHy)
°C NMR 161.1, 156.4, 155.0, 143.1, 142.6, 142.5, 139.8,8.329.3,
(75 MHz, DMSO), | 124.3, 115.6, 21.7
(9)
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3.4.3 (3-metylfenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karboxybvej kyseliny

Latka €. 3

Sumarny vzorec

3H13N3z0

Vytazok (g, %)

0,100 g (34 %)

Molekulova

hmotnos 227,27
(g/mol)

T:(°C) 123-124
R 0,94

Elementarna

vypccitané: C 68,70 %, H 5,77 %, N 18,49 %, O 7,04 %

analyza namerané: C 68,86 %, H 5,89 %, N 18,32 %

IC spektrum 3342 (NH), 2979 (metyl), 1680 (C=0), 1596 (fenyip42 (NH),
(KBr), (cm®) 1295, 1172, 1026 (pyrazin)

H NMR 9.39 (1H, bs, NH), 9.11 (1H, d=1.1 Hz, H3), 8.85 (1H, d=1.1
(300 MHz, Hz, H6), 7.63-7.59 (m, H2"), 7.57-7.51 (m, H4"), 7.28 H5"),
DMSO0), ) 7.02-6.97 (m, H6"), 2.61 (3H, s, GH2.39 (3H, s, Ch)

°C NMR 164.4, 159.7, 145.0, 141.2, 140.2, 139.1, 137.2,01325.3,

(75 MHz, DMSO),
(6)

120.2, 117.3, 28.4, 21.5
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3.4.4 (3-metoxyfenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karboxlpvej kyseliny

Latka ¢. 4

OCH,

Sumarny vzorec

5H1aN30

Vytazok (g, %)

0,100 g (32 %)

Molekulova

hmotnos 243,27
(g/mol)

T:(°C) 114-115
Ry 0,90

Elementarna

vypcditané: C 64,19 %, H 5,39 %, N 17,27 %, O 13,15 %

*

analyza

IC spektrum 3343 (NH), 2929 (metyl), 1671 (C=0), 1597 (feny»32 (NH),
(KBr), (cm®) 1267, 1163, 1026 (pyrazin)

"H NMR 9.39 (1H, bs, NH), 9.13 (1H, d71.1 Hz, H3), 8.68 (1H, dI=1.37
(300 MHz, Hz, H6), 8.63-8.59 (m, H2"), 7.37-7.31 (m, H4"), 7.1, H5"),
DMSO), ©) 7.06-7.03 (m, H6"), 2.60 (3H, s, GH2.41 (3H, s, Ch)

°C NMR 164.2, 158.9, 144.9, 141.1, 140,3, 139.3, 137,0,6,325.8,

(75 MHz, DMSO),
(6)

120.5, 118.0, 27.2, 21.4

* do odovzdania rigoréznej prace neboli Udaje dusfu
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3.4.5 (3-nitrofenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karboxybvej kyseliny

Latka €. 5

Sumarny vzorec

GH10N4Os3

Vytazok (g, %)

0,300 g (91 %)

Molekulova

hmotnos 258,24
(g/mol)

T:(°C) 111-112
Ry 0,86

Elementarna

vypcgitané: C 55,81 %, H 3,90 %, N 21,70 %, O 18,59 %

analyza namerané: C 55,70 %, H 3,90 %, N 21,67 %

IC spektrum 3338 (NH), 2928 (metyl), 1683 (C=0), 1620 (fenl528 (NH),

(KBr), (cm®) 1340, 1278, 1149, 1029 (pyrazin)

H NMR 11.19 (1H, s, NH), 9.16 (1H, d=1.3 Hz, H3), 8.94 (1H, tI=2.1

(300 MHz, Hz, H2"), 8.71 (1H, dJ=1.3 Hz, H6), 8.33-7.26 (1H, m, H4"),

DMSO), ) 8.00-7.94 (1H, m, H6'), 7.64 (1H,X58.2 Hz, H5"), 2.63 (3H, s,
CHy)

°C NMR 162.8, 157.8, 148.1, 143.5, 143.0, 142.0, 139.0,2,326.8

(75 MHz, DMSO),

(©)

118.8, 114.9, 21.7
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3.4.6 (2-kyano-4-nitrofenyl)amid 5-metylpyrazin-2karboxylovej kyseliny

Latka ¢. 6

Sumarny vzorec

{3HoNsO3

Vytazok (g, %)

0,140 g (39 %)

Molekulova

hmotnos 283,25
(g/mol)

Ti(°C) 204-205
R¢ 0,84

Elementarna

vypcditané: C 55,13 %, H 3,20 %, N 24,73 %, O 16,95 %

analyza namerané: C 55,40 %, H 3,44 %, N 24,57 %

IC spektrum 3328 (NH), 2929 (metyl), 2229 (CN), 1685 (C=0), @géenyl),
(KBr), (cm™) 1505 (NH), 1320, 1267, 1123, 1083 (pyrazin)

H NMR 9.39 (1H, bs, NH), 9.11 (1H, d=1.1 Hz, H3), 8.75 (1H, dI=1.1
(300 MHz, Hz, H6), 8.57-8.51 (m, H5'), 8.36 (d, H6"), 7.54 (m, H2.39
DMSO), §) (3H, s, CH)

%C NMR 166.4, 160.2, 145.8, 143.6, 140.7, 139.2, 138.2,8,3.30.1,

(75 MHz, DMSO),
(6)

125.2,121.2,116.3, 21.5
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4. Biologické hodnotenie

4.1 Antituberkuloticka aktivita

Aktivita latok vasi kmeiu M. tuberculosisHi7Rv bola testovana v USA v ramci

medzinarodného programu TAACF, zameranéhol'addmie novych potencialnych AT

Testovanie latok prebiehalin vitro metédou na kmeniM. tuberculosis Hz/Rv
v BACTEC 12B médiu za pouzitia Microplate AlamamuBlAssay (MABA) v zriedeniach
100pg/ml az 0,1ug/ml.

ICo je koncentracia testovanej latky spésobujuca miéZzeluorescencie 090 %
v porovnani s kontrolou, Kgkoncentracia latky spésobujlca znizenie fluoresieem 50 %
v porovnani s kontrolou. Za antituberkuloticky akti sa latka povazuje vtedy, ak je
percento inhibicie u&ie alebo rovné 90 %jze je hodnota Igp < 10 ug/ml. Takéto latky
sadalej hodnotia, uwuje sa ich MIC hodnota a zaraveytotoxicita vyjadrena ako Gg
090 % v porovnani s kontrolou. GLCvyjadruje 50% inhikind koncentraciu latky,
cytotoxicitu testovani na VERO bunkach po 72 hodépoexpozicii oditanu z grafu
zavislosti davky latky na vyvolanej odpovedi. Uveite tychto dvoch hodndt do pomeru

sa ziskava index selektivity (SI). Ak je SILO, latka sa povazuje za aktivhu

Vysledky hodnotenia su zhrnuté v tejto tBe!

Latka Aktivita 1Gso (ng/ml) 1Cq0 (ng/ml)
1 neaktivna latka >100 >100
2 neaktivna latka >100 >100
3 slabo aktivha 66,191 >100
4 slabo aktivna 13,936 25,894
5 slabo aktivha 25,190 50,961
6 slabo aktivna 24,011 27,526
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4.2 Antimykoticka aktivita

Ses novych pyrazinovych derivatov bolo podrobenychaesniu antifungalnej aktivity

metddoun vitro na Katedre biologickych a lekarskych vied FaF UKradci Kralové.

Bol pouzity mikrodilény bujénovy test. SkuSana latka bola dvojito rigdemroztoku
RPMI 1640 (Rockwell Park Memorial Institute) s glotinom, pH bolo upravené na
hodnotu 7,0 za pouzitia 0,165 molarneho roztokiekyg 3-(morfolino)propansulfénovej
(MOPS). Latky dosahovali vtychto roztokoch koncéoke v rozmedzi 0,975 — 1000
umol/l. Inkubé&cia prebiehala pri 35 °C, statickytnve, v humidnej atmosfére po dobu 24
az 48 hodin, v pripad€richophyton mentagrophyté® az 120 hodin. MIC (MIC = i,
80 % inhibicie kontroly) bola stanovena vizualrepfmetricky od 540 nm oproti kontrole
bez testovanej latky.

Aktivita bola testovana v tymto kmeiom: Candida albicansATCC 44859 (CA),
Candida tropicalisl56 (CT),Candida kruseiE28 (CK), Candida glabrata20/l (CG),
Trichosporon asahill188 (TA),Aspergillus fumigatu231 (AF),Absidia corymbifer&272
(AC) aTrichophyton mentagrophytdgl5 (TM).

Uginnog’ latok mozeme poroviias antimykoticky pdsobiacim flukonazolom, ktorého
hodnoty MIC/IG su uvedené v tejto tabke:

Testované MIC/ICgo (umol.I")

kmene CA CT CK CG TA AF AC ™

Dizka 24h 24h 24h 24h 24h 24h 24N 72h

inkubacie | 48h 48h 48h 48h 48h 48h 48N 120h
0,8 1,6 52,2 13,1 3,3 >418  >418 26,1

flukonazol| 1,6 >418 104,5 52,2 6,5 >418 >418 52,2
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KMEN TESTOVANA LATKA (&islo) ~MIC/ICsgo
(kéd) (umol.I™)

1 2 3 4 5 6

CA | 24h | >500 | 125 | >250 | 125 | 250 | 500
4sh | >500 | 250 | >250 | 250 | >500 | >500
CT 24h | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500
CK | 24h | >500 | 250 | >250 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | 500 | >250 | >500 | >500 | >500
CG 24h | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 | 500
4gh | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500
TA 24h | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500
4gh | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500
AF 24h | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500
4gh | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500
AC 24h | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500
4gh | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500
TM | 72h | >500 | >500 | >250 | 500 | >500 | 250
120nh | >500 | >500 | >250 | 500 | >500 | 500

Pozn. — hrubo zvyraznené hodnoty MIGHCsa nachadzaju v testovanom rozmedzi

koncentracii.
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4.3 Herbicidna aktivita

Herbicidna aktivita derivatov 5-metylpyrazin-2-kaxiglovej kyseliny bola testovarnia
vitro metddou prostrednictvom merania inhibicie prenetktrénov v chloroplastoch
Spenatu. Hodnotenie prevadzala v chemickom UstavedBvedeckej fakulty Univerzity
Komenského v Bratislave pani doktorka Katarinalkva, CSc.

Testovanie inhibicie prenosu elektronov pri fotdéye v chloroplastoch Spenatu
(Spinacia oleracea pripravenych metédou ptal Walkerd®,  prebiehalo
spektrofotometricky (Kontron Uvikon 800, Kontron,ukhchen, Germany). V sulade s
metodikou potla Krd’ovej bol ako akceptor elektronov pouzity 2,6-dicféaol-indofenol
(DCIPPY’. Z ddvodu nizkej rozpustnosti vo vode boli skuSalééky rozpustené
v dimetylsulfoxide s maximéalnou koncentraciou 4 Rtora neovplyviuje fotochemické
pochody v chloroplastoch Spenéatu. Hodnota, I@/jadruje inhibénd &innog’ latok -
molarnu koncentraciu testovanej latky sposobuju@ Jpokles produkcie kyslika oproti
kontrolnej skupine (bez pridania testovanych laté§o Standard bol pouzity selektivny
herbicid DCMU (DCMU- systematicky: 3-(3,4-dichlonf@)-1,1-dimetylurea). Jeho g
mé& hodnotu 0,0019 mmol.d#i®

Vzorka Log(1/1Go) ICs0(mmol.dni®)

1 ne®inna -

neda sa vyhodndati -

nestanovena -

ne&inna -

3,3966 0,402

O O A W N

3,2597 0,550
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5. Diskusia

Katedra farmaceutickej chémie a kontrolyiNesa dlhodobo zaobera Stadiom derivatov
pyrazinu, ktorého sag’ou je zigovanie antituberkulotickej, antimykotickej a heiblice]
aktivity pripravenych latok. Moja rigor6zna pracaspela k rozSireniu spektra testovanych
latok.

Pripravila som 6 derivatov pyrazinu. Vychodzou ¢tk bola 5-metylpyrazin-2-
karboxylova kyselina, ktora po reakcii s tionylatdmm poskytla chlorid. Ten som nechala
zreagovd s prislusnym anilinom za vzniku anilidu spomindqeeliny.

Vytazky reakcii sa nachadzali v rozmedzi od 32 % d®®2 zavislosti na reaktivite
anilinu a stratach pri p¢estovani produktu.

Ziskané latky boli charakterizované teplotou topenpodrobené tenkovrstvovej
chromatografii, ¢ spektrometrii, elementarnej analy4e,a**C NMR spektrometrii.

U testovanych latok bol zievany parameter lipofility log, latky sP > 1 a logP > 0 su
lipofilné, latky sP < 1 a logP < 0 st hydrofiln&’.

Log P je logaritmus rozd®vacieho koeficientu v sustave n-oktanol/voda. Choge
logaritmus rozdiovacieho koeficientu v sustave n-oktanol/voda, karého vypdte sa
beri do avahy aj chemické interakcie. Hodnoty B@ripravenych latok sa nachadzaju
v rozmedzi od 0,85 + 0,40 do 2,06 + 0,40, Cogd 0,536402 do 2,46248.

Hodnoty logP, Clog P aj logK su uvedené v tejto tabke:

¢islo latky logP ClogP logK
1 0,85+ 0,40 1,29648 0,44
2 1,24 +0,40 1,29648 0,4708
3 2,06 + 0,40 2,46248 0,5763
4 1,76 £ 0,41 1,90164 0,5037
5 1,980,441 1,7741 0,5125
6 1,62 £ 0,46 0,536402 0,5524
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Graf¢. 2: zndzornenie hodn6t log a Clog P u jednotlivych latok

Kapacitny faktorK bol zisteny za pouZitia vysok&ianej kvapalinovej chromatografie
pomocou chromatografu Waters Alliance 2695 XE a&kieta Waters Photodiode Array
Detector 2996 (Waters Corp., Milford, MA, USA). Mbtia faza s prietokovou rychiou
1,0 ml/min bola zlozena zo zmesi metanolu (70 %dady (30 %), stacionarnou bola L
reverzna faza. 3Qul roztoku vzorky s teplotou 10 °C bolo nastrekntitysa kolonu
s teplotou 30 °C. Detekcia prebiehala pri vinoviékd 210 nm.

Na vypaset kapacitného faktor bol pouzity Millenium32 Chromatography Manager
Software a vzorek = (Tr— Tp) / Tp, kde Tk (vzdialeno$ pozdZ zakladnej linie od miesta
nastreknutia ku kolmici vedenej z vrcholu hodnotem@iku) je rete¢ny ¢as v minutach,
Tp je mitvy ¢as (vzdialenaspozd? zakladnej linie medzi bodom nastreknutia a kotmic
spustenou z vrcholu piku zodpovedajuceho nezadnipvalozke, v naSom pripade ju
predstavoval metanolovy roztok Kl). Hodnoty l8gsu vyp@itané z hodnét kapacitného
faktoraK.

42



Derivaty 5-metylpyrazin-2-karboxylovej kyseliny agotencialne ligiva

o7

06

05 ]

0.4 — —

log K

03— —

02— -

1 2 3 4 il G
Gdslaldky

Graf¢. 3: znazornenie hodnét Iégu jednotlivych latok

Ako log P, tak ilogK, vyjadruja lipofilitu latky. VZ’ah medzi nimi je znazorneny na
grafe ¢. 4 — linearna zavislgslog P na log K. Na jeho hodnotenie som pouzila subor
dvanastich latok (3édatok z mojej diplomovej pracea Ses z rigoréznej prace), aby bol
stbor porovnavanych hodnéa najvasi. Statistické parametre tejto korelacie (r = 6;R
< 0,0001; n = 12) potvrdzuju vyskyt fehu medzi experimentélne zistenymi hodnotami

log K a vypaitanymi hodnotami log.

4,5

35 / o
3 /
log P2’5 *

15 e

0,5

0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
log K

Graf¢. 4: zndzornenie zavislosti Idgyna logK u pripravenych latok
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Latka cislo 3, ktora m& najnizSiu molekulovi hmottiog v Struktlre pritomné dve
metylové skupiny, je zarovienajlipofilnejSia - ma hodnotu lo§ 2,06 a experimentalne
zistent hodnotu lod¢ 0,5763. Latkycislo 1 a 2 s rovnakou molekulovou hmotrms sa
liSia svojou lipofilitou, hodnota lo® i log K je vysSia u latkyislo dva,¢ize u molekuly
s hydroxylovou skupinou v polohe 3 na benzénovodnejanilidu. U latokgislo 4, 5 a 6

stupa hodnota loK spolu s rastiicou molekulovou hmottms.

Antifungalna, antimykotickd a herbicidna aktivitafora bola u pripravenych latok
testovana, zavisi od ich vlastnosti fyzikalnochdsit (napriklad vytvaranie vodikovych
vazieb latky s inymi molekulami, jej prechod cezmieany buniek, vazba na tukovité
materialy) a stérickych (napriklad uhly medzi chekgimi vazbami, vzdialenosti medzi
atémami, druhy atémov zastGpené v molekllelNa hodnotenti biologick( aktivitu ma
vyznamny vplyv lipofilita, co sa vysvdiuje kinetikou transportu ltéva v biologickych
systémoch a rozdelenim latky v réznye¢astiach biologického objektl Po ziskani
vysledkov biologického hodnotenia som sa snaziitotgz’ah medzi aktivitou a lipofilitou

popisd.

Antimykobakterialna aktivita

Pripravené latky vykazali roznu mieru aktivity oM. tuberculosisHs/Rv. Ziadna
z latok nebola aktivna, teda s hodnotoygl€ 10 pg/ml, nebola teda u nich zigvana
hodnota CG a index selektivity. Ako slabo aktivne boli oZeaé latky s hodnotou kg
mensSou ako 10(g/ml.

Neaktivne latkyislo 1 a2 maju zo vSetkych testovanych latok najnizSiu hadriog P
i log K. NajlipofilnejSia latkacislo 3 je len slabo aktivna. Latk&slo 4 je najaktivnejSou
latkou s hodnotou log 1,76 + 0,41.

Ak mam zhrnd vysledky aktivity v sibore pripravenych Siestidtok vzitadom na ich
lipofilitu (vyjadrenu ako logP), tak dve latky najmenej lipofilnél(a2) su neaktivne, dve
najlipofilnejSie latky 8 a5) su slabo aktivne a zostavajuce dve lakkg§) su taktiez slabo
aktivne, ale najaktivnejSie z celého suboru. Na Ggesie vplyvu lipofility na

antimykobakterialnu aktivitu ale toto malé mnozsprgpravenych latok nesta
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Antimykoticka aktivita

Z vysledkov hodnotenia antimykotickej aktivity vyph, Ze aktivitu véi kmenu Candida
albicans vykazuju latkyislo 2, 4, 5 a6. NajvysSia je u prvych dvoch menovanych latok,
latky 5 a6 vykazuju nizSiu aktivitu. U latok s najvy$Sou amiagou hodnotou lipofility
(latka ¢islo 1 a3) vyjadrenej ako logP alog K nebola najdend Ziadna aktivita ¢vo
spominanému kni@ a ani v@i Ziadnemu inému testovanému kine

Voci kmenu Candida krusebola aktivna len latkaislo 2, vaci kmeiu Candida gabrata
latka ¢islo 6. Spominana latkaislo 6 bola spoldne s latkoucislo 4 aktivna v@i kmenu
Trichophyton mentagrophytes

Na zaklade uvedenych vysledkov som nenasla Ziagenamny vFah medzi aktivitou
latok a ich lipofilitou. Ako som uZ spominala, lgtk najvysSimi a najnizSimi hodnotami

lipofilit nevykazovali ziadnu merateu aktivitu va@i testovanym kmgom.

Herbicidna aktivita

Uspesne sa podarilo stantierbicidnu aktivitu u dvoch latok, u ostatnyctpte ich zlU
rozpustnosg v pouzitom rozpii&dle mozné nebolo.

Dva pripravené derivaty pyrazinu (latkyislo 5 a6) su schopné inhibovaprenos
elektronov v chloroplastoch Spenatu v priebehu Syttezy. Pobh dosid prevedenych
stadii ma na tentodinok vplyv lipofilita a pritomnos elektron odahujucich alebo elektron
akceptujlcich substituentov v molekifté®

Latky 5 a 6 mali zo stboru testovanych latok najvy3siu molekal hmotno8. Ziaden
vztah medzi ich aktivitou a lipofilitou nebol objaveny Struktire maju obe na rozdiel od
ostatnych latok pritomnd —NOskupinu, latkacgislo 6 aj —CN skupinu. Tieto skupiny
vyvolavaju zaporny mezomérny efekt, cedpavaju elektrony, atak dochadza
v aromatickom systéme k elektronovému zriedeniu. ridadiel od nich skupiny —OH,
-OCH; vykazuju zaporny induy a kladny mezomérny efekt, ktory nad nim prevjaa
-CHjs kladny indukny efekt.

Vysledky herbicidnej aktivity tychto latok boli mentované na 12. &oiku
Medzinarodnej elektronickej konferencie syntetiokjanickej chémie (ECSOC-F2)
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6. Zaver

Pri vypracovani rigoréznej prace som splnila tigtzhy:

o

spracovala som stny prelfad o tuberkul6ze vo svete aeskej republike,
charakteristiku ochorenia, terapiu, pouZivan&il@ a latky v rdéznych fazach
vyskumu, do ktorych sa vklada nadej, Ze pomoZu ktiefdt sltasné ligebné

rezimy tuberkulézy

zistila som spdsoby pripravy amidov pyrazin-2-kasthavej kyseliny

pripravila som tieto v literatire do$iaepopisané latky:

1. (4-hydroxyfenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karboxylovejseliny
(3-hydroxyfenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karboxyloJvejseliny
(3-metylfenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karboxylovejdefiny
(3-metoxyfenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karboxylovejdeliny
(3-nitrofenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karboxylovej $sliny

o oA w N

(2-kyano-4-nitrofenyl)amid 5-metylpyrazin-2-karbdowyej kyseliny

uvedené produkty st charakterizované teplotou iapetementarnou analyzou;,|
'H a’*C NMR spektrami

produkty boli podrobeni vitro biologickému hodnoteniu:

- ziskala som Udaje o antimykobakterialnej, antiotigkej a herbicidnej aktivite
niektorych latok

nové latky som charakterizovala aj pomocou B Clog P, ich hodnoty su
znazornené v grafoch a uvedené v tibuspolu s hodnotami lag:

- log P pripravenych latok je v rozmedzi od 0,85 + 0,402¢@6 + 0,40, Clod® od
0,536402 do 2,46248

pokusila som sa zistivztah medzi Struktlrou, biologickou aktivitou a ligdéu

v uvedenom subore latok
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