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CiL RIGOROZNI PRACE

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1€¢iv se dlouhodobé zabyva studiem
syntézy novych derivatl pyrazinu s potencialnim antimykobakterialnim a antifungalnim
ucinkem. Doplitkove je u nové pripravenych latek zjistovéana jejich schopnost inhibovat
fotosyntézu. Biologickd aktivita piipravenych latek je studovana ve spolupraci s
americkym institutem TAACF (Tuberculosis Acquisition and Coordinating Facility;
mezinarodni program pro testovani novych antituberkulotik), Katedrou biologickych a
l¢kaiskych véd FaF v Hradci Kralové a Chemickym ustavem Piirodovédecké fakulty
Univerzity Komenského v Bratislavé. Tato rigordzni prace je dil¢im piispévkem k
feSeni vyzkumnych ukolil katedry.

Cilem této prace je pokusit se pripravit biologicky (tj. antifungaln¢ a predevsim
antimykobakterialng) aktivni derivaty pyrazinkarboxylové kyseliny. Tato prace
navazuje na vysledky prezentované na fakultnim kole Studentské védecké konference v
roce 2005 a na mou diplomovou praci z roku 2006.> M¢ dil&i vysledky byly uvedeny v
publikaci z roku 2004: Substituted Pyrazinecarboxamides.®

Konkrétnimi ukoly bylo:

1. Provést reSerSi zaméfenou na soucasny vyznam tuberkuldzy ve svété, trendy v
terapii a potencialni antituberkulotika.

2. V dostupné chemické literatuie zjistit metody pfipravy substituovanych amida
pyrazinkarboxylové kyseliny.

3. Pfipravit substituované amidy pyrazinkarboxylové kyseliny, ve kterych je pfipojeny
aromaticky kruh v rtiznych polohéch substituovan riznymi substituenty.

4. Vypocitat log P nové ptipravenych derivata.

5. Zjistit vliv substituce ptipojeného benzenového jadra na log P.

6. Zjistit vztah mezi strukturou, biologickym ucinkem (antituberkul6zni, antifungalni,
herbicidni aktivita) a lipofilitou v sérii pfipravenych latek.

Obecny vzorec piipravovanvych latek:

X=H,Cl

XNy ~CONH
RI j/ \Q R = H, terc-butyl
~
N R’ R'= 2-F, 4-SH



1. UVODNI CAST
1.1. Tuberkuléza - uvod

Tuberkuloza (TBC) je infekéni onemocnéni zplsobené piredevsim bacily
Mycobacterium tuberculosis, ziidka Mycobacterium bovis a Mycobacterium africanum,
mezi ,atypicka“ mykobakteria jsou fazena M. kansasii, M. avium intracellulare, M. ulcerans,
ktera jsou potencialnimi oportunnimi patogeny.

Hlavnim cilovym orgadnem jsou plice, ale mykobakterie mohou zptlisobovat i
onemocnéni v mimoplicnich strukturach.

Rozdéleni organového postizeni podle poslednich kritérii Svétové zdravotnické
organizace:

1. Plicni tuberkuldza je onemocnéni, které postihuje plicni parenchym.

2. Mimoplicni (extrapulmonalni) tuberkuléza je onemocnéni, které postihuje

mimoplicni struktury.

3. Pacient s plicni a mimoplicni formou TBC se fadi mezi plicni TBC. Pacient

S vice postizenymi misty u mimoplicni TBC se zafazuje podle mista

Nejcastéjsim zdrojem nakazy je ¢loveék, méné Casto zvirata. Mykobakterie se §ifi
vzduSnou cestou a do organismu vstupuji dychacimi cestami inhalaci drobnych
kapének. Ziidka dochazi k digestivnimu pienosu nebo pienosu kontaktem. Velmi
vzacny je pienos hematogenni z matky na plod. Nejcastéjsi vstupni branou je dychaci
systém, o ¢emzZ sveéd¢i 1 vysoky podil plicni TBC, kterd tvoii 80 az 90 % vSech forem
TBC.

Tuberkuléza je specifické onemocnéni, které je vzhledem na svoji osobitost a
zavaznost sledovano oddélen€ od ostatnich infekénich chorob. Je socialni chorobou, a
za zhorSeni socidlné-ekonomickych podminek dochazi vzdy k vzestupu jejiho vyskytu.
Optimistické prognozy, které vznikly v 80. letech 20. stoleti na zaklad¢ kontinualniho a
pomalého poklesu incidence TBC, Ze do tfetiho tisicileti vstoupime bez tohoto
onemocnéni, jsou dnes zna¢nou utopii. Svétova pandemie AIDS, narkomanie, migrace
obyvatel a stale Spatna socidlné-ekonomicka situace zpisobila novou vinu nartstu

TBC.



1.2. Puvodce tuberkulozy

Primarnim zdrojem néakazy je zivotaschopny tuberkulézni bacil Mycobacterium
tuberculosis. Vyvinul se z pudni bakterie pfed vice nez 10 000 lety. Jde o pomalu
rostouci, aerobni, nesporulujici, nepohyblivou, grampozitivni, acidorezistentni tycku o
velikosti 0,3 - 1,5 um. Jako ptavodce tuberkul6zy byl objeven roku 1882 Robertem
Kochem (tzv. Kochiv bacil - BK). >®
Obr. 1. Fotografie M. tuberculosis’

Bunécénéd sténa mykobakterii je silnd a obsahuje velky
podil lipidnich latek. Mimo obvyklych slozek bunécné
stény, jako jsou lipidova dvojvrstva a peptidoglykan,
obsahuje navic vrstvu tvofenou dalS$imi polysacharidy,
mykolovymi kyselinami a acyllipidy, které znesnadiuji

pranik 1é¢iv do mykobakterii. Stavba bunécné stény je

jednim z déivodii obtizné 16¢by TBC.”

1.3. Tuberkuldza ve svété

V soucasnosti je TBC rozsifena po celém svéte a predstavuje jeden z nejvétsSich
zdravotnich problému lidstva. Podle udaji WHO je infikovano TBC vice jak ¢tvrtina
lidstva (1,86 miliardy lidi), ro¢né vznika ve svété 8 miliont novych piipadd, z toho 3,52
miliént je mikroskopicky pozitivnich, 10,7 miliént je koinfikovanych TBC+HIV (0,18
% populace), 2,8 miliont lidi ro¢né zemfe na choroby pfimo nebo nepiimo souvisejici s
TBC.*

Do poptedi se navic dostava také problematika rezistentni TBC. Nové formy
tuberkulozy se prudce rozsifily zejména v Africe. Ve svété se nyni rocné objevi na
450.000 novych piipadii tuberkuldzy, jejiz bacily jsou multirezistentni. Takové bacily
odolavaji 1é¢bé nejméné dvéma typy l€ki podavanych diive pacientovi. WHO je
obzvlaste¢ znepokojena tim, Ze se nedavno objevily piipady tuberkuldzy, jejiz bacily
jsou ultrarezistentni, tedy na n€ nema zadny U¢inek 1é€ba nejméné tfemi ze Sesti skupin

r1.0 v . ’ vr v v . . RN T 8
1€kt pfedepisovanych v ptipadé€, Ze pacient nereaguje na pocatecni 1écbu.



Obr. 2. Incidence TBC 2002 — Evropa4
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V roce 1993 WHO vyhlasila vSeobecny nouzovy stav ohrozeni TBC. UZ 2 roky
pfedtim vznikla mezinarodni doporuceni strategie 1écby TBC - tzv. DOTS (direct
observation of treatment, short course - 1é¢ba pod pfimym lékarskym dohledem) jako
reakce WHO na narustajici celosvétovou incidenci TBC. Je to zéklad STOP TB
kampané¢ WHO. Je zaloZena na Sestibodové strategii:

1. zainteresovani vlad v kontrole TBC

2. pravidelna dodavka antituberkulotik, ktera jsou pro pacienta bezplatna

3. vyhledéavani ptipadd, které je zaloZené na mikroskopickém vysSetieni sputa

4. terapie poskytovana pod pfimym dohledem

5. trénink zdravotnickych pracovnikt

6. audit ucinnosti kontrolniho programu

Podle idaji WHO Mezinarodni unie boje proti tuberkuléze a plicnim chorobam

za poslednich 10 let vzniklo ve svété 88 mil. novych ptipadii TBC.*

1.4. TBC a HIV koinfekce

Po problémech s multirezistentnimi kmeny M. tuberculosis se svétova pozornost
upind také na problém koinfekce TBC a HIV. TBC je nejcastéjsi pti¢inou smrti u
pacientt s HIV infekci (30 %). HIV je nejcastéjSim rizikovym faktorem aktivujici TBC
u lidi s infekci M. tuberculosis a zvySuje vyskyt TBC bud’ endogenni reaktivaci nebo

exogenni reinfekci. ZvySovani TBC pfipadi s HIV/TBC koinfekci zvySuje riziko



pfenosu TBC do spolecnosti. Zaroven tato koinfekce zvySuje letalitu TBC v dusledku
imunodeficience u téchto pacientd.

U osob, ktefi jsou infikovani M. tuberculosis je 10 - 20 % celozivotni riziko
rozvinuti TBC. U pacienti HIV/TBC koinfikovanych toto riziko stoupa rocné o 10 %.
Pravdépodobnost propuknuti TBC u HIV pozitivnich lidi v Americe je 30 - 40 %,

pfigem? prezivani po nakaze HIV je 6 - 10 let.”

1.5. Prevence tuberkulézy

Prevence TBC spociva v zachovani téchto opatieni: izolovat zdroj nakazy, BCG
vakcinace, chemoprofylaxe, RTG depitaz, bakteriologicka depitaz a zdravotnicka
vychova.

Izolovani nakazy

Jde o kliCovy problém a ptedstavuje v prvni fazi onemocnéni hospitalizaci
postizenych. DuleZitd je zejména ochrana déti pfed infekci. TBC déti se vyskytuje
priblizné v 50 % v rodinadch s TBC. Vyznamny vliv na to ma napt. péce o vnoucata
starymi rodici trpicimi na TBC.

Oc¢&koviani proti tuberkuloze — kalmetizace

Podstatou toho ockovani je aktivni imunizace organismu proti TBC. Francouzsti
mikrobiologové L.C.A. Calmette a C. Guérin v Pasteurové institutu v Pafizi od r. 1906
pieockovavali v 3-tydennich intervalech bovinni typ mykobakterie (M. bovinum) v 231
subkulturach, az ziskali kmen, ktery mél vyrazné sniZenou virulenci, ale zachovanou
imuniza¢ni schopnost. Podavani BCG vakciny, ktery ziskali z tohoto kmenu (BCG
=Bacillus Calmette — Guerin), je zakladnim postupem na vyvolani imunizace.
Umoznuje fixovat tuberkulézni mykobakterie v misté jejich vniknuti do organismu,
proto se uplatituje jako ochranny ¢initel proti TBC infekci.

BCG vakcina se podava intradermalné¢ do ramene, ockuje se od 4. dne do 6.
tydne Zivota v pfipadé, ze novorozenci maji porodni hmotnost vyssi nez 2500 g.
Pfeockovani se provadi v 11 letech, pokud maji negativni tuberkulinovou reakci.
Pokusy s vynechdnim kalmetizace vedly k narastu incidence TBC.

Chemoprofylaxe

Chemoprofylaxe spoc¢iva v podavani antituberkulotika INH v ddvce 300 mg/den
spolu s pyridoxinem, nejdéle 6 mésicti u osob, které jsou ohrozené TBC, aby nevzniklo
manifestované onemocnéni (napt. déti v kontaktu s aktivni TBC). V mensi mife se

podava také rifampicin.



Rtg depitdz
Rtg depitdz znamena zhotovovani rtg snimkt hrudniku v rizikovych skupinach
obyvatelstva (imunosuprimovani pacienti, alkoholici apod.).

Bakteriologické depitaz

Jedna se o vySetieni sputa na piitomnost M. tuberculosis u osob s ptekonanou
TBC, pokud jsou podezieli na recidivu.

Zdravotni vychova

Nedostatecna informovanost pacienti o nemoci a neznalost potfeby dasledné a
dostatecn¢ dlouhé 1écby muze vést k selhani 1é¢by. Svédéi o tom vznik
multirezistentnich kmeni mykobakterii v mnohych c¢astech svéta (nedostatecné
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davkovani, ptred¢asné ukonceni 1écby).

1.6. Lécba TBC

Cilem lécby tuberkulozy je vyléceni nemocného TBC, prevence nésledkd a
umrti, prevence relapsu onemocnéni a zamezeni prenosu TBC na osoby, které byly a
nebo jsou v kontaktu s nemocnym.

Kauzalni 1écbou TBC je podavani antituberkulotik, antibiotik a chemoterapeutik
pusobicich na piivodce onemocnéni. Dalsi Iéky a 1é€ebné postupy ustoupily do pozadi a
pouzivaji se jen jako podpurna lécba nebo jen ve vyjimeénych piipadech. Kombinace s
chirurgickou 1écbou probiha ve spolupraci s piislusnym odbornikem (urologem,

ortopedem, gynekologem apod.)

1.6.1. Charakteristika antituberkulotik

Antituberkulotika maji v rizné mife zastoupené 3 vlastnosti: baktericidni
schopnost, schopnost sterilizace prostfedi a schopnost prevence vzniku rezistentnich
mykobakterii.

Antituberkulotika délime na hlavni a vedlej$i. Mezi hlavni antituberkulotika
(antituberkulotika I. Fady) patii: isoniazid (INH), rifampicin (RMP), streptomycin,
pyrazinamid (PZA) a ethambutol. Pti selhani terapie témito 1éky (z divodu rezistence,
jejich kontraindikaci nebo vyraznych nezadoucich G¢inki) se v 1éCebnych rezimech
sahd po rezervnich lécich tzv. antituberkulotika Il. Fady: paraaminosalicylova
kyselina, makrolidy, cykloserin, klofazimin, fluorochinolony (ofloxacin, ciprofloxacin),

tionamidy (ethionamid, propionamid), aminoglykosidy (kanamycin, amikacin), derivaty



rifamycinu (rifabutin, rifapentin). Tyto latky jsou vSak mén¢ efektivni a maji vice
nezéadoucich ucinkd.
Pti vSech lécebnych rezimech se uskutectiuje terapie ve 2 fazich, v tvodni a

pokracovaci fazi.

1. Uvodni faze (inicialni, intenzivni, Gtoéna) pii které se aplikuji 16¢iva denné,
pfiCemz se podavaji Ctyii az pét kombinaci soucasné. Cilem uvodni faze je rychla
redukce poctu choroboplodnych zarodkli, zabranéni vzniku rezistentnich kmenii. Tato
faze trva zpravidla 2 mésice. Pro moznost poskozeni rtiznych orgdnt pii masivnim
podavani 1éka je potiebné sledovat biochemické ukazatele, zrak, sluch apod., a proto se
ma utoc¢na faze uskutecnit v rdmei ustavni 1éCby.

2. Pokracovaci féze (preventivni, steriliza¢ni) bezprostfedné navazuje na

inicialni fazi. V jejim pribé&hu se pacientovi ambulantné podavaji dvé az tii kombinace
1é¢iv. Cilem této faze je dosahnout steriliza¢niho efektu, eliminace rezidui, zabranéni
mnozeni se malému poctu mykobakterii, které po intenzivni fazi jesté pretrvavaji v
tuberkuldznich loZiskach (tabulka 1).*

Tabulka 1. Doporu¢ené 1é&ebné rezimy podle diagnostikované TBC*

Kategdria  Pacienti Inicialna faza Pokracovacia faza
I a) novozistena plicny TBC BK + HRZE(HRZS) HR 4 mesiace
b) novozistena plicna TBC BK -
s rozsiahiym BTG nalezom 2 mesiace alebo
c) novozistena fazka forma mi- HE 6 mesiacov

mopltucnej TBC
I BK + zo splta:

a) recidiva HRZES HRE
b) zlyhanie lieéby 2 mesiace 5 mesiacov
c) lietba po preruseni
I a) novozistena plicny TBC BK- HRZ HR 4 mesiace
b) novozistena mimoplicna BK - alebo
(menej zavazné formy) 2 mesiace HE & mesiacov
v Chronické pripady (t.j. BK+ajpo  Liecba v Specializovanych centrach, 4-6 kombindcia
liecbe |I. kategdrie podia citivosti, aj AT Il. radu

H - izoniazid, B - rifampicin, S - streptomycin, Z - pyrazinamid, E — etambutol

V piipadé€, Ze pacient l1éceny rezimem I. nebo II. kategorie zUstava i1 po dvou
mésicich pozitivni BK, prodluZzuje se inicialni kontrolovana 1écba jesté o jeden mésic
1é¢by zédkladni kombinaci pfisluSici danému lécebnému reZimu. Lécebny rezim je

povazovan za ucinny pokud’ % recidiv po tfech letech nepiesdhne 3 %. Znakem U¢inné
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terapie je snizovani poctu bacilli ve sputu a zlepSeni stavu pacienta jak klinicky tak
rentgenologicky. Pokud je jistota, ze pacient uziva 1éky spravné a po 5 az 6 mésicich
nedoslo ke zméné sputa, je vysokd pravdépodobnost rezistence mykobakterii na

vSechna podavana antituberkulotika.

1.6.2. Antituberkulotika I. Fady

Nasledujici u¢inné latky se standardn& pouzivaji v terapii tuberkulozy.>*'°
Isoniazid
N
s
N
(@] NH

NH,

Charakteristika

Isoniazid je zakladni antituberkulotikum s vyznamnou ucinnosti. Je soucasti prakticky
vSech 1é¢ebnych reziml tuberkuldzy jak pro svou ucinnost, tak pro snadnou a levnou
vyrobu. Pouziva se v kombinacich s dal§imi antituberkulotiky v terapii plicni i

mimoplicni TBC, dale k chemoprofylaxi plicni tuberkulozy.

Mechanismus uéinku

Jedna se o prolécivo (aktivovan pomoci mykobakterialni katalasy), inhibuje biosyntézu
mykolovych kyselin bunétné stény (napadd enzym mykolatsyntetasu, ktery je
specificky pro mykobakterie).

Ma baktericidni plisobeni na mnozici se bakterie, bakteriostaticky Gc¢inek na klidova

stadia.

Nezadouci uéinky

Vyznamné jsou toxické ucinky na periferni a centralni nervovy systém, kterym se
ptedchazi podavanim pyridoxinu (15 - 50 mg denn¢), dale hepatotoxicita (riziko
hepatitid je vyS$i u pacienti nad 35 let a u pomalych acetylatori - pomalejsi
odbourdvani hepatotoxickych metabolitll), pii souasném pozivani alkoholu nebezpeci
disulfiramové reakce. DalSimi nezddoucimi G¢inky jsou nauzea, zvraceni, piecitlivélost,

alergie.
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Pouziti
Isoniazid je vysoce u¢inny na M. tuberculosis complex (M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanum a M. microti). V kombinacich k 1é¢bé atypickych TBC, dtive 1éEba lepry (M.

leprae).

Ethambutol

H,C

/\/ NH
NH CH

HO
HO

Charakteristika

Ethambutol je synteticky aminoalkohol. Jedna se o opticky aktivni slou¢eninu se dvéma
izolovanymi chirdlnimi atomy uhliku. Uginny je pouze pravotolivy S,S-(+)-izomer,
zatimco levotoCivy izomer je inaktivni a jeho dalsi stereoizomery jsou toxické (R,R-

izomer muZe zpusobit slepotu).

Mechanismus u¢inku

Mechanismem ucinku je inhibice syntézy bunééné stény polymerizaci arabinosy v
bunécné sténé¢ mykobaktéria (mistem ucinku je arabinofuranosyltransferasa, jez
katalyzuje biosyntézu lipoarabinomannanu, nezbytného pro zachovani integrity
mykobakterialni stény). Na Gc¢inku se zfejmé& projevuje chelatani schopnost této latky.

M3 bakteriostaticke plisobeni proti vétSiné mykobakteriim.

Nezadouci uéinky

Z nezédoucich ucCinki se muze objevit kozni alergickd reakce, neuritida zrakového

nervu aZ poskozeni sitnice, kterd ustupuje po vysazeni etambutolu, dale hyperurikémie.

Pouziti
Pouziva se zejména v ptipadech, kde na kombinaci isoniazid/rifampicin/pyrazinamid
vznikla na jednu z téchto slozek rezistence. Dale k 1é¢bé infekce vyvolané M.avium

komplexem u pacientli se syndromem ziskané imunodeficience.
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Rifampicin

Charakteristika

Rifampicin je ansamycinové baktericidni antibiotikum odvozené od rifamycinu B, ktery
byl izolovan ze Streptomyces mediterrani. Vyznacuje se velmi Sirokym spektrem
ucinku zahrnujicim grampozitivni, gramnegativni, aerobni i nékteré anaerobni
mikroorganismy, chlamydie a rickettsie. Rifampicin piisobi baktericidné na délici se i

na klidova stadia mykobakterii.

Mechanismus uéinku

Inhibuje prokaryotickou DNA-dependentni RNA polymerasu, (enzym nutny pro
syntézu RNA), pusobi baktericidné i na klidova stadia mykobakterii (sterilizujici

ucinky).

Nezadouci uéinky

Ojedinéle se vyskytuji vyrazky, trombocytopenie, nefritidy, poruchy jaternich funkci,

neskodné oranZové zbarveni moci, potu a slz.

Pouziti
Pouzivd se v kombinaci s jinymi antituberkulotiky (pfedev$im isoniazidem nebo
ethambutolem) k 1é¢b¢ vSech forem a stadii tuberkulozy. Mize byt pouzit i pii atypické

tuberkul6ze a onemocnéni leprou v kombinaci predevsim s isoniazidem.
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Streptomycin

O OH

CHO o
Hsc Q

NH
OH H i
OH o9
OH NH,
CH,OH NH
R=—N —<
H
NH,
OH  NHCH,

Charakteristika

Streptomycin je aminoglykosidové antibiotikum izolované v roce 1944 ze Streptomyces
griseus, v soucasné¢ dob¢ pouzivané pouze k terapii TBC. Vzhledem ke zna¢nému
nariistu rezistence se pouziva vyhradné v kombinaci s dal§imi antituberkulotiky a
nckterymi autory jiz neni fazen mezi antituberkulotika prvni fady. Je zna¢né toxicky, po

peroralnim podéni se nevstiebava.

Mechanismus ucéinku

Antibakterialni u€inek streptomycinu je dan inhibici proteosyntézy. Vyvoldva poruchy
dekddovani mRNA vazbou na 30 S ribosomy. To vede k inkorporaci nespravnych
aminokyselin do polypeptidového fetézce a tim ke znehodnoceni syntetizované
bilkoviny. V nizSich koncentracich je efekt bakteriostaticky, pfi pouziti vySSich
koncentraci vadné nasyntetizované bilkoviny zpiisobi zvySeni permeability bunétné

membrany, efekt je baktericidni.

Nezadouci uéinky

Nejvaznéjsimi nezddoucimi ucinky jsou ototoxicita a nefrotoxicita. Streptomycin plisobi
toxicky na VIII. hlavovy nerv, nervus statoacusticus. Poskozeni se projevuje nejprve
postizenim vestibuldrniho aparatu a muze koncit az hluchotou, pii které¢ vsak pacient
navic vnima rusivé Selesty. Dale mize streptomycin zplsobit kozni alergické reakce,

neutropenii, trombocytopenii, agranulocytozu.

Pouziti
Pouziva se vyhradné¢ v kombinaci s dalS§imi antituberkulotiky, dale také k lécbé

bakterialni endokarditidy, brucelozy a tularémie. Aplikace je i.m., popf. intrathekalni.
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Pyrazinamid (amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny)'

Charakteristika

Pyrazinamid je vyznamné 1éCivo, které spolu s isoniazidem a rifampicinem tvoii zaklad
moderni terapie TBC. Pyrazinamid umoziiuje zkratit dobu terapie TBC z pivodnich 9 -
12 mésicti na 6 mésici, protoze usmrcuje v lozisku spici mykobakterie. Pyrazinamid se
vyznacuje neobvyklymi vlastnostmi. Je aktivni v kyselém prostiedi kasedznich loZisek
(pouze v kyselém pH dochédzi k hromadéni pyrazin-2-karboxylové kyseliny, aktivni
formy parazinamidu). Pozoruhodna sterilizujici aktivita proti Mycobacterium
tuberculosis vsak nebyla pozorovana za podminek blizkym neutralnimu pH. Pusobi
tedy tam, kde jsou ostatni 1é¢iva neucinnd. Odlisna antibiotika jsou Uc€inna proti
rostoucim aktivnim mykobakteriim, naopak pyrazinamid je proti rostoucim
mykobakteriim méné¢ uclinny, ale je vice ucinny proti starym nerostoucim

mykobakteriim.

Mechanismus ucéinku

Uplynulo jiz vice nez 50 let od objeveni této slouceniny, ale mechanismus Uc¢inku je
narozdil od ostatnich antituberkulotik méné znam. Pyrazinamid je prolécivo, které je
bakteridlni nikotinamidasou/pyrazinamidasou pfeménén na aktivni pyrazin-2-
karboxylovou kyselinu. M. tuberculosis se vyznaCuje vysokou vnimavosti viaci
pyrazinamidu, nebot’ postrada eflux pyrazin-2-karboxylové kyseliny. Zatimco pfirozené
rezistentni M. sSmegmatiS ma vysokou schopnost rychle vylu¢ovat pyrazin-2-
karboxylovou kyselinu z bunky ven.

Bylo pozorovano, Ze za pfitomnosti pyrazin-2-karboxylové kyseliny v kyselém
prostfedi je vyznamné redukovan uptake uracilu a methioninu, ¢imz dochézi ke snizeni
syntézy RNA a proteinil. Inhibici syntézy RNA a proteinii a uptake serinu dochéazi k
naruseni membranového potencidlu, ktery je nutny pro membranovy transport. Cilovym
mistem plsobeni pyrazinamidu a pyrazin-2-karboxylové kyseliny je tedy bunécna

membrana, ve které dojde k naruSeni jeji funkce a membranového transportu.
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role kyselého pH, které usnadiiuje vytvareni protonizované pyrazin-2-karboxylové
kyseliny, jeji pranik skrz membranu a naslednou kumulaci aniontt a kationtii kyseliny
uvniti v butice.

Ve studii uvedené v Gasopise JAC'! je popsan jesté dalsi vyznam kyselého pH, které
potencuje ucinek pyrazinamidu a jeho schopnost snizovat membranovy potencial v
jinych bakteriich. Tento fakt nebyl v kontextu s pyrazinamidem dfive pozorovan, az do
t¢ doby nez bylo poukidzano na schopnost pyrazinamidu snizovat membranovy
potencidl. Pyrazinamid je vice aktivni proti starym bakteriim, nez proti Cerstvym
mladym bakteriim. Zkracuje dobu terapie TBC schopnosti zabijet nereplikujici
»polospici bakterie v kyselém prostfedi. Provedena studie poskytuje vérohodné
vysvétleni. Staré nebo ,,polospici bakterie nemaji aktivni metabolismus a ztraceji
zasoby energie, tim dochdzi ke snizovdni membranového potencidlu. Nizky
membranovy potencial ve starych a nereplikujicich mykobakteriich spolu s deficitem
mechanismu efluxu pyrazin-2-karboxylové kyseliny a dale s relativné nizkou schopnosti
udrzovat membranovy potencial tvofi slabinu (Achilovu patu) pro atak pyrazin-2-
karboxylovou kyselinou v kyselém prostiedi. Buniky pak zanikaji na zakladé poskozeni
membranového potencialu, nikoliv na pH gradient. Membranovy potencial je totiz
nutny pro syntézu ATP F1FgATPasou, vysledkem je pak pokles syntézy ATP ve starych

a spicich mykobakteriich, které jiZ samotné maji nizkou zasobu energie.

Nezadouci uéinky

Hlavnim neZadoucim ucinkem je hepatotoxicita, 1ékova hore¢ka a hyperurikémie.
Riziko poskozeni zéavisi na davce a dobé podavani. Déale mlZe zplsobit nauzeu a

zvraceni, bolesti hlavy a Zaludku, nespavost, zavraté nebo alergické kozni reakce.
Pouziti

Pyrazinamid se pouziva v inicidlni fazi TBC. Jeho podédni zkracuje celkovou dobu

1écby.”
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1.6.3. Antituberkulotika II. Fady

Mezi antituberkulotika II. fady se zatazuji slouceniny, které se pouzivaji v 1€cbé
mykobakterioz, popf. pfi vzniku rezistence na antituberkulotika I. fady. Tyto latky jsou

vsak mén¢ efektivni a maji vice nezadoucich uc¢ink.

Paraaminosalicylova kyselina

COOH
OH

NH,

PAS ptedstavuje chemoterapeutikum, které je chemicky blizké sulfonamidim.
Mechanismus u¢inku neni zcela vyjasnén, pfedpoklada se urcity vliv na salicylat-
dependentni biosyntézu. Podava se p.o. ve vysokych davkach (8 - 12 g denn€). Takto
vysoké davky jsou Spatné snaseny. Pomérn¢ Casto se objevuje anorexie, nauzea, paleni
v epigastriu, vzacné peptické viedy. Vysoké koncentrace v moc¢i mohou vést ke
krystalurii (nutné alkalizace moci). Mezi dal$i nezadouci U¢inky patfi hypersenzitivita
(pt. vyrazky). PAS je prileZitostn€ vyuZzivana pro terapii tuberkuldzy zplsobené

multirezistentnimi kmeny mykobakterii.”

Makrolidy

klaritromycin

Makrolidy jsou skupina antibiotik odvozenych od erytromycinu (zakladem struktury je
14-¢lenny makrocyklicky lakton s pfipojenymi cukernymi zbytky). Nové&jsi derivaty se
od erytromycinu 1isi ve velikosti a substituci laktonového kruhu (pt. Klaritromycin,

roxitromycin, azitromycin, rokitamycin a spiramycin).
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Mechanismem ucinku je inhibice bakterialni proteosyntézy (vazbou na 50S podjednotku
ribosomu zpusobuji disociaci peptidyl t-RNA). Podavaji se stejné¢ jako PAS p.o. ve
vysokych davkach (8 - 12 g denné), s ¢imz souvisi i podobné nezadouci u¢inky (nauzea,
zvraceni, prijem...).

Jedna se o Sirokospektra antibiotika inhibujici rist mykobakterii, avSak zddné z nich
nevykazuje dostate¢né vysokou antituberkulotickou aktivitu. Pfi monoterapii dochazi ke

. . . P 159
vzniku rezistence, proto se doporucuje pouzivat je v kombinacich.

Cykloserin

Cykloserin predstavuje strukturni analog aminokyseliny D-alaninu se Sirokym
antibakterialnim ucinkem vcetné inhibice M. tuberculosis. Blokuje biosyntézu
peptidoglykanu inhibici enzymu D-alanin racemasa a D-alanin synthetasa. Ma zna¢né

r v . v s v 7 7w 5
omezené pouZziti pro zavazné nezadouci ucinky v CNS.

Klofazimin

Klofazimin pfedstavuje derivat iminofenazinu. Ma vysokou schopnost hromadit se v
monocytech, navic ma 1 protizanétlivy ucinek. Toto baktericidni chemoterapeutikum je
velmi dobfe rozpustné v tucich a ma proto velmi dlouhy biologicky polocas (70
dnt).Vyznaéuje se incidenci rezistence. Uinkuje predevsim proti lepie, uplatiiuje se i v

terapii n&kterych mykobakterioz zpisobenych M. intracellulare.>*
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Fluorochinolony (ciprofloxacin, ofloxacin)

O V HC O ) AKCHS

N N

COOH F COOH

T

ciprofloxacin ofloxacin

Fluorochinolony pfedstavuji syntetické derivaty kyseliny nalidixové. Mechanismus
ucinku chinolonovych antibakteridlnich latek spociva v inhibici specifické bakteridlni
gyrasy. Celkové¢ jsou snaseny pomérné dobie, Z nezddoucich ucinkt se Castéji vyskytuji
nauzea, zvraceni, prijem, bolesti hlavy, vzacné fotosenzitivita, nervové a psychické
poruchy, zanéty Slach a srdecni arytmie.

Ciprofloxacin a ofloxacin maji Siroky antimykobakteridlni Uc¢inek, zejm. proti M.

tuberculosis a M. avium.®

Thionamidy (ethionamid, protionamid)

N R
N

~=

S NH,
ethionamid (R= ethyl)
protionamid (R= propyl)

Ethionamid a protionamid se fadi mezi thioamidy kyseliny isonikotinové. Jejich uc¢inek
spociva v inhibici syntézy mykolovych kyselin v buné¢né sténé¢ mykobakterii. Jedna se
o relativné toxicka bakteriostatickd antituberkulotika, od jejichZ pouzivéani se ustoupilo
v 70. a 80. letech dvacatého stoleti. Maji omezeny vyznam pii 1é€be€ plicni a mimoplicni
TBC, u niZ se podavaji vzdy v kombinaci s jinymi antituberkulotiky. Ethionamid se
pouziva v piipadé rezistence na antituberkulotika I. fady, a rovnéZ v terapii proti
Mycobacterium avium komplexu u pacientd se syndromem ziskané imunodeficience v

v L . 1
piipadg rezistence na 1é&iva prvni volby.™
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Aminoglykosidy (kanamycin, amikacin)

Kanamycin OH
HO o
R H,N
HO 0 OH
HO 0
R’ HO NH;
O
H,N
R R’
Kanamycin A NH, OH
Kanamycin B NH, NH,
Kanamycin C OH NH,

Kanamycin je antibiotikum izolované ze Streptomyces kanamyceticus. Je to pomérné
silna baze, pouziva se ve form¢ siranu. Velmi malo se vstiebava po peroralni aplikaci.
Chemicky se jedna o smé&s prevazné tii latek: kanamycinu A,B a C, které se li$i poCtem,
resp. polohou aminoskupin na jedné cukerné slozce.

V komeréné dostupnych pfipravcich prevazuje nejméné toxicky kanamycin A.
Mechanismus u&inku a nezadouci G&inky jsou obdobné jako u streptomycinu.™®

Amikacin

)J\/\/NHZ
N

H

O...

H,N H

Od kanamycinu je odvozeny jeho polysynteticky derivat amikacin [(1-N-4-
amino-2-hydroxybutyryl)kanamycin A]. Tato chemicka modifikace vede k chranéni
mista molekuly nejrychleji napadaného bakteridlnimi inaktivaénimi enzymy a diky
tomu méa amikacin prodlouZeny biologicky poloc¢as a je G€inny i proti bakteriim
rezistentnim na ostatni aminoglykosidova antibiotika. Je také méné ototoxicky, ale
bohuzel ma nizsi antibakteridlni aktivitu (je potfeba velmi vysokych davek), coz znacné

limituje jeho terapeutické vyuziti.*
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Derivaty rifamycinu (rifabutin, rifapentin)

CH, CHs

rifabutin rifapentin

vvvvvv

Norcardia mediterrani. Je to smés latek, oznacovanych jako rifamyciny A-E, z nichz
nejdilezitéjsi je rifamycin B. Neni sice pfimo vhodny pro terapeutické pouziti, ale stal
se zakladem pro pfipravu polosyntetickych derivatt, které dnes maji vyznamnou pozici,
predevs§im v terapii TBC. Prvnim polysyntetickym derivatem vyuzivanym klinicky byl
rifampicin, uvedeny na trh v roce 1952. Dodnes ptedstavuje 1é¢ivo prvni volby v terapii
mykobakteridlnich infekci (viz. vySe). Nov¢jsi rifamyciny byly do klinické praxe
zavedeny az asi 25 let po rifampicinu. V soucasné dobé se terapeuticky vyuzivaji
rifabutin a rifapentin. Jsou U¢inng&;si a maji delsi biologicky polocas a tedy jednodussi

davkovani. BohuZzel mezi v§emi rifamyciny existuje zkiiZena rezistence.'”
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1.6.4. Latky ve vyvoji

V soucasnosti jsou vyvinuty nové latky, od kterych se ocekdva vyznamnéjsi zména v

terapii TBC, fadime sem: ™

moxifloxacin - probiha jiz klinické zkousSeni

SQ-109 (nova generace etambutolu) - prechazi do klinické faze testovani

diarylchinolony - ptechazi do klinické faze
PA-824 (nitroimidazoly) - v preklinické fazi zkousek

X Fluorochinolony (moxifloxacin)

Jedna se syntetické derivaty kyseliny nalidixové. V terapii se v soucasnosti pouzivaji

jako antituberkulotika druhé tady ciprofloxacin a ofloxacin.

Vlastnosti:  bez zkiizené rezistence s ostatnimi antituberkulotiky,

obykle se pouZzivaji v terapii TBC zplsobené multirezistentnimi kmeny

mykobakterii.

Relativni antituberkulotickd aktivita fluorochinolonu:

nejvyssi: gatifloxacin, moxifloxacin a sparfloxacin
sttedni: levofloxacin

niz§i:  ciprofloxacin, ofloxacin

Tabulka 2. Charakteristické rysy fluorochinolont:

LT Biologicky MIC Peak v séru
poloc¢as (h) (umoll/l) po p.o. podani(h)
ciprofloxacin 750 4 2,0 2,3
ofloxacin 400 7 2,0 4.6
levofloxacin 500 7 1,0 6,0
sparfloxacin 400 20 0,5 1,3
gatifloxacin 400 7 0,5 4.4
moxifloxacin 400 12 0,5 4,5

22




<> Nova generace etambutolu (SQ-109)

Etambutol - vlastnosti: OH

70 - 80 % absorpce po p.o. podani,

biologicky polo¢as 3 - 4 hodiny, _~_—N o N -~

bakteriostatické plisobenti,

-=||II\

\IIIHI

sérovy peak po 2 - 4 hodinach (p.o.), HO

pouzivana davka je 25 mg/kg prvni dva

mésice, v pokraCovaci fazi terapie EMB
nasleduje podavani 15 mg/kg.

Mechanismus uc¢inku:inhibice syntézy bunécéné stény

SQ-109 - vlastnosti: Me Me

vysoka biologickd )\/\/1\/\ H
Me = = N N N

dostupnost po p.o. podani,

zakoncentrovani v plicich, "

dlouhy biologicky polocas, 5Q109

ekvivalentni aktivita k

etambutolu v koncentraci 1:100, baktericidni plsobeni, ucinny proti rezistentnim

mykobakteriim, netoxicky v davce 1000 mg/kg, plné patentovana ochrana.

Mechanismus ucinku: ovlivituje enzymy, které jsou dulezit¢é pro zaplétani

dlouhych fetézcli mastnych kyselin

> Diarylchinolony

Nejvyznamnéjsi latkou je R207910.

Mechanismus u¢inku: ovlivnéni ATP

synthasy M. tuberculosis.
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<> Nitroimidazoly (PA-824)
Vlastnosti:  silna baktericidni aktivita,
uzké spektrum ucinku (TBC specificke),
nad¢jna ucinnost- srovnatelnd s isoniazidem na zvitecich modelech,

pusobi i na latentni formy M. tuberculosis (nereplikujici).

A~

N
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Vlastnosti pyrazinového jadra

Pyrazin (1,4-diazin) pfedstavuje vysoce symetrickou molekulu. Pyrazinovy kruh

1ze znazornit jako rezonan¢ni hybrid struktur (a - d).

Q-0 -0 -0

N

a b c d
Jedna se o slabé aromatickou slouceninu. Svymi vlastnostmi se bliZi vlastnostem

terciarnich alifatickych amind.

Srovnani aromaticity benzenu s nékterymi dusikatymi heterocykly: 13

Slouc¢enina % aromaticity
Benzen 100
Pyridin 82
Pyridazin 65
Pyrimidin 67
Pyrazin 75

Pyrazin se chova jako slaba dvojsytna baze, v porovnani s ostatnimi diaziny a

pyridinem je v8ak bazi nejslabsi.

Srovnani bazicity néktervch dusikatych heterocykh'i:14

Slouéenina pKa (1.stupen)
Pyridin 5,20
Pyridazin 2,33
Pyrimidin 1,30
Pyrazin 0,65

Z hodnot hustoty m-elektronti v pyrazinovém a pyridinovém kruhu je zfejmé, ze

hustota n-elektronti je zvySena na dusikovych atomech, zatimco na uhlikovych atomech
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je hustota vyrazné mensi. Vypocitané hodnoty se od naméfenych hodnot témeft nelisi. Je

patrné, ze hustoty m-elektronti na a-uhlicich pyrazinu a pyridinu jsou velmi podobné a

1ze ocekavat 1 podobnou chemickou reaktivitu a-substituovanych pyrazinti a pyridinu.15

-0,082 -0,100
N N
[/ ] +0,041 N + 0,049
|
NS ~/-0,010
N
+0,021

Meziatomové vzdalenosti u pyrazinu a ostatnich diazinti jsou sice podobné, ale
poloha druhého dusikového atomu znac¢né ovlivni geometrii molekuly. V piipade
pyrazinamidu je pyrazinovy kruh planarni, vzdalenost C-N je 13,48 nm, C-C potom
13,83 nm. Vlivem amidové skupiny dochazi k protazeni pyrazinového jadra, takze uhel

sevieny N*, a- a B- uhlikem je o 5° ostiej§i neZ u nesubstituovaného pyrazinu.”
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IC spektra pyrazini a N-oxidl pyrazinu vykazuji &ty¥i roztazené v-vibrace v
oblasti 1600 - 1370 cm™. Vibrace v rozmezi 1600 - 1575 cm™ ma riiznou (vétsinou
slabou) intenzitu, v oblasti 1520 - 1500 cm! slabou a7 stfedni intenzitu, v oblasti 1500 -
1465 cm™a 1420 - 1370 cm™ se nachéazeji vibrace stfedné silné intenzity. Valencni
vibrace N-oxidii se objevuji v oblasti 1350 - 1260 cm™ a maji silnou intenzitu. U
monosubstituovanych pyrazind se vyskytuje jesté silny pas v oblasti 1060 - 1040 cm™ a
1030 - 1010 cm™. Navic maji pyrazinové derivaty je§té mimorovinné v(C-H) vibrace
kruhu v oblasti 860 - 800 cm™. U nesubstituovaného pyrazinu tato vibrace klesa pod
800 cm™. Substituenty s -M efektem posunuji hodnoty vino&tu vibraci k vy$$im mezim,

substituenty s +M efektem tyto hodnoty snizuji.

Piiklady hodnot vlnodéta a vibraci pyrazinovych derivatu: 16

Slouéenina v pyrazinového kruhu 6(C-H)
2-aminopyrazin 1590 | 1535 | 1488 | 1430 | 1175 - 1059 | 1005 814
2-methylpyrazin - - - - - - - - 824

2-chlorpyrazin 1560 | 1522 | 1462 | 1387 | 1175 | 1133 | 1048 | 1009 839
2-pyrazinkarbonitril - - 1464 | 1401 | 1176 | 1148 | 1147 | 1013 851
2-pyrazinkarboxamid | 1585 | 1530 | 1485 | 1379 | 1181 | 1164 | 1054 | 1025 869
pyrazin - - 1488 | 1414 | 1150 | 1130 | 1063 | 1018 784

Pyrazin, podobn¢ jako ostatni diaziny, nepodléhd snadno -elektrofilnim
substitucim, napf. Friedel-Craftsovym aromatickym substitucim. P¥imy elektrofilni atak
je ztizen induktivnim efektem dusikovych atomil pyrazinu a tedy existenci rezonan¢nich
struktur, které jsou pfi¢inou kladného naboje na atomech uhliku heterocyklu.
Vyhodnéjsi jsou tedy substituce nukleofilni, obzvlast’ v ptipadé€, kdy se pyrazinovy kruh
aktivuje pfevedenim na N-oxid. Z preparativniho hlediska je vyznamna nukleofilni

substituce protonovanych heteroaromatickych bazi riiznymi typy radikali.”
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2.2. Priprava N- oxidu pyrazinu

N-oxid pyrazinu se pfipravuje pomoci peroxidu vodiku v prostfedi kyseliny
octové. V zavislosti na délce zahtivani, teploté a molarni koncentraci peroxidu vodiku

piechdzi pyrazin na 1-mono- nebo 1,4-dioxid."

3 2
2 mol 30% HO, /AcOH RIN\:[R
8 hod. 70 °C e
R °N7 "R

R? Ny R |+

T :
= -
R ONT R

O
3 I + 2
4 mol 30% HO, /AcOH R N R
| AN
16-24 hod. 95 °C I /:[ 1
R l}l + R
o-

2.3. Halogenace pyrazinového jadra

Halogenpyraziny ptedstavuji dilezitou skupinu sloucenin v chemii derivatt
pyrazinu, protoze umoznuji piipravu fady jinak nedostupnych derivati diky snadné
zaméné atomu halogenu za nukleofil.

Halogenderivaty lze pfipravit tfemi klasickymi zplsoby:

a) ptimou reakci pyrazinu s halogenem v plynné fazi,

b) zaménou hydroxylu ¢i aminoskupiny na pyrazinovém jadie halogenem

ptsobenim chloridu ¢i bromidu fosforylu,

C) nejcastéjsi zpusob- nukleofilni halogenace N-oxidu pyrazinu s chloridem

fosforylu, ktera probiha nejvice do polohy 2, mén¢ pak do polohy 3
(pfi 105 °C, zahfivéni 2 hodiny).?

Na POCI, N\ AN AN - +
| — | -— | H — | + POCI +H
— ~ —
N N N ) N7 e
o" o. Cl O] Cl
//P\C| //P\C|
@) @)
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2.4. Priprava acylhalogenidt

Acylhalogenidy jsou pro svou velkou reaktivitu velmi dilezitymi funkcénimi
derivaty kyselin. Ze vSech acylhalogenidi maji nejvétsi vyznam acylchloridy.

K ptiprave acylhalogenidii se pouziva reakce kyselin s halogenidy fosforu a siry:
chloridem fosforecnym, chloridem fosforitym a chloridem thionylu. Nékdy je vhodnym
¢inidlem pro prevadéni kyselin na acylchloridy fosgen, popt. chlorid kyseliny stavelové

a pro préci s citlivymi kyselinami benzoylchlorid."®

COOH COcCl

N N
N N
[

V pfipadé€, ze neni mozné prebytek thionylchloridu oddestilovat pro blizké
teploty varu thionylchloridu a vzniklého acylchloridu, odstrani se piebytecny

thionylchlorid pfidavkem kyseliny mravenci podle nasledujici rovnice:

HCOOH + socCl, —> CO+ SO, + 2 HCI

2.5. Priprava anilida karboxylovych kyselin

Zavedeni pyrazinamidu do terapie tuberkuldzy podnitilo Siroky a dlouhodoby
vyzkum ve skupiné pyrazinkarboxylovych kyselin, ktera tak ptedstavuje v chemii
derivath pyrazinu nejlépe prostudovanou skupinu.

Substituované amidy pyrazinkarboxylovych kyselin 1ze pfipravit:

A) reakcei kyseliny - Kyselina se pfevede na stl s amoniakem, resp. s primarnim ¢i
sekundarnim aminem, nasleduje tepelny rozklad (za teploty kolem 200 °C). Timto

zpiisobem lze ziskat primarni, ale 1 sekundarni a tercidrni amidy:9

o NH, O 200°C
R% —= > rA4 ———= = R + H,0
OH ONH, NH
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B) reakci funk¢nich derivata kyseliny (vyhodnéjsi cesta piipravy):

1. Aminolyza esterii pyrazinkarboxylovych kyselin

Provadi se za zvySené teploty zahfivanim smési esteru pyrazinkarboxylové kyseliny s
primarnim ¢&i sekundarnim aminem. Casto je rovnovéha ve prospéch amidu posouvana

oddestilovanim volného alkoholu.

NH O
COOC,H, N

X NH
.
- C,H.OH =

2. Aminolyza anhydrida kyselin
Anhydridy davaji amidy za mirnéjSich podminek nez volné kyseliny, a to vétSinou jiz za

studena.

NH

O] o ) O
N N N
~ 0] =~ X NH
N N COOH =
N N N

Y

3. Reakce chloridu kyseliny s primarnimi ¢i sekundarnimi aminy

(nejpouzivanéjsi metoda)

K vazani uvolnéné kyseliny se do reakce ptidava pyridin (akceptor protontl) nebo jiny
terciarni amin, jinak uvolnény chlorovodik vyvaze v reakci pouZity priméarni c¢i

sekundarni amin.’

N COClI
~N ~N NH
| + — |
— -HCI —
N R N
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pristroje a chemikalie

U pouzitych chemikalii byly ovéteny fyzikalni konstanty, rozpoustédla byla pied
pouzitim vysusSena a ¢iSténa obvyklym zplsobem.

Latky pro analyzu byly pteciStény krystalizaci s aktivnim uhlim.

Prubéh reakcei a Cistota latek byly sledovany pomoci tenkovrstvé chromatografie
na deskach SILUFOL UV 254 (Kavalier, Votice, CR) za pouziti vyvijeci soustavy
toluen-aceton (1:1). Derivaty pyrazinu obsahujici volnou karboxylovou skupinu byly
vyvijeny v soustavé propanol-amoniak (2:1). Detekce byla provadéna UV svétlem o
vinové délce 254 nm.

Teploty tani byly stanoveny na mikrovyhievném stolku BOETIUS PHMK 05
(VEB KOMBINAT NAGEMA, VEB Wigetechnik RAPIDO, Radebeul, DDR) a jsou
nekorigované.

Elementarni analyzy CHN na analyzatoru EA1110CE (Fisons Instruments
S.p.A., Milano) provedla pani Hronovd na KFCHKL.

Infracervend spektra byla zméfena pani Vencovskou na KAOCH FaF UK na
spektrometru Nicolet Impact 400. Latky pevného charakteru byly méfeny v tabletach
bromidu draselného (navazka 0,7 mg latky na 200 mg KBr), vinocty jsou uvadény
vem™,

'H a ¥C NMR spektra byla méfena na pfistroji Varian Merkury— VX BB 300
(299,95 MHz—*H and 75,43 MHz— *C) Bruker Comp. (Karlsruhe, Némecko). Mé&feni
provedl a spektra vyhodnotil doc. PharmDr. J. Kune§ z KAOCH FaF UK. Chemickeé
posuny jsou vztazeny k Si(CHzs)4.

Log P sloucenin byl vypoéten pomoci programu ACD/logP ver. 1.0 (Advanced

Chemistry Development Inc., Toronto).

31



3.2. Schéma provadénych reakci

3.2.1. Priprava vychozich pyrazin-2-karboxylovych kyselin

CONH, CONH, N COOH
- + =
CY T e [ T o
'|\1+
><COOH AgN03 O- O-
NH,S,0, OH /H"
POCI,
| AN
Ty
=
)g N N

AgNO

COOH 3
OH Ht ><
‘ NH,S,0,

COOH Cl N COOH
\ AN
N N

3.2.2. Priprava vlastnich anilida

NH,
XNy ~COOH socl, XNy ~cocl XNy ~CONH
| — - | — T | j/
N N NG -
X=H,Cl
R = H, terc-butyl
R'= 2-F, 4-SH
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3.3. Priprava pyrazin-2-karboxylové kyseliny

(J

30 g (0,24 mol) amidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny se smichalo se 112 ml

COOH

10% roztoku hydroxidu sodného. Vznikld smés se vafila se asi dvé hodiny. Roztok se
okyselil 15% kyselinou chlorovodikovou. Vyloucené krystaly pyrazin-2-karboxylové
kyseliny se odsaly a ptekrystalizovaly z vody.

Molekulova hmotnost: 124,1
Teplota tani: 223 - 225°C

(dle literatury™: 222 — 225°C za rozkladu)
Vytézek: 28,7 g (96 % teoretického vytézku)

3.4. Priprava 4-oxidu amidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny

N
N
LT
NG
O.-

CONH,

K roztoku 170 ml (5,55 mol) 30% peroxidu vodiku ve 260 ml (4,55 mol) ledové
kyseliny octové se po ¢astech ptidalo 64,0 g (0,52 mol) amidu pyrazin-2-karboxylové
kyseliny. Smés se zahtivala na 70 °C a poté se teplota udrZovala na 70 - 80 °C po dobu
Sesti hodin. Po ochlazeni se reakéni smés ponechala pfes noc v lednici. Vyloucené

krystaly se odsaly, promyly vodou a ethanolem. Krystalizace se provadéla z vody.

Molekulova hmotnost: 139,1
Teplota tani: 303 °C (za rozkladu),

(dle literatury®®: 300 °C, 302 - 305 °C za rozkladu)
Vytézek: 29,55 g (40,3 % teoretického vytézku)
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3.5. Priprava 4-oxidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny

N
AN
[T
NG
o

COOH

29,55 g (0,21 mol) 4-oxidu amidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny se osm hodin
zahtivalo k varu s 200 ml (0,50 mol) 10% roztoku hydroxidu sodného. Vyloucené
krystaly sodné soli 4-oxidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny se odfiltrovaly a poté
rozpustily ve 100 ml horké vody. Roztok se opét zfiltroval a za horka se okyselil

10%Kkyselinou chlorovodikovou na pH 3. Vylouéeny produkt byl krystalizovan z vody.

Molekulova hmotnost: 140,1
Teplota tani: 202 —203,5 °C

(dle literatury®:: 212 — 213 °C)
Vytézek: 25 g (85 % teoretického vytézku)

3.6. Priprava 5-terc-butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny

36,9 g (0,3 mol) pyrazin-2-karboxylové kyseliny se rozpustilo v 60 ml vody

COOH

zahtaté na 80 °C. K roztoku se ptidalo 5,1 g (0,03 mol) dusi¢nanu stiibrného a 30,64 g
(0,3 mol) kyseliny pivalové. Smes se intenzivné michala jednu hodinu v trojhrdlé bance
a postupné se kni pfidaval po kapkach roztok 75,24 g (0,33 mol) peroxodisiranu
amonného ve 150 ml vody. Teplota reakéni smési se udrzovala v rozmezi 75-80 °C. Po
ochlazeni se smés zalkalizovala 10% roztokem hydroxidu draselného na pH 9. Vznikla

sraZzenina byla odséata. Vysledny produkt bilé barvy se nasledné piekrystalizoval z horké

vody.
Molekulova hmotnost: 180,1
Teplota tani: 117 °C
(dle literatury®?: 118 - 120 °C),
Vytézek: 44,5 g (82 % teoretického vytézku)
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3.7. Priprava 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny
Cl._ _N.__COOH
oy
N/

14 g (0,1 mol) 4-oxidu 2-pyrazinkarboxylové kyseliny se smichalo s 45,6 ml
(0,5 mol) chloridu fosforylu. Smés se zahtala na teplotu 40 - 50 °C, poté teplota
samovolné stoupla na 105 °C. Asi po 15 minutach doslo k ukonceni reakce a obsah v
baiice byl ochlazen na 10 - 15 °C. Reak¢ni smés byla opatrné po malych ¢astech vylita
na led tak, aby teplota pti hydrolyze neptestoupila 50 °C. Nezreagovany chlorid
fosforylu se reakci s vodou rozlozil, coz bylo spojeno s uvoliiovanim tepla. Vznikly
vodny roztok se kontinudlné extrahoval chloroformem, rozpoustédlo bylo nésledné

oddestilovano. Vysledny produkt se piekrystalizoval z vody.

Molekulova hmotnost: 158,5
Teplota tani: 153 °C

(dle literatury®®: 154 - 155 °C)
Vytézek: 10,3 g (65 % teoretického vytézku)

3.8. Priprava 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové

Cl N COOH
| X
J
N

6,30 g (0,042 mol) 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny, 0,76 g (0,0042 mol)

kyseliny

dusi¢nanu stiibrného, 4,28 g (0,042 mol) kyseliny pivalové se smichalo a zahtalo na 80
°C. Tato teplota se udrZovala po dobu 60 minut. V pribéhu reakce se pfiléval roztok
10,58 g (0,0042 mol) peroxodisiranu amonného ve 30 ml destilované vody. Po

ochlazeni se roztok zfiltroval a filtrat se poté piekrystalizoval z vody.

Molekulova hmotnost: 2146l
Teplota tani: 107 - 110 °C

(dle literatury?*: 108 - 110 °C)
Vytézek: 4,59 g (51 % teoretického vytézku)
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3.9. Obecny postup pripravy anilida substituované

pyrazin-2-karboxylové kyseliny

NH,
Rl

XNy ~COOH socl, X Ny_~cocl X«_Ny_~CONH

| — —~ 17

= = _

N N N o
X =H,Cl
R =H, terc-butyl
R = 2-F, 4-SH

3.9.1. Priprava chloridi substituované pyrazin-2-karboxylové kyseliny

0,005 mol substituované pyrazin-2-karboxylové kyseliny se rozpustilo ve 20 ml
vysuSeného toluenu v barice s kulatym dnem. Bailka byla opatfena zpétnym chladicem
suzavérem proti vniknuti vzdusné vlhkosti. K roztoku se pridalo 0,05 mol (5,5 g)
thionylchloridu. Vznikld smés se zahtivala pod zpétnym chladi¢em k varu pfi teploté
110°C 1,5 hodiny (byla pouzita parafinovd ldzen vyhiatd na 125 °C). Poté se
nezreagovany thionylchlorid oddestiloval za snizeného tlaku. Na zavér se ptidalo malé
mnozstvi toluenu pro azeotropni oddestilovani zbytku chloridu thionylu z produktu.

Surovy produkt v bafice se dale necistil a byl pouzit do dalsi reakce.

3.9.2. Obecny postup pripravy anilidi pyrazin-2-karboxylové kyseliny

0,0017 mol substituovaného anilinu se rozpustilo v 10 ml bezvodého acetonu v
Erlenmayerové bance opatiené magnetickym michadlem. K roztoku bylo pfidano
0,0017 mol (0,14 g) bezvodého pyridinu. Za stilého michani na elektromagnetické
michacce se po kapkach ptidaval roztok 0,0017 mol chloridu pyrazin-2-karboxylové
kyseliny v bezvodém acetonu.. Smés se michala asi jednu hodinu pfi laboratorni teplotg.
Poté se aceton oddestiloval za snizeného tlaku na rotacni vakuové odparce. Surovy
produkt byl piekrystalizovan ze smési voda:ethanol.

Nésledné se provedla kontrola pribéhu reakce pomoci TLC za pouziti vyvijeci

soustavy toluen:aceton (1:1). Na zavér se zméfila teplota tani ziskaného produktu.
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Pozn. Pfi  pouziti aminothiofenolu byl postup pfipravy anilidu
pyrazinkarboxylové kyseliny modifikovan. Reakce chloridu pyrazin-2-karboxylové
kyseliny s aminothiofenolem probihala pod atmosférou argonu. Divodem je nestabilita

aminothiofenolu v ptitomnosti vzdusného kysliku.
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3.10. Nové pripravené anilidy substituované

pyrazin-2-karboxylové kyseliny a jejich charakteristiky

1. 2-fluoranilid pyrazin-2-karboxylové Kyseliny

Vytézek 0,18 g (51 %)
M.h. 217,2
Sumarni vzorec C11HgFN3O
T 109-109,5°C
Re 0,82
vypo¢.: C 60,83 %, H 3,71 %, F 8,75 %, N 19,35 %, O 7,37
Elementarni analyza %

naméf.: C 60,66 %, H 3,99 %, N 19,3 %

3262 (N-H), 1676 (C=0), 1536 (C arom.), 1318, 1256,

IC spektrum (KBr), cm™ _
1099, 1020 (pyrazin)

§ 9.98 (1H, bs, NH), 9.51 (1H, d, J=1.5 Hz, H3), 8.67 (1H,

'H NMR d, J=2.5 Hz, H6), 8.62 ( 1H, dd, J=2.5 Hz, J=1.5 Hz, H5),
(300 MHz, CDCly) 8.55 (1H, td, J=8.2 Hz, J=1.9 Hz, H4"), 7.24-7.07 (3H, m,
H3', H5', H6")
5 160.7, 152.8 (d, J=244.6 Hz), 147.7, 144.6, 144.2, 142.5,
*C NMR (75 MHz, 125.8 (d, J=10.3 Hz), 124.8 (d overlapped, J=21.2 Hz),
CDCl3) 124.8

(d overlapped, J=9.7 Hz), 121.3, 115.0 (d, J=18.9 Hz)
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2. 2-fluoranilid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové Kyseliny

=
N F

Vytézek 0,07 g (22 %)
M.h. 251,7
Sumarni vzorec C11H-CIFN5O
T 77,5-78,5

Re 0,92

vypo¢.: C 52,50 %, H 2,80 %, Cl 14,09 %, F 7,55 %, N
Elementarni analyza 16,70 %, O 6,36 %
namér.: C 51,42 %, H 2,99 %, N 17,3 %

3368 (N-H), 1708 (C=0), 1538 (C arom.), 1388, 1325,

IC spektrum (KBr), cm™ _
1192, 1120 (pyrazin)

§9.65 (1H, bs, NH), 9.38 (1H, s, J=1.4 Hz, H3), 8.82 (1H,
s, J=1.4 Hz, H5), 8.50 (1H, t, J=1.4 Hz, H6"), 7.25 (1H, m,
H3"), 7.18 (1H, m, H5"), 7.10 (1H, m, H4").

'H NMR
(300 MHz, CDCl5)

[15159.5, 154.5, 151.3, 147.7 (d, J=7.5 Hz), 143.7, 142.1,
1255, 125.3 (d, J=3.5 Hz), 124.7 (d, J=3.5 Hz), 121.6,
115.1 (d, J=18.9 Hz).

3C NMR (75 MHz,
CDCls)
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3. 2-fluoranilid 5-terc-butylpyrazin-2-karboxylové Kkyseliny

N CONH
| N
=
N F

Vytézek 0,14 g (46 %)
M.h. 273,3
Sumarni vzorec Ci5H16FN3O
T, 98,2-99,7°C
R 0,91

Elementarni analyza

vypoc.: C 65,92 %, H 5,90 %, F 6,95 %, N 15,37 %, O
5,85%
naméf.: C 66,165 %, H 6,54 %, N 13,905 %

IC spektrum (KBr), cm™

3355 (N-H), 2969 (C alif.), 1693 (C=0), 1538 (C arom.),
1322, 1254, 1143, 1031 (pyrazin)

'H NMR
(300 MHz, CDCl5)

§9.97 (1H, bs, NH), 9.39 (1H, d, J=1.4 Hz, H3), 8.67 (1H,
d, J=1.4 Hz, H6), 8.56 (1H, td, J=8.2 Hz, J=1.7 Hz, H4"),
7.24-7.05 (3H, m, H3", H5", H6"), 1.49 (9H, s, CH3)

3C NMR (75 MHz,
CDCls)

§167.9, 161.2, 152.8 (d, J=244.3 Hz), 142.9, 141.2, 139.3,
126.1 (d, J=10.0 Hz), 124.7 (d, J=3.5 Hz), 124.6, 121.3,
115.0 (d, J=18.9 Hz), 37.1, 29.7
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4, 2-fluoranilid 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové Kyseliny

Cl N CONH
| N
=

N F

Vytézek 0,060 g (21 %)
M.h. 294,7
Sumarni vzorec C14H14CIFNSO
T 81,7°C

Re 0,95

Elementarni analyza

vypoc.: C 57,05 %, H 4,79 %, C1 12,03 %, F 6,45 %, N
14,26%, O 5,43 %
naméf.: C 56,17 %, H 5,54 %, N 13,91 %

IC spektrum (KBr), cm™

3385 (N-H), 2978 (C alif.), 1699 (C=0), 1532 (C arom.),
1259, 1149, 1057 (pyrazin)

'H NMR
(300 MHz, CDCl5)

§9.64 (1H, bs, NH), 9.23 (1H, d, J=1.4 Hz, H3), 8.50 (1H,
d, J=1.4 Hz, H6"), 7.22 (1H, m, H3"), 7.20 (1H, m, H5"),
7.08 (1H, m, H4"),1.55 (9H, s, CHa).

3C NMR (75 MHz,
CDCls)

§ 164.8, 159.9, 154.5, 151.2, 145.9, 140.8, 125.7 (d,
J=10.0 Hz), 125.1 (d, J=3.5 Hz), 124.6 (d, J=3.5 Hz),
1215, 115.1 (d, J=18.9 Hz)
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5. (4-merkaptofenyl)amid pyrazin-2-karboxylové Kyseliny

N CONH
| N
=
N SH

Vytézek 0,060 g (16 %)
M.h. 231,3
Sumarni vzorec C11HoN30OS

T 115-117°C

Re 0,76

Elementarni analyza

vypo¢€.: C 57,13 %, H 3,92 %, N 18,17 %, O 6,92 %, S
13,86 %
namét.: C 60,235 %, H 5,315 %, N 12,955 %, S 12,76 %

1

IC spektrum (KBr), cm’

3346 (N-H), 1681 (C=0), 1523 (C arom.), 1395, 1312,
1125, 1021 (pyrazin)

'H NMR
(300 MHz, CDCl5)

§9.75 (1H, bs, NH), 9.52 (1H, s, H3), 8.83 (1H, d, J=2.2
Hz, H6), 8.62-8.57 (1H, m, H5), 7.81-7.72 (2H, m, AA’,
BB’, H2', H6"), 7.60-7.52 (2H, m, AA", BB, H3", H5")

3C NMR (75 MHz,
CDCls)

0 160.7, 147.7, 144.7, 144.1, 142.4, 138.6, 138.1, 127.2,
119.8
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6. (4-merkaptofenyl)amid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

cl N CONH

AN
Ty T

N SH

Vytézek 0,086 g (26 %),

M.h. 265,7

Sumarni vzorec C11HsCIN3OS

T, 123-124°C

Re 0,91

vypoc.: C 49,72 %, H 3,03 %, CI 13,34 %, N 15,81 %,
Elementarni analyza 06,029%,S 12,07 %
naméf.: C 53,915 %, H 3,915 %, N 13,46 %, S 12,74 %

3368 (N-H), 1690 (C=0), 1519 (C arom.), 1402, 1313,

IC spektrum (KBr), cm™ _
1168, 1012 (pyrazin)

§9.41 (1H, bs, NH), 9.38 (1H, s, H3), 8.81 (1H, s, H5),
7.77-7.67 (2H, m, AA", BB’, H2’, H6), 7.58-7.48 (2H, m,
AA’, BB’, H3', HS")

'H NMR
(300 MHz, CDCl5)

*C NMR (75 MHz, 0 159.4,147.7, 147.4, 143.7, 142.2, 136.5, 133.2, 129.8,
CDCly) 120.6
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7.  (4-merkaptofenyl)amid 5-terc-butylpyrazin-2-karboxylové Kyseliny

Negnet

CONH

Vytézek 0,05 g (16 %)
M.h. 287,4
Sumarni vzorec Ci5H17N30OS
T 124°C

Re 0,93

vypoc.: C 62,69 %, H 5,96 %, N 14,62 %, O 5,57 %, S
Elementarni analyza 11,16 %

nameét.: C 63,345 %, H 6,435 %, N 11,64 %, S 12,425 %

3370 (N-H), 2962 (C alif.), 1690 (C=0), 1520 (C arom.),

IC spektrum (KBr), cm™ _
1399, 1313, 1239, 1142 (pyrazin)

'H NMR

smés latek
(300 MHz, CDCl5)
3C NMR (75 MHz,

smés latek

CDCly)
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8. (4-merkaptofenyl)amid 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové
kyseliny

CONH

cl | N\j/ ~ :
g N/ SH

Vytézek 0,059 (17 %)

M.h. 321,8

Sumarni vzorec C15H16CIN3OS

T, 80-81°C

Re 0,92

vypoc.: C 55,98 %, H 5,01 %, C1 11,02 %, N 13,06 %,
Elementarni analyza 04,97 %, S 9,96 %
namé¢ft.: C 56,35 %, H 4,31 %, N 12,55 %, S 1076 %

3368 (N-H), 2969 (C alif.), 1691 (C=0), 1518 (C arom.),

IC spektrum (KBr), cm™ _
1399, 1307, 1148, 1060 (pyrazin)

8"H NMR (300 MHz, CDCls) & 10.64 (1H, t, NH), 9.07

14 NMR (1H, t, H3), 8.01 (1H, d, H2"), 7.88 (1H, d, H6"), 7.58 (1H,
(300 MHz, CDCl5) d, H5"), 7.24 (1H, d, H3"), 3.35 (1H, s, SH), 1.55 (9H, s,
CHs)

3C NMR (75 MHz,

nebylo zméteno z divodu malého mnozstvi latky
CDCly)
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4. BIOLOGICKE HODNOCENI

4.1. Antituberkuloticka aktivita

Nové syntetizované derivaty pyrazinu byly testovany in vitro na ucinnost proti
Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv v ramci mezinarodniho programu ur¢eného pro
testovani novych antituberkulotik TAACF (Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and
Coordinating Facility). Antimykobakterialni aktivita se testuje na M. tuberculosis H37Rv
v BACTEC 12B mediu pouzitim BACTEC 460 radiometrického systému.”

% inhibice pri 6,25
Hg/ml
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Testovana latka ¢.
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4.2. Antifungalni aktivita

Dale byly nové syntetizované derivaty pyrazinu testovany in vitro na
antifungélni aktivitu na Katedie biologickych a lékatskych véd FaF v Hradci Kralové
doc. RNDr. Vladimirem Buchtou, CSc. se spolupracovniky.

Ptipravené slouceniny byly zkouSeny in vitro na antifungalni aktivitu pomoci
mikrodilu¢ni bujonové metody. Testovana latka byla dvojité fedéna v roztoku RPMI
1640 s glutaminem, roztok byl pufrovan na pH 7,0 pomoci 0,165 M roztoku MOPS.
Konec¢né koncentrace latek se pohybovaly v rozmezi od 1000 do 0,975 uM. Soucasti
testovani byly slepé pokusy (bez ucinné latky). MIC byly odecitdiny po 24 a 48
hodinach inkubace pfi teploté 35 °C. V ptipadé Trichophyton mentagrophytes byly MIC
zaznamenany po 72 a 120 hodinach. Inkubace probihala staticky, ve tmé, ve vlhkeé

atmosfétre. Odecitani vysledkli bylo provedeno vizudlné, fotometricky (od 540 nm).
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Pozn. RPMI 1640 = medium ( zkratka z angl. Rockwell Park Memorial Institute)
MOPS - systematicky: 3-(morfolino)propansulfonova kyselina.

Vybrané slouceniny byly testovany na aktivitu proti kmenu (kod, ¢islo):

Candida albicans ATCC 44859 (CA1) Trichosporon beigelii 1188 (TB)

C. tropicalis 156 (CT) Trichophyton mentagrophytes 445 (TM)
C. krussei E28 (CK2) Aspergillus fumigatus 231(AF)
C. glabrata 20/1 (CG) Absidia corymbifera 272 (AC)?®
Testovana ) _ Trichophyton mentagrophytes
Candida albicans ATCC 44859
latka 445
MIC/ICg
24 h 48 h 72 h 120 h
(pmol/l)
1 >500 >500 >500 >500
2 >500 >500 >500 >500
3 62,5 >500 62,5 62,5
4 62,5 >500 62,5 >500
5 - - - -
6 125 >500 >500 >500
7 >125 >125 62,5 >125
8 125 >500 500 500

Pozn. MIC/ICgy derivati pyrazinu u ostatnich testovanych houbovych kment
byly pftilis vysoké (vétSina >500 pmol/l ), proto je neuvadim.

U latky ¢. 5 nebyly testy provedeny z diuvodu nizké rozpustnosti v pouzitém

rozpoustédle.
Tabulka hodnot MIC/ICgg V terapii bézné pouzivaného flukonazolu
(DIFLUCAN, MYCOMAX)
Testované MIC/ ICgo (pmol/l)
kmeny CA CT CK CG B ™ AF AC
Délka 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 72h 24 h 24 h

inkubace 48 h 48 h 48 h 48 h 48h | 120h | 48h 48 h

0,06 0,12 3,91 0,98 0,24 1,95 >125 >125
flukonazol

0,12 >125 15,62 3,91 0,48 3,91 >125 >125
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4.3. Herbicidni aktivita

Pripravené derivaty pyrazinkarboxylové kyseliny byly podrobeny testovani in
vitro na herbicidni aktivitu (tj. méfeni inhibice pfenosu elektronti v chloroplastech
Spenatu a testovani redukce obsahu chlorofylu v Chlorella vulgaris. Testovani bylo
provedeno Chemickym ustavem Pfirodovédecké fakulty Univerzity Komenského

Vv Bratislavé (dr. Katarina Kral’ova, Csc.).

4.3.1. Testovani inhibice pienosu elektroni v chloroplastech Spenatu

Chloroplasty byly pfipraveny metodou dle Walkera?’ z rostliny $penétu
(Spinacia oleracea). Inhibice pfenosu elektronti pii fotosyntéze v chloroplastech
Spendtu byla stanovena spektrofotometricky (Kontron Uvikon 800, Kontron, Muenchen,
Germany) za pouziti 2,6-dichlorfenol-indofenolu (DCIPP) jako akceptoru elektronti
metodikou Kralové?®. Testované latky byly z diivodu nizké rozpustnosti ve vodé
rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSQO). DMSO v pouzité koncentraci (nejvyse 4 %)
neovliviiuje fotochemické pochody v chloroplastech $penatu. Uginnost inhibice
testovanych latek je vyjadiena jako 1Cso, coz odpovida molarni koncentraci latky
zpusobujici 50% pokles produkce kysliku oproti kontrolni skupiné. Jako standard byl
pouzit selektivni herbicid DCMU.

Pozn. DCMU- systematicky: 3-(3, 4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylurea.

4.3.2. Testovani redukce obsahu chlorofylu v Chlorella vulgaris

Zelena tasa Chlorella vulgaris byla kultivovana pfi pokojové teploté metodou
dle Kralové®. Uginek slouenin na obsah chlorofylu v fasach byl zjistovan po 4-denni
kultivaci fas v pfitomnosti sledované latky, vysledek byl stanoven spektrofotometricky
(Kontron Uvikon 800, Kontron, Muenchen, Germany) po extrakci chlorofylu
methanolem podle Wellburna®. Latky byly z divodu nizké rozpustnosti ve vods
rozpustény v DMSO, kontrolni vzorky obsahovaly stejné mnozstvi DMSO jako
testované. Antialgalni aktivita je vyjadiena jako ICsp, jako standard byl pouzit DCMU.
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Herbicidni aktivita pfipravenych latek ve srovnani s uéinnosti standardu DCMU

Inhibice Redukce obsahu
fotosyntézy chlorofylu
Testovana latka _ _
(Spinacia oleracea) | (Chlorella vulgaris)
ICs50 (mmol/l) ICs50 (mmol/l)
1 1,012 0,161
2 0,946 0,082
3 0,676 0,235
4 0,069 0,086
5 0,430 0,098
6 0,385 0,065
7 0,319 0,180
8 - 0,690
DCMU 0,0019 0,0073

Pozn. Latka ¢. 8 se nerozpoustéla v DMSO v dostate¢né mife.
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5. DISKUSE

Ve své rigordzni praci jsem se zaméfila na syntézu latek ze skupiny anilida
substituované pyrazinkarboxylové kyseliny. Na katedie bylo v minulosti pfipraveno

1731323334 ) kterych se na aromatickém jadie vyskytovaly

nekolik sérii latek tohoto typu
v riaznych polohach fenolickd (kysela) skupina, popt. lipofilni skupiny (alkyly,
alkoxyskupiny, halogeny).

Cilem této rigordzni prace bylo pfipravit slouceniny, které obsahuji navazany
fluor na aromatickém jadie v poloze ortho a zjisténi vlivu této substituce na biologicky
ucinek.

S velkym ocekavanim byly také ptipraveny slouceniny substituované thiolovou
skupinou na aromatickém jadte v poloze para. Latka ¢islo 8 ((4-merkaptofenyl)amid 5-
Obr. 3. anilid kyseliny terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny)

pyrazinkarboxylove piedstavuje sirny analog prozatim

nejucinnéjsi latky typu anilidu pyrazinkarboxylové

O
Cl N\ | NH kyseliny ((4- hydroxyanilid 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-
| _ 2-karboxylové kyseliny -obrazek 3).3
N Zavedeni thiolové skupiny na aromatické jadro mélo vést

ke zvyseni lipofility a byl ofekavan i vyssi biologicky

OH udinek.

Celkem jsem piipravila osm latek, které mohu rozdélit na 2 série. Prvni sérii
tvofi Ctyfi slouCeniny, které obsahuji navazany flour v poloze ortho na aromatickém
jadie a 1i8i se substituenty na pyrazinovém jadie. Druha série Ctyt latek ma spole¢nou
thiolovou skupinu v poloze para na aromatickém jadie a opét se lisi substituenty na
pyrazinu.

Latky byly pfipraveny reakci chloridu pyrazinkarboxylové kyseliny s
prislusnymi aminy. Syntézy byly provadény ve dvou stupnich:

1. ptiprava chloridu substituované pyrazinkarboxylové kyseliny v bezvodém toluenu,
2. vlastni syntéza anilidu pfislusné kyseliny aminolyzou.

Reakce probihaly vétSinou hladce a vytézky se pohybovaly v rozmezi 16 - 51%
v zavislosti na reaktivit¢ substituovan¢ho anilinu popf. v zavislosti na stabilité
aminothiofenolu. Cisténi latek jsem provadéla rekrystalizaci ze smési ethanol/voda.

Finalni latky byly charakterizovany pomoci teploty tani, TLC, IC spektry, 'H a
BC NMR spektry (kromé latky ¢. 8), popt. elementarni analyzou.
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Dale byla u latek zjisténa lipofilita pomoci log P a log K. Piedpoklada se, ze
dostatecna lipofilita je jednim ze zdkladnich podminek dulezitych pro prinik ptes
vysoce lipofilni mykobakteridlni sténu.

Log P sloucenin jsem ziskala pomoci programu ACD/logP ver.1.0. (Advanced
Chemistry Development Inc., Toronto, Canada). Vypocitana lipofilita se pohybuje v
rozmezi 1,1 az 4,15. Déale byla ur¢ena hodnota kapacitniho faktoru K za pouziti HPLC
(Waters Alliance 2695 XE and Waters Photodiode Array Detector 2996). Jako mobilni
faze byla pouzita smés methanolu p.a. (70 %) a vody (30 %). Detekce probihala
spektrofotometricky pfi 223 nm. Byl zméfen retencni ¢as Tr ( vzdalenost od nastiiku k
maximu piku) a mrtvy retencni ¢as Tp (vzdalenost od nastfiku k maximu piku
nesorbované latky: pouzit roztok KI v methanolu). Kapacitni faktor byl spocitdn

pouzitim programu Millennium 32 podle vzorce:
K= TR- TD/ TD

Log K je pak spocitan z kapacitniho faktoru K a je pouzit jako index lipofility.

Tabulka 3. Vypoditané lipofility (log P), chromatograficky stanoveného log K a

Cistoty latek

Latka ¢. log P log K Cistota (%)
1 1,10 £ 0,46 0,4598 99,86
2 222+0,48 0,7651 99,54
3 2,79 £0.47 1,0885 99,82
4 3,91 £ 0,49 1,4465 97,21
5 1,34 £ 0,45 0,4705 73,91
6 2,46 £0,48 0,7725 32,11
7 3,03 +£0,47 1,0412 87,59
8 4,15+0,49 1,3414 53,35

Z tabulky 3 je patrné, Ze obsah latek ¢. 6 a 8 je relativné velmi nizky. Divodem

byla zfejmé nestabilita vychoziho aminothiofenolu.
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Graf log P jednotlivych sloucenin a vvznamnéj$ich vvysledki biologického

hodnoceni:

@ M. tuberculosis B T. mentagrophytes 0O Spinacia oleracea ®log P

Z grafu je patrné, Ze lipofilita stoupa s molekulovou hmotnosti, ve skupiné latek
odvozenych od stejné kyseliny jsou viditelné lipofilngjsi slouceniny s thiolovou
skupinou nez latky substituované fluorem.

Nize jsou uvedeny struktury nejaktivnéjSich  sloucenin:  nejvyssi

antimykobakterialni efekt byl zjistén u latky ¢. 1 a 7, nejvyssi antifungélni ucinek byl

latky ¢. 4.

zméfen u latky €. 3, nejvyssi schopnost inhibovat vyvoj kysliku v listech Spendtu méla
N ONH N
» )
N F N SH
1 7

N CONH cl N CONH
B S
N F N F
3

4

CONH
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Vsechny latky byly podrobeny testovani na antituberkulotickou aktivitu v
TAACF. Nejvyssi antimykobakterialni aktivitu in vitro vykazovaly slouceniny ¢. 1 a 7
(2-fluoranilid  pyrazin-2-karboxylové  kyseliny, (4-merkaptofenyl)amid  5-terc-
butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny). Pfesto zjisténé procento inhibice neni piili§
vyznamné (46 % a 44 %). Ob¢ latky jsou substituci jak pyrazinového, tak i
benzenového jadra odlisné. Stejné tak se lisi 1 ve své lipofilité. Z téchto udaji lze
obtizn¢ urcit vztah mezi strukturou a biologickym ucinkem, resp. urcit, zda vétsi roli v
ucinnosti latek hraje velikost nebo lipofilita molekuly. Napt. pyrazinamid (b&zné
pouzivan v terapii TBC), je ucinny pravdépodobné proto, Ze diky své malé molekule
snadno pronikne ptes mykobakteridlni sténu, pfestoze je velmi mélo lipofilni.

Velké nadéje byly vkladany do latky ¢. 8 ((4-merkaptofenyl)amid 5-terc-butyl-
6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny), ktera piedstavuje sirny analog 4-hydroxyanilid
5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny (viz. vySe), ktera vykazovala
relativné vyznamnou antimykobakterialni aktivitu (97% inhibice pfi koncentraci 6,25
umol/l, log P = 3,20). Podle vysledkii v§ak zvySenim lipofility (teoreticky predpoklad
pro snadné&j$i prunik pies vysoce lipofilni membranu M. tuberculosis), nedoslo ke
zvyseni ucinku (antimikobakterialni aktivita pouze 8 % ).

Pozn. Latka ¢. 8 (a ¢. 6) byla pfed odeslanim na biologické hodnoceni
precisténa.

Kromé latky cislo 5, jsem ziskala vysledky testovani antifungalni aktivity.
Nejvyssi antifungalni aktivitu in vitro vykazovala sloucenina ¢. 3 (2-fluoranilid 5-terc-
butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny) a to zejména proti kmenu Trichophyton
mentagrophytes, dale ¢asteéné proti kmenu Candida albicans. Relativné G¢inné proti
Trichophyton mentagrophytes jsou i latky ¢islo 4 a 7 (pouze po dobu inkubace 72 h).
Lze tedy zaznamenat pozitivni vliv substituce pyrazinového jadra terc-butylem, tyto
latky jsou stfedné lipofilni. Po srovnani s flukonazolem jde vSak o aktivitu velmi slabou.

Pti testovani herbicidni aktivity nové pfipravenych latek v testu inhibice vyvoje
kysliku byla nejucingjsi latka ¢. 4 (2-fluoranilid 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-
karboxylové kyseliny), po srovnani se standardem DCMU je vak aktivita stale nizka.

V testu redukce obsahu chlorofylu v zelené iFase ma nejvyssi aktivitu latka ¢. 6
((4-merkaptofenyl)amid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny), ucinnost této latky je
vSak stale jeste¢ 10-krat nizsi nez u pouzitého standardu DCMU. (Pro pfehlednost grafu

nejsou tyto aktivity v grafu uvedeny).
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6. ZAVER
V ramci této rigordzni prace jsem plnila nasledujici ukoly:
1. S pouzitim dostupné odborné literatury a internetu jsem provedla reSerSi zaméienou

na soucasny vyznam tuberkuldzy ve svété a trendy v terapii.

2. V dostupné chemické literatuie jsem zjistila metody ptipravy substituovanych

amidl pyrazinkarboxylové kyseliny.

3. Pfipravila jsem tyto v literatufe dosud nepopsané produkty:
1.) 2-fluoranilid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
2.) 2-fluoranilid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny
3.) 2-fluoranilid 5-terc-butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny
4.) 2-fluoranilid 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny
5.) (4-merkaptofenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
6.) (4-merkaptofenyl)amid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny
7.) (4-merkaptofenyl)amid 5-terc-butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny
8.) (4-merkaptofenyl)amid 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

Vyse uvedené produkty jsou charakterizovany teplotou tani, TLC, elementarni

analyzou, IC, *H, popi. *C NMR spektry.

4. Sérii latek jsem podrobila in vitro biologickému hodnoceni.

Ziskala jsem daje o antimykobakterialni, antifungalni aktivité a vysledky testi
herbicidni aktivity (testy inhibice pienosu elektroni v chloroplastech Spenatu a testy
redukce obsahu chlorofylu v Chlorella wvulgaris). Tyto vysledky jsem graficky

zpracovala.

S. Vypocetla jsem a graficky zpracovala log P nové ptipravenych latek:

Log P ptipravenych slou€enin se pohyboval v rozmezi 1,1 a 4,15.

6. Pokusila jsem se zjistit vztah mezi strukturou, biologickou aktivitou a lipofilitou

v sérii ptipravenych latek (viz. Diskuse).
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7. PRILOHA

NiZe jsou uvedena IC spektra nové piipravenych latek. Infradervena spektra byla
zmetfena pani Vencovskou na KAOCH FaF UK na spektrometru Nicolet Impact 400.
Latky pevného charakteru byly métfeny v tabletach bromidu draselného (navéazka 0,7

mg latky na 200 mg KBr), vlnoéty jsou uvadény v cm™.
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