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1. Seznam pouzitych zkratek

6-CI-POA

ACP

AG

AIDS

AT

ATP

Bactec

BacT/ALERT

BCG
BS

CoA
D-glu
CD4+
CNCTC
CLS-JEP
CR

DO
DOTS
DNA

DMF

6-chlorpyrazin-2-karboxylova kyselina
Acyl-carrier-protein
Aabinogalaktan

Acquired Immune Deficiency Syndrom, Syndrom

ziskaného deficitu imunity
Antituberkulotika
Adenosintrifosfat

Instrumented blood culture systems, automaticky systém
pro detekci a kultivaci mikroorganismd vyuzivajici
fluorescenéni metodu pro velmi pfesnou detekci spotfeby

kysliku

Automaticka mikrobialni detekce na zakladé produkce

specifickych metabolitdl danych mikrobu
Bacillus Calmette—Guérin vakcina
Bunécna sténa

Koenzym A

D-glukosa

Povrchovy protein pomocnych T-lymfocyt(
Czech National Collection of Type Cultures
Ceska lékarska spoleénost Jana Evangelisty Purkyné
Ceska republika

Directly observed

Directly observed short-course treatment
Deoxyribonukleova kyselina
N,N-Dimethylformamid
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DMSO

E. coli

ELISA

EMA
EtOAC

FabD

FabH

FAS |
FAS Il

FDA

G+ tyCinka

GIT

HIV

HPOA
IC
IGRA test

IL-1,12,18

Dimethylsulfoxid
Etambutol
Escherichia coli, bi¢ikovita bakterie

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, imunologicka

metoda vyuzivana k detekci protilatek
European Medicines Agency, Evropska lékova agentura
Ethyl-acetat

Malonyl-CoA ACP transacylasa. Enzym ucastnici se

syntézy mykolovych kyselin

B-ketoacyl-ACP-synthasa Ill, enzym katalyzujici inicialni

reakci FAS Il pfi syntéze mykolovych kyselin
Fatty acid synthase |
Fatty acid synthase I/

Food and drug administration (USA), Ufad pro kontrolu

potravin a léCiv

Pojmenovani dle Gramova barveni bunélné stény
bakterii, grampozitivni bakterie se obarvi tmavé fialovou

barvou
Gastrointestinalni trakt
Isoniazid

Human Immunodeficiency Virus, obaleny RNA virus

pusobici nemoc AIDS

Protonizovana forma pyrazinové kyseliny
InfraCervené spektrum

Interferon gama release assay

Interleukin 1,12,18, cytokin regulujici imunitni déje



INF-y

INH

InhA

KatG
KL
LE
LP

MDR-MT

MeOH
MIC
MK
MOE
mm
MT
MZzd

NAD*

NADPH-+H*

NMR
NO
NU
panD

PCR

Interferon gama, glykoproteiny produkované burnkami

lidské imunity a podilejici se na imunitni odpovédi
Isoniazid

2-trans-enoyl-ACP reduktasa, enzym katalyzujici reakci
pfi syntéze mykolovych kyselin, soucast enzymatického

komplexu FAS | a cil mechanismu ucinku INH
Katalasa-peroxidasa, enzym aktivujici isoniazid
Klinické studie

Ligand efficiency

Lécivy pripravek

Multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis,

multirezistentni Mycobacterium tuberculosis
Methanol

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Mastné kyseliny

Molecular Operating Enviroment

Milimetr

Mycobacterium tuberculosis

Ministerstvo zdravotnictvi
Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinadenindinukleotidfosfat, redukéni inidlo
Nuklearni magneticka rezonance

Oxid dusnaty

Nezadouci ucinky

Gen koduijici aspartat dekarboxylasu

Polymerazova retézova reakce
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PDB
PG
PIMs
pncA
POA
PPD
ppm
PSI
PRPP
PZA
QAPRTasa
R
RNA
RpsA
RTBC

RTG

SZ0
SUKL
B
TEA
TLC

TLR

Protein data bank

Peptidoglykan

Phosphatidyl-myo-inositol mannoside

Gen kédujici pyrazinamidasu
Pyrazin-2-karboxylova kyselina
Purifikovany proteinovy derivat tuberkulinu
Parts per milion

Libra na ¢tvereCny metr - anglosaska jednotka tlaku
5-fosforybisil-1-pyrofosfat

Pyrazinamid

Quinolinic Acid Phosphoribosyltransferase
Rifampicin

Ribonukleova kyselina

Ribosomalni protein S1

Registr tuberkulézy

Rentgenové vysetfeni, radiologicky snimek
Streptomycin

Svétova zdravotni organizace

Statni ustav pro kontrolu IéCiv

Tuberkuloza

Triethylamin

Tenkovrstva chromatografie, Thin layer chromatography

Receptor Toll-like, bilkovinné receptory na povrchu

bunék, jsou schopny rozpoznat cizi molekuly, soucast

imunitniho systému
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TMS

TRN

TNF a

Uzis CR

VL
WHO

XDR-MT

Z00

Tetramethylsilan

Tuberkul6za a respiracni onemocnéni, specialni lékarsky

obor
Tumor nekrotizujici faktor

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské

republiky

Vychozi latka

World health organization

Extenzivné rezistentni Mycobacterium tuberculosis
Pyrazinamid

Zoologicka zahrada
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2. Cil diplomové prace

Tuberkuléza (TB) je infek€ni onemocnéni vyvolané bakteriemi
Mycobacterium tuberculosis complex. TB patfi mezi top deset onemocnéni
zpusobuijici kazdoroéné nejvice umrti. Spole¢nost WHO udava, Ze za rok 2016
zemrelo na toto onemocnéni 1,8 miliénd lidi. NejvétSim uskalim I1éEby této nemoci
je lékova rezistence bakterii, které nemoc vyvolavaji, a vedlejSi ucinky této
l&Cby. [1]

Na katedfe Farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy se jiz od roku
1996 zabyvaji vyvojem novych slouc€enin jakoZto potencialnich antituberkulotik.

Hlavni pozornost je vénovana modifikacim molekuly pyrazinamidu (Obr. 1).

0
No L
[\j/\NHZ
b
N

Obrazek 1: Pyrazinamid

Cilem diplomové prace je provést navrh a in silico testovani vybranych
slou€enin v programu MOE (Molecular Operating Enviroment), jejich nasledna
syntéza, charakteristika, test u¢innosti na mykobakterie a vyhodnoceni vysledku
celé této operace. Série slouCenin je zaméfena na N-alkylamino obménu

v poloze 6 pyrazinového jadra vychozi latky (Obr. 2, Obr. 3).
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Obrazek 2: Vychozi latka
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Obrazek 3: Modifikace struktury vychozi latky
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3. Teoreticka ¢ast

3.1 Tuberkuloza

Tuberkul6za je celosvétové se vyskytujici infekEni onemocnéni vyvolané
bakteriemi z kmene Mycobacterium tuberculosis complex, nejCastéji vSak pravé
Mycobacterium tuberculosis. Mezi ostatni patogeny tohoto kmene patfi
Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis (bacil Calmette-Guérintyv),
Mycobacterium pinipedii a dalSi. [2] Toto onemocnéni patfi mezi 10 nejcastéjSich
pfi¢in umrti lidi po celém svété. Muze napadnout Clovéka ale i zvifata
(Mycobacterium bovis). Tuberkuldza je 1é€Citelna a Ize ji pfedchazet. [1] Patogen
Mycobacterium tuberculosis byl objeven roku 1882 Robertem Kochem, ktery za

tento objev dostal roku 1905 Nobelovu cenu za fyziologii a |€kafstvi. [3]

,Nazev tuberkuléza je odvozen od latinského slova tuberculum = uzlicek,
ktery je charakteristickym patologickoanatomickym projevem tohoto zanétu.
Hippokrates nazval TB plvodné phthisis, coz znamena hubnuti a vysychani
organismu, nazev vystihoval pfiznak ubytku télesné hmotnosti. Do Cestiny se
phthisis prekladala jako souchotiny. Od plvodniho feckého nazvu je odvozen

i nazev lékafského oboru zabyvaijiciho se tuberkul6zou — ftizeologie®“. [2]

Zdrojem nakazy je nejCastéji nemocny Cloveék, ktery vylu€uje mykobakterie
do svého okoli. Dnes jiz vzacné je zdrojem infekce nemocné domaci nebo
hospodarské zvife, tudiz je prakticky vylou¢ena moznost alimentarniho prenosu
nakazy. Imunodeficientni pacienti se mohou infikovat podminéné patogennimi
mykobakteriemi ze Zivotniho prostfedi. Pfenos tuberkuldzni nakazy se nejCastéji
uskute€nuje inhalacni cestou nebo pfimym kontaktem. Pfenos TB inhalaéné se
vysvétluje vdechovanim kapicek infikovaného bronchialniho sekretu pfi osobnim
kontaktu s nemocnym nebo pfimym vdechovanim mykobakterii, které se volné
vznaseji ve vzduchu i bez pfitomnosti nemocného pacienta. Pfenos pfimym
kontaktem lze pozorovat napfiklad u veterinafl a oznacuje se jako profesni
infekce. [4]

Primarni tuberkuléza pFedstavuje prvni kontakt patogenu a hostitele
a vyskytuje se prevazné u déti. MT se dostava aerosolem do plic hostitele.
Mykobakterie se zde mnozi do rozvoje bunécné imunity. [5] Nespecificka
alveolitida se pak méni v tuberkulézni specificky infekt (Ghonlv fokus). Zanét je
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charakteristicky centralni kasedzni nekrézou, kolem niz vznika granulacni tkan
tvofena lymfocyty, epiteloidnimi bunkami (pfeménéné makrofagy s pohlcenymi
MT) a obrovskymi Langhansovymi bufikami (mnohojaderny utvar, ktery vznikne
splynutim fagocytujicich makrofagt). Béhem nékolika hodin se MT Sifi
lymfatickymi cévami do regionalnich uzlin. Tyto uzliny se zvétSuji a spolu
s plicnim zanétem tvofi primarni tuberkulézni komplex. V 90 % se primarni
tuberkuléza spontanné zhoji a jedinym pozustatkem je vznik precitlivélosti na
tuberkulin. [4]

Osud primarniho tuberkulézniho komplexu je rizny a zalezi na zdravotnim
stavu infikovaného jedince. V 90 % pfipadech se zhoji s rozvojem bunécné
imunity. Ve vyjime¢nych pfipadech dojde k progresivni primarni TB, kdy dochazi
ke kaseifikaci a kavernizaci zanétlivych loZisek v plicich a Sifeni nemoci do okoli.
Treti moznosti je Sifeni MT hematogenni cestou a vznik miliarni TB nebo

meningitidy. [4]

Postprimarni tuberkul6za vznika u osob jiz infikovanych. Jde o sekundarni
formu TB. MUze vzniknout vdechnutim novych mykobakterii, v tomto pfipadé se
jedna o exogenni reinfekci, onemocnéni vyvolané dalSim MT. Nebo milze
vzniknout reaktivaci primarni TB. Tento stav nastava i po nékolika letech nebo
desitkach let latence primarni infekce. NejCastéji tato situace nastane, pokud
u pacienta vznikla zména tykajici se jeho zdravotniho stavu (onemocnéni HIV,
imunosuprese, imunodeficience, alkoholismus...). Tento jev souvisi se
schopnosti MT nepozorované perzistovat v organismu hostitele. Nejcastéji MT

prezivaji intracelularné v makrofazich v kalcifikovanych nekréznich uzlicich. [4]

Interakce mezi MT a hostitelem se odehrava jak na urovni vrozené tak
i adaptivni imunity. Po vstupu mykobakterie do plic se setkava nejdfive
s mistnimi monocyty/makrofagy. Diky specifickym receptorim (scavenger
receptor, manosovy receptor a opsonizace MT) dojde k fagocytoze MT. Néktera
MT maiji schopnost uniknout intracelularni zahubé a mnozi se uvnitf makrofaga,
kterého posléze rozrusi a tim se uvolni chemokiny, které atrahuji dalsi monocyty
a prozanétlivé buriky. Nové makrofagy MT pohlti, ale nejsou schopné MT
zneSkodnit. Po dvou az tfech tydnech adaptivni imunita za¢ne produkovat

antigen specifické T-lymfocyty, které produkuji prozanétlivé cytokiny hlavné
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INF vy, ktery aktivuje makrofagy k intracelularnimu znesSkodnéni MT. [6] Imunitni
systém produkuje i dalSi dulezité pusobky jako napfiklad TNFa, IL-1, IL-12, IL-18
a mnoho dalSich. TNFa je velmi dalezity pro formulaci granulomu a omezuje
vyznamné schopnost replikace bacilt, také ovliviiuje jejich ohrani¢eni b&hem
zanétlivé reakce. [4, 6] Z tohoto dlvodu musi byt vSichni pacienti, u kterych ma
byt nasazena biologicka terapie (preparaty blokujici uc€inky TNFa) vySetfeni

pneumoftizeologem, aby vyloucil latentni TB. [4,7]

Klinicky obraz je u pacientl velmi variabilni. Téméf 20 % nemocnych je
asymptomatickych a TB je u nich odhalena nahodou pfi RTG vySetfeni konaném
z jinych duavodd, nez diagnostika TB. [8] U pacienta lze pozorovat pfiznaky
nemoci jen tehdy, trpi-li aktivni formou TB, v této fazi onemocnéni je nakaZzlivy
pro své okoli. [5] Mezi nejcharakteristi¢téjSi pfiznaky patfi kasel, ze zaCatku maze
byt suchy, poté se pfidava expektorace sputa hnisavého ¢&i hlenohnisavého.
Hemoptyza dnes jiz tak Casto nehrozi, protoZze je nemoc vétsinou zachycena
dfive nez k vykaslavani krve dojde. DalSim typickym pfiznakem je ubytek vahy
(kachektizace), subfebrilie v odpolednich a nocnich hodinach, no¢ni poceni,
nadmérna unava a malatnost, nechutenstvi, nékdy zhorSeni dechovych funkci.
[4,5,8]

Prevence tuberkulézy spogiva hlavné ve vakcinaci, ktera v CR, jiz neni
povinna. DalSi moznosti prevence je zvySovani hygienické urovné a hlavné
zvySovani celkové zivotni urovné obyvatelstva. Jako prevence slouZzi i uceleny
systém povinnosti ohlasovani TB. OhlaSovani probiha na krajskou hygienickou
stanici. Ohlasit se musi vdechny nové pfipady, recidivy, smrt z TB, ale i podezfeni
na smrt z TB. Krajska hygienicka stanice poskytuje informace o vyskytu
tuberkulézy Narodnimu registru tuberkulézy a ten ve spolupraci s UZIS
vyhodnocuje epidemiologickou situaci TB v Ceské republice. Cely tento systém
povinnosti ohlasovani pfipadl TB a epidemiologické vyhodnocovani je soucasti
dohledu nad TB a jeho cilem je vyporadat se s tuto nemoci jako s hromadnym

infekénim onemocnénim. [4]
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3.2 Etiologie tuberkulozy
Mykobakterie |ze délit dle jejich patogenity na obligatné patogenni

a podminéné patogenni bakterie. [9]

Mezi obligatni patogeny patfi Mycobacterium tuberculosis complex, ktery
zahrnuje geneticky pfibuzné patogeny. Tento komplex zahrnuje rizné druhy
mykobakterii jako napfiklad M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. caprae,
M. microti, M. canetti a M. pinipedii, nékdy téZ oznaCované pravé mykobakterie.
NejCastéjSim pavodcem tuberkuldzy je M. tuberculosis. Jedna se o humanni typ
mykobakterie, proto je nékdy v literatufe oznaCovano jako Mycobacterium
tuberculosis hominis. Nej¢astéjSi branou vstupu do organismu jsou dychaci
cesty, potazmo plice. Z tohoto dlivodu byva nejCastéjsi infekce plic, ale prakticky
muze byt napaden jakykoliv organ v téle. [4] M. bovis je puvodcem tuberkulozy
skotu nebo jinych divokych zvifat, vyjime¢né téz Clovéka. Jedna se o bovinni typ
mykobakterie, které napada plice pouze vyjimecné, Ccastéji je pficinou
tuberkulézy kosti nebo lymfatickych uzlin. [8] Tyto dva patogeny Ize od sebe
odlisit diferencialni diagnostikou pomoci PCR nebo kultivaci. Pfikladem muaze byt
rozdil v rychlosti rastu kolonii, kdy M. bovis roste pomaleji nez M. tuberculosis,
odliSnost vzhledu kolonii, nebo neschopnost M. bovis biosyntézy niacinu

a nitratasy. [9]

Podminéné patogenni bakterie neboli environmentalni patogeny jsou
mykobakterie vyskytujici se v Zivotnim prostredi, které jsou pfenosné na Cloveka.
Pro Clovéka jsou pouze potencialné patogenni, nékdy mohou byt pouhymi
lidskymi saprofyty. [9] Nemoci vyvolané témito netuberkuléznimi mykobakteriemi
jsou oznaCovana jako mykobakteridzy. [4] Mezi agens této skupiny lze zaradit
M. avium, M. intracellulare, M. xenopi, M. marinum, M. kansasi, M. smegmatis
adalsi. M. avium se fadi do spoleCného komplexu s M. intracellulare. [4]
Vyvolavaji nejCastéji tuberkulézu dribeze prenosnou na dalSi domestikovana
zvirata i na Clovéka (nejCastéji infikovanym AIDS). M. marinum se vyskytuje ve
vodnich reservoarech, je pfenosné na ¢lovéka a vyvolava u néj kozni granulomy.
M. kansasii a M. xenopi jsou mykobakterie vyskytujici se také ve vodnich
rezervoarech, jsou pfenosné na Clovéka. Jejich diferencialni diagnostika se
provadi hodnocenim rychlosti ristu, optimalni teplotou rustu, citlivosti na svétlo,
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tvorby pigmentu a vzhledu kolonii. M. smegmatis patfi mezi nepatogenni

mykobakterie. [9]

3.3 Epidemiologie tuberkulozy

3.3.1 Situace v Ceské republice
V Ceské republice je na zakladé zakona ¢&. 258/2000 Sb., o ochrané
vefejného zdravi a provadéjicich pfedpisu povinné ohlasovat néktera infekéni

onemocnéni, mezi néz patfi i tuberkuléza. [10]

Kvalifikovanou analyzu epidemiologické situace TB v Ceské republice
provadi Narodni jednotka dohledu nad TB, ktera dale provadi i vyhodnoceni
uginnosti antituberkulotické 1é&by. Statisticky epidemiologickou situaci v CR
zpracovava UZIS CR (Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR) ve

spolupréaci s Registrem tuberkul6zy v CR (RTBC). [11]

Tabulka 1: Tabulka znazorriujici poet nemocnych za jednotlivé uvedené roky v absolutni
hodnoté a v pfepoctu na 100 000 obyvatel. Pfevzato: Registr tuberkuldzy CR [11].

Rok Celkem pfipadud | Pfipadd na 100 000 obyvatel
2005 1007 9,9
2006 973 9,5
2007 871 8,4
2008 879 8,4
2009 710 6,8
2010 680 6,5
2011 609 5,8
2012 611 5,8
2013 502 4,8
2014 514 4,9
2015 518 4,9
2016 517 4,9

Z tabulky (Tab.1) Ize vycist, Ze za rok 2016 bylo hlaseno celkem 517
novych pfipadl TB, coz je jen o jeden pfipad méné, nez bylo hlaseno v roce
2015. P¥i celkovém pohledu na tabulku (Tab. 1) je jasné, Ze celkovy trend vyskytu
novych pfipadd TB v CR dlouhodobé klesa. V mezinarodnim srovnani patfime
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k zemim s nizkym vyskytem této nemoci, zemé& s vysokym vyskytem maji

incidenci 40 a vice nemocnych na 100 tisic obyvatel. [12,13]

448 pfipadu se tykalo onemocnéni plic a pouze 69 pfipadd bylo mimoplicni
TB. Vice infikovanych bylo muzd nezli Zen. Nej¢astéji onemocni lidé ve stfednim
az vySSim véku (40-59) a poté samoziejmé lidé 80 let a vice. Oproti roku 2015
narostla incidence infekce v détském véku a ve véku 25-29 let. NejCastéji je
infekce evidovana v hlavnim mésté Praha ve vztahu k poctu obyvatel (Obr. 4).
Témé&F 30 % novych pfipadd TB v CR bylo evidovano u cizincl, nejéastéji
nemocni cizinci jsou Ukrajinci a Slovéaci. Za rok 2016 zemielo na TB v CR 26
pacientu. [12]
[ lbez viskytu (3)
[ log-19 (14)
[ Jzp-29 E)]
[C30-49 (22)

Blso-79 (23)
| ELE (8)

Obrazek 4: Pocet hlaSenych onemocnéni TB na 100 000 obyvatel na tzemi (_;‘R. Prevzato: Ustav
zdravotnickych informaci a statistiky CR. Tuberkuloza a respiracni nemoci 2014. Cerpano 15. 1. 2018 [14]

3.3.2 Situace ve svété

Zarok 2016 dle WHO celkové onemocnélo tuberkuléozou 10,4 milionu lidi.
1,7 miliénu lidi na tuto nemoc zemrelo, z toho 400 000 lidi trpélo HIV. [1] Vice jak
95 % obéti pochazelo z rozvojovych zemi, kde jsou Spatné hygienické navyky,
nedostatek financi na zdravotni péci a lidé trpi hladem a nemocemi. Zemé
s nejvySSim vyskytem této nemoci je Indie, nasleduji ji napfiklad Indonésie,
Filipiny, Nigérie a Jihoafricka republika. Téméfr jeden miliobn nakazenych
pfedstavovaly déti, z toho jich zemfelo pfiblizné 250 000. TB je nejCastéjsi pficina
umrti pacientd nakazenych HIV. [15]

18



Béhem téhoz roku se zjistilo, Ze pfiblizné v 600 000 pfipadl TB se jednalo
o kmeny mykobakterii rezistentnich na rifampicin, bohuzel 490 000 z toho bylo
navic multirezistentnich. MDR-TB jsou nejvétSi hrozbou pro vefejné zdravi dnes
i do budoucna. Celosvétoveé klesa vyskyt TB pfiblizné o 2 % ro¢né. [1] Je potfeba,
aby se tento pokles vySplhal nejméné na 4-5 % snizeni za rok, aby mohlo byt
dosazeno mirovych cild WHO koncem roku 2020. Ukon&eni epidemie TB do roku
2035 patfi k cilim v oblasti udrzitelného rozvoje v oblasti zdravi. Cilem WHO
v boji proti tuberkul6ze je konec globalni epidemie tuberkuldzy, ktery je nazvan
A world free of tuberculosis. WHO chce docilit do roku 2035: snizeni umrti
zpusobenych TB o 95 % vzhledem k roku 2015, snizeni novych pfipadt TB
0 90 % v porovnani s rokem 2015 a nakonec chce docilit, aby zadna rodina
nebyla postihnuta ekonomicky likvidacnimi vydaji spojenymi s onemocnénim TB.
[16]

3.3.3 Epidemiologie ostatnich pravych mykobakterii
Tyto pfipady se u nas vyskytuji vyjimecné. Ze vSech znamych ¢lenu
Mycobacterium tuberculosis complex se u nas vyskytlo pouze pét jeho zastupcu.
V tomto odstavci opomineme Mycobacterium tuberculosis, které je pficinou drtivé

vétsiny TB onemocnéni u nas. [17]

V roce 2011 byla v nemocnici Na Bulovce hospitalizovana zena, 29 let HIV
pozitivni, pochazejici z Nigérie, u které se prokazalo Mycobacterium africanum.
Je to doposud prvni a posledni pfipad v CR. TaktéZ v roce 2011 byly hlaseny
dva pfipady infekce Mycobacterium bovis v Chomutové. Oba pacienti se nakazili
od skotu. DalSi pfipad M. bovis se vyskytl na podzim roku 2012 u 69 let staré
zeny. Mycobacterium pinnipedii a Mycobacterium caprae se na nasem uzemi

taktéz vyskytly, ale jiz jen u zvifeci populace lachtant a velbloudl v ZOO. [17]

3.4 Diagnostika tuberkulozy

Diagnostikovat MT Ize u jedince s latentni i aktivni tuberkulézou. Mnohem
pfinosnéjsi je diagnostika latentniho pacienta, protoze nemlze nakazit jedince
ve svem okoli a je mozné jeho nemoc zachytit v€as a zabranit Sifeni i poSkozeni
pacienta. [18] Diagndza takto zavazného onemocnéni neni vubec jednoducha, je
komplexni a mnohdy zdlouhava. Rozhoduijici vySetfovaci metoda je bezpochyby
mikrobiologicky prukaz infekéniho agens, lze se v8ak opfit i o jiné metody
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vySetfeni jako je rentgenové vySetfeni plic, biochemické vySetfeni krve,
histologické vySetfeni, anamnéza, tuberkulinovy test a IGRA test. [4] Nékteré
metody jsou oznacovany jako pomocné metody diagnostiky TB. To jsou ty, které
samy nejsou prukazné, ale pfi podezfeni na TB mohou pomoci pfi stanoveni

diagndzy. [4]

Zakladnim nastrojem je anamnéza pacienta. Dulezité je sledovat
pfiznaky nemoci jako je hubnuti, kaslani, zpoatku bez sputa poté se sputem,
noCni poceni... [19] DalSi skute€nost, ktera by méla |ékafe zajimat je, prostfedi
v jakém se pacient pohybuje, zda je alkoholik, zavisly na drogach, HIV pozitivni
nebo jinak imunodeficientni, ale hlavné, zda v jeho okoli neni jedinec s aktivni
formou TB. [18,20]

Témér ve vSech pfipadech se doporuCuje radiologické vysSetreni
hrudniku. [18,19] Ziskavaji se snimky pfehledové, tedy celych plic a dale snimky
zaméfené na hilovou &ast plic. Hilova ¢ast se snimkuje hlavné z dlivodu vyskytu
hilovych lymfatickych uzlin, které jsou jako prvni napadené pfi primarni TB a tudiz

jsou zvétsené. [19]

Laboratorni diagnostika je rozhodujici pro priikaz patogenl. Prvnim
krokem vySetfeni je spravny odbér testovaného materialu. NejCastéjSi a nejlepsi
material je sputum, Ize ale odebrat téméf jakoukoliv télni tekutinu (mo¢€, krev,
ejakulat, likvor, menstruacni krev, hnis...). Mnohdy je potfeba odebirat vétsi
mnozstvi tekutiny a nékolik dni po sobé pro dostatecnou detekci mykobakterii.
[18] Poté lze provést mikroskopické vySetreni, které umozniuje prokazat
pfitomnost acidorezistentnich tyCek v pfimo odebraném materialu. Pouziva se
barveni karbofuchsinem dle Zeih-Neelsenona (rdzové obarvené bakterie
v zeleném prostfedi), nebo Castéji fluorescenéni mikroskopie (barveni
fluorochromy, MT se jevi jako zafici zlutozelené az stfibfité tyCinky). Pro
mikroskopické vySetfeni je prukazné nejméné 50 000—-100 000 MT v 1 mililitru
sputa. [4] Mikroskopické vySetfeni je velmi rychlé, levné, ale neni dostatecné
prukazné, protoze touto metodou se neda zjistit, zda mykobakterie
ve vySetfovaném materialu jsou zivé nebo uhynulé. Ztohoto duvodu se
mikroskopické vySetfeni vzdy dopliiuje kultivaci, ktera je sice mnohonasobné
delSi, ale prikaznéjSi. Kultivacni vySetfeni lze provést na tuhych (vajecna
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Lowestein-Jensenova putda) nebo tekutych padach (Sulova pdda s nativni
bilkovinou) a umozriuje prikaz pouze Zivych mykobakterii. JelikoZ je generacni
doba MT dlouha, trva toto stanoveni v zavislosti na typu mykobakterie
6 az 9 tydnu. [4,18] ModernégjSi metody umoznuji detekci metabolickych
produktl v uzavieném systému BacT/ALERT, nebo detekci spotfeby kysliku
bé&hem jejich ristu Bactec, ale i tato vySetieni sdéli negativni vysledek az po Sesti
tydnech. [4,18] NejmodernéjSi je stanoveni pomoci molekularné biologickych
metod, nejCastéji PCR. Tyto metody umoznuji velmi rychlou a specifickou detekci
mykobakterii podle jejich specifickych Useki DNA. Nevyhodou této metody je
moznost detekovat DNA i uhynulych bakterii, proto je nutné doplnit vysledky
o kultivaCni vySetfeni. [18] Pfed nasazenim AT se laboratorné zjistuje citlivost
MT na tato IéCiva. [4,18,20]

Histologické vysSetfeni prokazuje pfitomnost bunék mykobakterii

a zmény ve tkani zpusobené pritomnosti téchto patogenl (kasedzni nekréza). [4]

Ke zjisténi stavu buné&né imunity se pouzivaji pomocné testy. [19] Patfi

mezi né Tuberkulinova zkouska (Mantoux test) a IGRA test.
Tuberkulinova zkouska

Tuberkulin (PPD) je €isténa bilkovina ziskana z mykobakterii, aplikuje se
tenkou jehlickou do kuze v predlokti. Tato bilkovina v kOzi pacienta vyvola
zanétlivou reakci, kdy dana oblast zCervena a tvofi se ztvrdlé I1éze. [18] Vysledky
testu odecita |ékaf po 48-72 hodinach. Odecitda se velikost ztvrdnuti
v milimetrech. Hrani¢ni hodnotou je 5 mm. Pokud je ztvrdnuti mensi nez 5 mm
povazujeme reakci za negativni, pacient se nejspiS s MT nesetkal a mél by byt
preoCkovan. Pokud je ztvrdnuti 5—10 mm povazZujeme reakci za pozitivni, pacient
byl uspésné oCkovan a vytvofila se u néj bunécna imunita. Pokud je vétsi, nez
15 mm, reakce je opét pozitivni, ale je pravdépodobné, Ze pacient trpi aktivni
nakazou TB. [4]

IGRA test

IGRA test (Interferon gamma release assay) je krevni test, kterym se
zZjiStuje schopnost specifickych lymfocytd (T-lymfocytl s povrchovymi antigeny
CD4+) produkovat interferon gamma (INF y) pfi kontaktu s antigeny MT. [18] Pro
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provedeni testu postaci jedna navstéva pacienta u Iékafe. NejznaméjSi je test
QuantiFERON-TB Gold test, ktery se sklada ze tfi zkumavek, odliSenych barevné
(8eda zkumavka-kontrolni NULOVA, &ervena zkumavka-obsahuje TB antigen,
fialova zkumavka-MITOGEN, pro zjiSténi schopnosti produkce INF y). Odebira
se venodzni krev, do kazdé zkumavky 1 mililitr. Po odebrani se zkumavky musi
10x pomalu otocit nahoru a dolu. P¥i teploté 37°C se doruci do laboratofe, kde
jsou vyhodnoceny pomoci ELISA technologie. Vysledky je mozné ziskat do 24
hodin. Tento test dokaze odhalit latentni i aktivni TB. BohuZel negativni vysledek

nutné neznamena, Ze pacient neni TB infikovany. [21]

3.5 Mycobacterium tuberculosis

3.5.1 Zakladni informace
MT patfi do skupiny mykobakterii zvanych Mycobacterium tuberculosis
complex, coz je soubor mykobakterii s genetickou pfibuznosti, oznacujici se jako

pravé mykobakterie. MT vyvolava u lidi nemoc zvanou tuberkul6za. [4]

Jedna se o aerobni acidorezistentni obligatné patogenni ty€inku. MT je
imobilni kratka tyC€inka, vétSinou rovna nebo lehce zahnuta. Velikost patogenu
se pohybuje fadové 1-1,5 mikrometrt. Optimalni teplota ristu je 37-38°C. Nékdy
je oznaCovano jako G+ tyCinka, a to diky tomu, Ze nema vnéjSi membranu jako
G- bakterie, i kdyZ ho neni mozné gramovym barvenim obarvit. Jeho vizualizace
se provadi Zeihl-Neelsenovym barvenim, nebo fluorescencné. Ma velmi dlouhou
generacni dobu (20-30 hodin) v porovnani s ostatnimi bakteriemi, které se déli
fadové béhem minut (E. coli). Je odolné vuci desinficienciim a je schopné prezit
i nékolik tydnl v suchém stavu. [9] Jedna se o intracelularniho parazita. Za jeho
odolnost vuci barveni i vnéjSim vliviim a zaroven za jeho vysokou virulenci je
zodpovédna jeho specificka bunééna sténa. Je schopné prezivat intracelularné

v makrofazich, nebo extracelularné v kasedznim materialu. [4]

3.5.2 Bunécna sténa

A. Stavba bunécné stény Mycobacterium tuberculosis

Bunécna sténa navazuje na cytoplazmatickou membranu coz je
semipermeabilni dvojvrstva fosfolipidi obsahujici integralni proteiny. Bunécna
sténa (BS) se déli na dvé casti. Prvni Cast je nerozpustné jadro tvorené
peptidoglykany-arabinogalaktany-mykolovymi kyselinami. Tato ¢ast BS je diky
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jeji nerozpustnosti povazovana za kostru mikroba a urcuje jeho vlastnosti. Druha
vrstva se sklada z volnych rozpustnych komponent. Tato ¢ast BS je povazovana
za zdroj virulence mikrobl. Dale Ize délit BS na vnitfni a vnéjSi, do vnitfni vrstvy
zarazujeme peptidoglykan (PG), arabinogalaktan a fosfatidyl-myo-inositol
S navazanymi manozami. VnéjSi vrstva je tvofena mykolovymi kyselinami a

volnymi komponentami BS. [22]
B. Stavba jadra bunééné stény Mycobacterium tuberculosis

Peptidoglykan (PG) se nachazi hned nad cytoplasmatickou membranou
a je dale kovalentné vazan na arabinogalaktan. Zakladem jeho struktury jsou dva
aminocukry N-acelytglukosamin a kyselina N-acetylmuramova, spojené
B-1,4 glykosidickymi vazbami. Na karboxylovou skupinu N-acetylmuramoveé
kyseliny je pfipojen tetrapeptid skladajici se z L-alanyl-D-isoglutaminyl-meso-
diaminopimelyl-D-alanin, kde D-Glu je dale amidovan. Tyto polymerni utvary jsou
mezi sebou navzajem spojeny a tvofi sit. [22] Arabinogalaktan (AG) je tvofen
sacharidy, které se vyskytuji jen ve formé furandz, jak nazev napovida sacharidy
tvofici tuto sktrukturu jsou a-D-arabinéza (Araf) a p-D-galaktéza (Galf). Zaklad
této struktury tvofi linearni fetézec Galf vazany vazbou 3-1,5 nebo -1,6. Na tento
linearni fetézec galakiéz se vazi rlizné uskupené fetézce arabinéz. Araf se
vyskytuje ve tfech zakladnich uskupenich, tyto Araf fetézce se vazi na
galaktofuranézovy linearni fetézec v poloze 8, 10 a 12. Arabinogalaktan ma dva
konce, redukujici konec je vazan kovalentné specialni diglykosyl-P mostem
v poloze 6 kyseliny N-acetylmuramové a neredukujici konec, na ktery jsou
kovalentné vazany mykolové kyseliny. [6,23] Mykoloveé kyseliny jsou pfipojeny ve
Ctyfjednotkovych klustrech, pouze 2/3 hexaarabinofuranézovych koncl jsou
obsazeny mykolovymi kyselinami, neobsazené arabindzy se nejspiSe ucastni
imunitni reakce. [22] Mykolové kyseliny jsou pfipojeny fosfodiesterovou vazbou
na arabinogalaktan a jsou soucasti vnéjSi BS. Jsou nejmasitéjSi Casti BS
a udavaji MT charakteristické rysy, hlavné acidorezistenci. Jedna se o B-hydroxy-
mastné kyseliny s velmi dlouhym hydrofobnim fetézcem Cs4-Cs3 @ s C22-C24
dlouhym a-bocnim fetézcem. Existuji tfi odliSné strukturni tfidy mykolovych
kyselin, a-mykolové kyseliny (nejzastoupenéjsi- 70 % mykolovych Kkyselin),

methoxy- a keto-mykolové kyseliny. OdliSujeme cis a trans mastné kyseliny podle
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postaveni fetézcl na cyklopropanovych cyklech. Jednotlivé MK se liSi podle
zdroje, Ize tedy podle struktury MK odliSit jednotliva MT. [22, 23]

C. Stavba a funkce volnych, rozpustnych komponent BS

Phosphatidyl-myo-inositol mannoside (PIMs) jsou unikatni glykolipidy
vyskytujici se ve vnitini i vnéjSi BS mykobakterii. Tvofi zakladni strukturu i pro
lipoglykany (lipomanany a lipoarabinomanany), vyskytujici se ve vnégjsi
membrané MT. Jsou nekovalentné vazany k ostatnim komponentam BS a hraji
velkou roli ve virulenci bacilG. Jejich strukturu tvofi fosfolipid fosfatidyl-myo-
inositol, ktery na sebe dale vaze 1-6 molekul mandzy v polohach dva a Sest
inositolu a tato struktura je acylovana. PIMs obsahuji maximalné Sest molekul

mandzy, pokud jich je ve struktufe vice, jedna se o lipoglykany. [23]

Cord factor je sloZen z disacharidu trehalosy, ktera je esterifikovana
dvéma molekulami mykolovych kyselin. Jeden zbytek mykolové kyseliny je
napojen na C6 jednoho z cukru a druhy zbytek je napojen na C6 druhého cukru
v molekule disacharidu. Mykolové zbytky jsou rGzné dlouhé, od 20 az k 80
uhlikiim, zalezi dle pavodu MT. Kord faktor tvofi ochrannou vrstvu bacilt, protoze
brani splynuti fagosomu s MT a lysosomu. DalSi ulohu hraje ve virulenci a toxicité
MT. Jeho toxicita spociva ve snizovani hladin NAD*, tim snizuje aktivitu enzym
na NAD* zavislych, dale pusobi fyzikalné na membranu mitochondrii, a tim je
schopen rozvratit dychaci fetézec. Je imunogenni a podporuje tvorbu granuloma.
[22]

Sulfolipidy jsou dalSi dulezitou soucasti BS mykobakterii. Chemicky to jsou
sulfatované acylované molekuly trehalosy. Hraiji urcitou roli ve virulenci MT a dale
v interakci fagosom-lysosom. Prakticky stejné jako kord faktor zabranuji fuzi
fagosomu obsahujiciho MT a lysosomu a inhibuji oxidativni fosforylaci

mitochondrii savCich bunék. [22]

Lipomanany a lipoarabinomanany jsou lipoglykany BS mykobakterii.
Chemicky jsou odvozeny od PIMs, lipomanany vznikaji z PIMs prodlouzenim
manosového fetézce, lipoarabinomanany vznikaji také z PIMs prodlouzenim
manosoveho fetézce a navic do slouCeniny je zakomponovana arabin6za. [22]

Tyto molekuly hraji dilezitou roli ve virulenci bacill, LAM jsou navic zkoumany
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pro jejich schopnost vazat se na manosovy receptor makrofagu a schopnost

interakce s Toll receptorem. [6]

Phthiocerol dimycocerosate je specificky lipid, nékdy nazyvan voskem
bunécné stény MT. Jeho molekula je nepolarni, jediné dvé hydroxylové skupiny
phthiocerolu jsou esterifikované mykocer6zovymi Kkyselinami (mycocerosic
acids). Hraji dulezitou roli ve virulenci, MT bez téchto molekul se oznacuji jako

atenuované a jsou snadno znicitelné imunitnim systémem pacienta. [22]
D. Biosyntéza mykolovych kyselin

Syntéza mykolovych kyselin se sklada ze C&tyf hlavnich kroku: syntéza
malonyl-CoA, produkce FAS [, produkce FAS Il a nakonec kondenzace produktu
FAS Il a FAS Il produkce. [24]

Za syntézu mykolovych kyselin jsou odpovédné hlavni dva enyzymy
nazyvané FAS | a FAS Il. V obou pfipadech se jedna o multienzymové systémy,
jejichz  funkci je elongace fetézce mykolovych kyselin, v pfipadé
FAS | elongace a-fetézce MK a FAS Il prodlouzeni meromykolatu. Oba enzymy
prodluzuji stavajici fetézec o dva uhliky pochazejici z malonyl-CoA (ten je
syntetizovan z acetyl-CoA enzymem acetyl-CoA-karboxylasa). [25] FAS |
(eukaryotic-like) produkuje C+16-C1s a C24-C2¢ dlouhé fetézce. C+6-C1s jsou
povazovany za substrat pro FAS Il a C24-Cz6jsou pfimo prekursory a-mykolového
fetézce. [22,25]

Prvnim krokem stavby BS mykobakterii je syntéza malonyl-CoA, ktery je
enzymem FabD konvertovan na malonyl-ACP (Obr. 5). Takto upravena molekula
vstupuje do FAS | multienzymového systému a podléha prodlouzeni fetézce
v kazdém cyklu o dva uhliky. FAS | uvolfiuje své produkty jako acyl-CoA derivaty.
Soucasti tohoto enzymového systému je enzym InhA, ktery je cilem plUsobeni

isoniazidu. [24]

25



Il ]
“0—=C—CHy—C —5-CoA

lF.—-:hD

]
| Il
“0—C—CHy—C —5—ACP

0 l 0 0
R-C-3—ACP -_—:dz—a. R—C ~CHy—C—$—ACP
Recycle ~CoA 2|MADPH+HY —=—T——
0 oH o Moiny zasah PZA
R—CHz —CH3— —S-A{‘.P -CH-CHg—lcl —-5—ACP

\F\DH+H+ /420
Zasah INH ” ?

R=CH=CH-C—-§-ACP

1. beta-ketoacyl-ACP-synthasa (KAS A/B)
2. beta-ketoacyl-ACP-redukiasa

3. beta-hydroxyacyl ACP-dehydratasa

4 2-trans-enoyl-ACP-reduktasa (InhA)

Obrazek 5: FAS | mechanismus syntézy mykolovych kyselin s vyznacenymi mechanismy ucinku IéCiv.
Prevzato a upraveno z Pathway to Synthesis and Processing of Mycolic Acids in Mycobacterium
tuberculosis [24].

Dulezitym spojovnikem mezi FAS | a FAS Il enzymovym systémem je
enzym FabH (Obr. 6), ktery odebira C16-C1s-CoA derivaty produkované FAS |
a kondenzaci s malonyl-ACP dava vzniknout B-ketoacyl-ACP. 3-ketoacyl-ACP je
povazovan za inicialni biomolekulu ucastnici se FAS Il enzymové reakce.
Systematika reakci je témér totozna jako v enzymovém systému FAS |, odliSuje
se tim, Ze v poslednim kroku neni dvojna vazba zredukovana, ale je enzymem
isomerasou pfevedena na cis-izomer. Tato dvojna vazba je b€hem dalSich uprav
pfeménéna cyklopropan synthasou na cyklopropanovy kruh. Po nalezité upravé
produktd FAS | a FAS Il probiha kondenzace za ucasti enzymu Pks13 a vznika

molekula mykolovych kyselin. [22,25]
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o ¥ _ FAsI » meromykolat

1. coa
RS FabH j/ﬁ acP
Acy-Cot  (€,—C,)
Y [-ketoacyl-ACH

Malonyl-ACP

Obrazek 6: Znazornéni FabH enzymu, dilezitého spojovniku mezi FAS | a FAS Il. Pfevzato
a upraveno z [25].
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3.5.3 Rezistence Mycobacterium tuberculosis
Rezistence je schopnost mykobakterii odolavat u€inku antituberkulotik. [4]
Je to geneticky dana vlastnost, ktera urCuje citlivost bacilu
k AT (antituberkulotikim). RozliSujeme rezistenci primarni a sekundarni,
monorezistenci a polyrezistenci, a nakonec multirezistenci (MDR-MT)
a extenzivni multirezistenci (XDR-MT). Z divodu pfedchazeni rezistence se

snazi SZO prosadit mezi zakladni vySetfeni také prukaz citlivost MT na AT. [26]

Primarni rezistence je stav, kdy dany kmen mykobakterii nereaguje na
[éEbu AT u pacienta, ktery je poprvé |éCen. [26] Jsou to tedy baktérie s jistou
genetickou vyhodou, pacient se touto zmutovanou bakterii nakazil jiz od pocatku
onemocnéni. NejCastéji se jedna o rezistenci na INH, u nas neni zavazna,

vyskytuje se u 1-2 % pacientu. [4]

Sekundarni rezistence je naopak stav, kdy je pacient infikovan zpocCatku
citlivym bacilem, ale v prubéhu |é¢by vznikne mutant, bacil, ktery ziska jistou
vyhodu oproti bacilim nemutantnim. [4] Tento mutant ma schopnost odolavat
terapii AT. Rezistence je navozena nespravnou terapii, Spatnou spolupraci
pacienta a lékafe, nedostate¢nym dohledem nad |éCbou, nebo pfedCasnym
ukonc&enim terapie. Nékdy je tento stav nazyvan jako lidsky fenomén, jedinym

zdrojem této mutace je totiz Clovék. [26]

Jako monorezistentni MT je oznaCovan takovy bacil, ktery je pfi prukazu
citlivosti rezistentni pouze na jedno antituberkulotikum z 1. linie |I&Civ. Naopak
polyrezistenci se rozumi rezistence kmene na vice, nez jedno AT prvni line I&Civ.
Polyrezistence na isoniazid a rifampicin se oznacCuje multirezistence. Jesté
zavaznéjSi forma necitlivosti je extenzivni multirezistence, kdy dany kmen neni
citlivy na rifampicin a isoniazid a navic jesté je rezistentni k jednomu z injekéné

podavanych AT 2. linie I1éCiv a k jednomu fluorochinolonovému antibiotiku. [26]

Dle WHO za rok 2016 pfibylo 600 000 novych pfipadid MDR-MT, z toho
6,2 % XDR-MT, a 240000 lidi zemfelo na onemocnéni TB zpusobené
multirezistentnim kmenem MT. Sifeni MDR-MT je potfeba zabranit, protoze tyto
kmeny lze tézko lécit také proto, Zze Skala AT je uzka a nerozrusta se tak rychle
jako rezistentni kmeny tuberkulézy. Z tohoto divodu vydala WHO pét hlavnich
priorit tykajicich se krize rezistentnich kmenu AT. Prvni prioritou je zabranéni

27



vzniku MDR-MT, druhou je vyhledavani MDR-MT, dalSi je okamzité poskytnuti
efektivni terapie pacientim nakazenym MDR-MT, d&tvrta spociva v prevenci
Sifeni a posledni je politicky zajem o situaci a zlepSeni financovani zdravotni
péce. [27]

Rezistence na PZA je zplsobena nejCastéji mutaci genu pncA, ktery
koéduje pyrazinamidasu, tedy enzym konvertujici pyrazinamid na aktivni molekulu
pyrazinové kyseliny. Druha nejCastéjSi pfi€ina rezistence je mutace rpsA genu,
ktery koduje ribozomalni protein S1, ten je povazovan za jeden z cilu PZA.
Nejnoveéjsi poznatek o rezistenci k PZA se tyka panD genu, ktery kéduje aspartat
dekarboxylasu. Tento enzym se podili na syntéze [(-alaninu, prekurzoru CoA
a pantothenatu, dulezité soucasti energetického metabolismu buriky MT a také
cile PZA u mykobakterii. [28]

3.6 Terapie tuberkulozy

Lécba tohoto infekéniho onemocnéni je svéfovana vyhradné do rukou
specialisty z oboru TRN. Je povinné kazdy novy pfipad, umrti nebo recidivu
ohlasit na krajskou hygienickou stanici, toto hlaseni je nastrojem kontroly TB. Pro
tento ucel byl také zalozen roku 1981 Centralni registr pro TB. Pro terapii TB se
pouzivaji standardizované |éCebné rezimy, které jsou dany WHO, respektive
doporugenymi postupy vydavanymi Ceskou pneumologickou a ftizeologickou
spole&nosti pod zastitou CLS JEP. [2]

3.6.1 DOTS (Directly Observed Treatment Short-course)

Taktika 1éCby je dana DOTS (Directly Observed Treatment Short-course),
je povazovana za nejefektivnéjsi metodu kontroly TB. Jedna se o nakladové
efektivni 1é€ebnou metodu, ktera je kombinaci technickych a manazerskych
poznatkll a jejimz ukolem je prfeménit infekéni pfipady TB na neinfekéni a
prolomit nekone¢ny kruh Sifeni tuberkulézy. DOTS je charakterizovana péti

znaky, které je pro funkénost systému nutné dodrzovat: [29]

1. Vladni zavazek k trvalym aktivitam tlumici Sifeni TB.

2. Mikroskopicky prukaz mykobakterii ve sputu u symptomatickych
pacientl a hlaseni pfipadu autoritam.

3. Standardizovany IéEebny rezim na 6—8 mésicl, z ¢ehoz minimalné dva

mésice jsou pod dohledem Iékare na lUzku.
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4. Pravidelna a nepferusovana dodavka zakladnich léku proti TB.

5. Standardizovany systém hlaseni a zadavani udaji pro spolehlivé
vyhodnocovani vysledku pro jednotlivé pacienty i systém jako takovy.
[29]

DOTS do sebe musi byt schopna zakomponovat potfeby danych zemi,
napfiklad v Africe implementovat skutecnost ¢asté nakazy HIV a TB v kombinaci
u jednoho pacienta, pro vychodni Evropu skuteCnost, Ze se zde nachazi vice
rezistentnich kment MT. Tato metoda musi byt pouzitelna pro zemé chudé
i bohaté, velké i malé. [29] Zakladni mySlenka DOTS je, Zze nejlepSi prevenci je
vyhledavani novych pfipadl TB a jejich nasledna lIécba. Spravna lécba rychle
zamezi Sifeni nemoci. Nevhodna lécba, napfiklad nevhodna kombinace I€Civ,
nebo kratky interval uzivani |éCiv, vede ke vzniku rezistentnich kment MT, ¢ehoz

je nutné se vyvarovat. [29,30]

Short course treatment with DO, neboli kratky cyklus |éCby, trva 6-8
meésicl lécby antituberkulotiky. V minulosti existoval Long-course treatment,
ktery trval 12—18 mésicu a probihal v sanatoriich, ktera se snazila u pacienta
posilit odolnost vuci TB, a nebyla uzivana zadna atituberkulotika, jelikoz v té dobé
jesté nebyla objevena. [29] Short course treatment with DO je rozdélen do dvou
fazi: iniciaCni a pokraCovaci. LéCebné rezimy jsou standardizované, coz
znamena, ze vsichni pacienti, zafazeni do definované skupiny, dostanou stejnou
terapii. LéCba je odliSna pro nového pacienta s TB nebo relapsujiciho pacienta.
Lécba TB u HIV pozitivniho pacienta je prakticky stejna jako u HIV negativniho
az na vyjimku thiacetazonu, ktery mize u HIV pozitivniho pacienta vyvolat fatalni
kozni reakci. Pro [éCbu TB se pouziva kombinace I€Civ, aby se zamezilo vzniku

rezistentnich kment MT. [29]

Iniciaéni (intenzivni) faze probiha v nemocnici, pacient je izolovan.
Ma za ukol rychlou redukci bakterialni populace, dosahnout ustupu klinickych
znamek aktivity tuberkulézy a pocinajici ustup rentgenového nalezu u plicni
formy onemocnéni. [20] VétSinou trva dva mésice, jinak minimalné po dobu
pozitivniho mikroskopického nalezu ve sputu. Pacient je 1éCen kombinaci Ctyr
nebo péti antituberkulotik, v davkovacim schématu dle jeho hmotnosti (mg/kg).
LéCiva jsou podavana dle davky bud jedenkrat denné nebo 3x tydné. [20]
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Kombinacni terapie zahrnuje léCbu isoniazidem, rifampicinem, pyrazinamidem
a etambutolem. Tzv. ,pétiterapie” zahrnuje IéCbu isoniazidem, rifampicinem,
pyrazinamidem, etambutolema a navic streptomycinem. Streptomicyn
se pouziva Castéji u TB meningitis. V této fazi IéCby je pacient pfimo sledovan,

zda Iék opravdu uziva (Directly Observed Treatment). [20,29]

Pokracovaci faze vétSinou probiha v domacim prostiedi, bez izolace,
pacient uz neni infekéni. Cilem této faze je zabranit mnozeni patogenu, které
zbyly v tuberkul6znich lézich a tim padem ma zabranit recidivé onemocnéni. [20]
Trva minimalné Ctyfi mésice, nebo déle, v pfimé navaznosti na inicialni fazi.
Pacient je 1é¢en kombinaci dvou Iéciv, pokud je ve skupiné rizikovych pacientd,
voli se spiSe kombinace tfi IéCiv. Pfed stanovenim kombinace |éCiv se vzdy
stanovuje mikrobiologicka citlivost vu¢i AT. NejCastéji se pouziva isoniazid
a rifampicin, popfipadé do trojkombinace etambutol. | tato faze je pod dohledem

|ékare specialisty. Vhodna je také podpurna rehabilitace v sanatoriich. [20,29]
Chemoprofylaxe TB

,Chemoprofylaxe znamena podavani antituberkulotik u jedinct, ktefi jsou
ve zvySeném riziku vzniku TB.“ [31] Profylaxe primarni se aplikuje nejcastéji
u déti, které maji negativni tuberkulinovou reakci, ale jsou vystaveny nakazlivé
TB. Sekundarni profylaxe se vyuziva, kdyz je jedinec jiz nakazen MT, slouZzi
k zabranéni prfechodu v manifestni onemocnéni. [31] K ochrané se pouZziva
nejCastéji isoniazid v monoterapii zpravidla po dobu Sesti mésicu. [4] Davka je
opét vztazena na hmotnost jedince (mg/kg), podava se 1x denné. Pokud je pfi
sekundarni profylaxi prokazana rezistence na isoniazid podava se rifampicin po
dobu Sesti mésicu. HIV pozitivni déti dostavaji Sest mésicl isoniazid. Délka

profylaxe se odviji od véku ditéte a od rizikovosti situace. [31]

3.7 Antituberkulotika

Antituberkulotika, neboli antimykobakterialni latky, jsou léCiva vyuzivana
k 168bé& tuberkuldzy. Jsou to sloudeniny rozliéné struktury. Casté&ji se setkame se
synteticky ziskanymi chemoterapeutiky (pyrazinamid, isoniazid...) méné Casto
pak s latkami pfirodniho puvodu, izolovanymi z bakterii (rifampicin). [32] Zakladni
vlastnosti AT je sterilizaCni nebo baktericidni ucinek. Baktericidni ucinek je

schopnost usmrcovat rychle se délici MT a sterilizaCni ucinek se vyznacuje
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usmrcovanim perzistentnich MT. LéCiva se vzdy nasazuji v kombinaci, aby se
zamezilo vzniku rezistentnich forem MT, z toho duvodu se voli IéCiva s riznymi

mechanismy ucinku. [2]

3.7.1 Léciva 1. linie
Isoniazid (H, Obr. 7)

Obrazek 7: VVzorec isoniazidu

Jedna se o hydrazid kyseliny isonikotinové. PuUsobi baktericidné na
extracelularni i intracelularni aktivni MT, ale bakteriostaticky u neaktivnich forem
patogenu. [32] Relativné rychle vznika rezistence. Isoniazid (INH) je prolécivo,
které je aktivovano uvnitf buriky MT pomoci KatG (katalasa-peroxidasa). Aktivni
produkt (isonikotinovy acyl-radikal) se spontanné vaze na NADH za vzniku
nikotinoyl-NADH produktu. Tento adukt se vaze pevné na enoyl-ACP-reduktasu
(InhA), soucast multienzymového systému FAS |. Timto zplsobem blokuje

isoniazid syntézu mykolovych kyselin, potfebnych pro stavbu bunééné stény. [33]

Mezi nezadouci ucinky patfi nauzea, dyspepsie, prijem. Pacient mize
trpét bolesti hlavy a zavratémi nebo perifernimi neuropatiemi s parestéziemi.
Parestézii Ize pfedchazet podavanim pyridoxinu, u kterého dochazi k deficitu pfi
podavani isoniazidu. Méné Casto jsou postizené jaterni funkce projevujici se
hepatitidou. Inhibuje metabolismus |&Civ v jatrech, ¢imz mulze zvysit i jejich
toxicitu, proto se doporucuje upravit davky téchto IéCiv. [34]

Isoniazid je u nas registrovany jako léCivy pripravek Nidrazid 100 mg. [34]
Davkuje se u dospélych 5 mg/kg télesné hmotnosti/den, maximalné 300 mg

denné peroralné. [35] Podava se 1x denné na lacno, alespon 30 minut pfed

jidlem. Proti parestéziim se profylakticky podava 10 mg pyridoxinu denné. [34,35]
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Rifampicin (R, Obr. 8)

Obrazek 8: Vzorec rifampicinu

Rifampicin patfi do skupiny ansamycinovych antibiotik. V jejich struktufe
je dominantni makrocyklicky laktam a naftalenové jadro. Byl izolovan z bakterie
Amycolatopsis rifamycinica jako smés oznacCovana rifamycin. Z této smési je
nejdulezitéjSi ryfamycin B, ktery byl dale chemicky modifikovan na strukturu
rifampicinu. Je to baktericidni antibiotikum. [32] Mechanismus ucinku spociva
vinhibici DNA-dependentni RNA-polymerazy, tedy vinhibici tvorby
mykobakterialni RNA. Lécivo je silné lipofilni, proto snadno pronika do buriky
mykobakterie. Je indikovan na lé¢bu TB, lepry ale i infekce zpusobené G+ i G-
bakteriemi. [36]

Je to silny induktor cytochromu P450, tudiz ma hodné Iékovych interakci
a nizky terapeuticky index a jeho aplikaci je doporu€ovano monitorovat. Béhem
uzivani rifampicinu dochazi ke zbarveni slin, potu, slz a mo€i do oranzova.
Podavani se nedoporucuje pacientim s onemocnénim jater. Mezi nezadouci
ucinky patfi nauzea, prajem, porucha krvetvorby, vyskyt chfipkového syndromu
a porucha jaternich funkci. Velmi rychle se vyviji rezistence MT k rifampicinu,
proto se stanovuje pfed nasazenim lécCby citlivost MT vac&i tomuto [éCivu a test

citlivosti se opakuje nékolikrat béhem lécby. [37]

U nas je registrovany jako Benemicin 300 a 600 mg, davkuje se
u dospélych 10 mg/kg/den peroralné. Maximalné 600 mg za den. Podava

se souCasné s ostatnimi AT na lacno, alespon hodinu pfed jidlem. [35,37]
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Ethambutol (E, Obr. 9)
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Obrazek 9: Vzorec etambutolu

Sloucenina typu aminoalkoholu. Opticky aktivni slou¢enina se dvéma
chirdlnimi uhliky. Je to syntetické chemoterapeutikum. Uginny je pouze
pravotoCivy S,S-(+) izomer, zatimco ostatni izomery jsou neucinné nebo toxické.
Ethambutol je bakteriostaticky pro aktivni MT, ale v kombinacich zvySuje
baktericidni potencidl. Mechanismus u€inku spo€iva v blokadé syntézy
sacharidové slozky bunécné stény. Inhibice syntézy arabinogalaktanu
z D-arabinozy, a tudiz zamezeni vazby mykolovych kyselin na 5-hydroxylovou

skupinu arabinogalaktanu a tvorbé komplexu v BS. [32]
Mezi nezadouci Ucinky patfi nauzea, prujem, zvySena urikémie, poruchy

vizu, respektive Cervena a zelena barvoslepost a reverzibilni retrobulbarni

neuritida. Na rozdil od ostatnich neni hepatotoxicky. [35,38]

U nas registrovany jako Sural 400 mg. Davkuj se 15 mg/kg podanych
v jedné denni davce peroralné. Maximalni denni davka je 2,5 g. Potrava neovlivni

jeho vstfebavani, nemusi se podavat na la¢no. [35,38]

Streptomycin (S, Obr. 10)

Obrazek 10: Vzorec streptomycinu

Latka prirodniho plvodu izolovana z bakterii Streptomyces griseus. Patfi
mezi aminoglykosidova antibiotika, obsahuje ve své struktufe trisacharid,

respektive aminosacharid. Jeho molekula je pfiliS polarni pro peroralni aplikaci
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a je nutné ho podat intramuskularné nebo intravendzné pro systémovy ucinek.
Mechanismu ucCinku je zaloZzen na inhibici proteosyntézy bakterialni buriky
nevratnou vazbou na podjednotku 30S bakterialniho ribozomu. Ma Siroké
spektrum uc€inku, pouziva se v terapii infekci zplsobenych G- bakteriemi, TB
a Pseudomonas aeruginosa. Diky vysokému vyskytu nezadoucich ucinka by se

nemél podavat déle nez 7—10 dni u jinych infekci nez TB. [32]

viwv s

posSkozeni sluchu, nefrotoxicita a porucha pfenosu nervosvalového signalu. Pfi
poSkozeni ledvin je nutné sledovat jeho hladiny v krvi a pfipadné upravovat
davky. Je teratogenni a nesmi se uZivat béhem téhotenstvi. Do bakterii se

dostava transportnim mechanismem. [4]

U nas nyni neni registrovany LP s touto obsahovou latkou. Davkuje se 10—
15 mg/kg/den, maximalni tolerovana davka je vétSinou 750 mg. V prasku pro

injekce ve formé sulfatu. [35]
Pyrazinamid (Z, Obr. 11)
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Obrazek 11: Vzorec pyrazinamidu

Fyzikalni vlastnosti

Pyrazinamid neboli amid kyseliny pyrazin-2-karboxylové je bily krystalicky
prasek, mirné rozpustny ve vodeé, téZce rozpustny v 96% lihu a dichlormethanu.
Jeho sumarni vzorec je CsHsN3O a jeho teplota tani se pohybuje v rozmezi

188 az 191°C. Jedna se o separandum, tedy silné ucinnou latku. [39]
Chemické vlastnosti

Zakladni skelet tvofi pyrazin, coz je aromaticky heterocyklus obsahujici
dva dusiky v cyklu, které maji volné elektronové pary. Tyto volné elektronové
pary ale nejsou zapojeny do konjugace, jak je tomu napfiklad u pyrrolu, protoze
je zde uz splnéna podminka aromaticity, coz je pfitomnost 6 m elektrond

v konjugaci. Vliv dusikd na reaktivitu slou€eniny je spiSe deaktivacni, zpUsobuiji
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zvySeni elektronové hustoty v m-polohach vidi jejich poloze. Vhodné reakce jsou
tedy hlavné nukleofilni aromatické substituce v o-poloze vzhledem k dusiku.
Chemicky se jedna o slabou dvojsytnou bazi s hodnotou disocianich konstant
pKa=0,65 a pKa=-5,78. [40]

Farmakodynamika pyrazinamidu

Mechanismus ucinku PZA neni dodnes pIné objasnén. Existuje nékolik
hypotéz, jakym mechanismem tato slou€enina pusobi. PZA je jedine¢ny v tom
ohledu, Ze je schopny pulsobit na bacily, které se nereplikuji a maji minimalni
aktivitu metabolismu, neboli jen perzistuji v téle hostitele. Z tohoto divodu ma
nezastupitelnou roli v terapii TB, protoze ostatni AT pUsobi pfedevsim na aktivni
bacily. [28]

A. Enzymaticka konverze PZA na POA enzymem pyrazinamidasou

a nasledny zasah POA do metabolismu bunky MT

V této teorii se predpoklada, ze PZA vstupuje do bunék bacilll pasivni
difzi. V bunce je enzymaticky konvertovan na kyselinu pyrazinovou enzymem
pyrazinamidasou (kddovano pncA genem). POA je relativné silna kyselina (pKa
2,9), ktera se uvnitf bacild vyskytuje deprotonizovana a opousti intracelularni
prostfedi aktivnim i pasivnim transportem do extracelularniho kyselého prostoru.
Toto extracelularni prostfedi je kyselé diky probihajicimu TB zanétu a plisobenim
tohoto kyselého prostiedi se stava deprotonizovana POA opét nenabitou
slou€eninou (HPOA) a znovu vstupuje pasivni difuzi do buriky MT. Zde uvolfiuje
kysely vodik a cely cyklus se opakuje. POA tedy celkové okyseluje vnitfni
prostiedi MT, a tim inhibuje funkci enzym(, zaroven rozvraci funkci membran
a zasahuje i do energetického metabolismu patogent. Tento mechanismus
ucinku je tedy zavisly na kyselém pH prostfedi, a jelikoz kyselé prostredi zanétu
vymizi béhem iniciaCni faze terapie TB, PZA se v pokraCovaci fazi nepodava.
[28,41]

B. Inhibice trans-translace

Trans-translace je vitalni funkce bunék, ktera umozfiuje uvolnéni
defektniho proteinu z ribosomu, jeho naslednou degradaci a obnoveni funkce

ribosomu. Pro tuto funkci existuje v bunce specialni tm-RNA, ktera se spolu
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s RpsA proteinem vaze na defektni m-RNA a uvoliuje tak defektni protein
z ribozomu, zabezpedi jeho degradaci a obnovi funkci ribosomu. Pro pusobeni
PZA timto mechanismem je dulezita jeho konverze na POA. POA se navaze na
ribosomalni protein S1 (RpsA), a tim zamezuje nasledné trans-tanslaci v pfipadé

syntézy defektniho proteinu. [42,43]
C. Aspartat dekarboxylasa jako cil POA

NejnovéjSi poznatky naznacuji novy mechanismus ucinku, ktery byl
prokazan u PZA-rezistentnich mykobakterii bez mutaci pro gen pncA a rpsA.
Diskutovany mechanismus ucinku je zaloZeny na interferenci POA s C-koncem
enzymu aspartat dekarboxylasa, ktery je koédovany panD genem. Aspartat
dekarboxylasa je enzym zodpovédny za konverzi L-apartatu na B-alanin, ktery je
soucasti molekuly pantothenatu. Vitamin Bs je nezbytnou soucasti koenzymu A,
a ten je velmi dullezitou c&asti energetického metabolismu a biosyntézy
mykolovych kyselin. NaruSenim energetického metabolismus dojde k nedostatku

energie v burice MT a nasledné takto poSkozena burka uhyne. [44]
D. Inhibice Fatty acid synthase |

FAS | je enzym syntetizujici mykolové kyseliny bunécné stény MT.
Syntetizuje kratké a-fetézce a dale prekursory mykolovych kyselin, které dale
prodluzuje FAS Il. [28] Pokud dojde k zablokovani funkce FAS I, dojde k defektu
mykolovych kyselin a tedy i rozruseni bunky MT a jejimu uhynu. Interference
s FAS | enzymem je pfedpokladana pres intermediat NADPH+H", ktery pUsobi
jako redukéni Cinidlo pfi syntéze mykolovych kyselin. Je mozné, ze PZA
a NADPH+H* kompetuji o vazebné misto v enzymu FAS I. Jelikoz inhibice
nastava az pfi vysokych koncentracich PZA, nepfedpoklada se, ze by PZA timto

mechanismem uc¢inku v organismu pusobil. [45]
E. Mechanismus Gc¢inku spojeny se syntézou NAD*

Tato teorie je zalozena na mySlence, ze PZA, potazmo POA, dokaze
zastavit biosyntézu zivotné dulezitého koenzymu NAD* na zakladé jeho
strukturni podobnosti s chinolinovou kyselinou a nikotinamidem (Obr. 12). NAD*
je nezbytné dulezité redoxni cCinidlo a také koenzym hrajici zasadni roli

v energetickém metabolismu buriky MT. Za normalnich okolnosti vznika NAD*
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z chinolinové kyseliny, PRPP (5-fosforybisil-1-pyrofosfat) a dalSich komponent
véetné Mg?* za katalyzy enzymem QAPRTasa (Quinolinic  Acid
Phosphoribosyltransferase). Na zakladé strukturni podobnosti POA a chinolinové
kyseliny (Obr. 12) Ize pfedpokladat, ze POA dokaze timto mechanismem
interferovat s QAPRTasou a jako faleSny substrat ji inhibovat. MT ale dokaze de
novo syntézu NAD® obejit pfijetim hotového nikotinamidu, zda je strukturni

podobnost vyuzita i béhem této cesty biosyntézy NAD* zUstava otazkou. [46,47]
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Obrazek 12: Porovnani podobnosti: 1-Pyrazinamid, 2-kyselina pyrazinova, 3-chinolinova

kyselina, 4-nikotinamid
Farmakokinetika

PZA je kompletné absorbovan z gastrointestinalniho traktu. Je Siroce
distribuovan do vS8ech organ( a télesnych tekutin (i mozkomisniho moku). Pouze
5 % PZA se vaze na plazmatickeé bilkoviny. Jeho metabolismus probiha v jatrech
a jeho hlavnim metabolitem je kyselina pyrazinova. Jeho metabolity jsou

vyluCovany ledvinami. Je vyluCovan do matefského miéka. [48]
Pyrazinamid jako IéCivy pfipravek

V Ceské republice je znamy pod obchodnim nazvem Pyrazinamid Krka
500 mg, zafazeny do specifického lIéCebného programu. Jedna se o tablety
s peroralnim podanim. [48] Davkuje se dle télesné hmotnosti dospélého pacienta
15-30 mg/kg, pfi kazdodennim podavani by davka neméla pfesahnout 2 g za
den. Lze davkovat i 2x nebo 3x tydné. Tablety se uzivaji celé v jedné denni
davce, nejCastéji po snidani. [35,48]

Pfed nasazenim léCivého pfipravku se doporucuje zméfit hladiny kyseliny
podkozeni jaternich funkci, nejéast&ji Zloutenka. Mezi dalsi NU Ize zaradit

nauzeu, zvySeni kyseliny mocové v séru (inhibici vylu¢ovani uratd ledvinami)
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a myalgie. Pripravek |ze pouzivat v t€hotenstvi, po porodu se doporucéuje nekojit,

protoze se |é€ivo vyluCuje do matefského miéka. [48]

3.7.2 Léciva 2. linie
Do této skupiny IéCiv Ize zahrnout celou Skalu IéCiv rizné struktury
i rtizného mechanismu ucinku. Pro terapii TB se pouzivaji vyhradné v pfipadé
rezistence na nékteré zléCiv 1. linie, proto se jim pfezdiva rezervni

antituberkulotika. Patfi sem Iéky podavané peroralné i aplikované intravendzné.
[49]

Injekeni 1é€Civa (Tab. 2)
Obé skupiny latek, které lze podat pouze injekéné, plsobi stejnym
mechanismem ucinku a to inhibici bunééné proteosyntézy. [36] Pokud pacientovi

nelze podat Iéky peroralngé, Ize aplikovat injekéné i nékteré z dalSich |éCiv

dostupnych i v tabletach (fluorochinolony, Tab. 3).

Tabulka 2: Prehled injek¢né podavanych IéCiv 2. linie antituberkulotik [50]

Skupina Uginné latky Uginek Nezadouci Uéinky
Aminoglykosidy Amikacin, baktericidni Ototoxicita,
Kanamycin nefrotoxicita,

porucha prenosu
nervosvaloveho

impulzu

Polypeptidy Kapreomycin baktericidni Nefrotoxicita,
Neurotoxicita,

hypokalémie

Peroralni IéCiva (Tab. 3)

Fluorochinolony pusobi inhibici DNA gyraz bakterii, respektive
topoizomerazy Il u G- bakterii, tim inhibuji replikaci buné&né DNA. Thioamidy
interferuji se syntézou mykolovych kyselin, tim znemoznuji spravnou stavbu BS
mykobakterii, ale jsou to vyznamné toxické latky. Cycloserin pulsobi inhibici

syntézy peptidoglykanu a kyselina p-aminosalicylova pasobi nejspiSe pres
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metabolismus Zeleza patogenl. Nevyhodou p-aminosalicylové kyseliny je jeji

obsolentnost a potfeba vysokych terapeutickych davek, fadové v gramech. [50]

Tabulka 3: Prehled IéCiv 2. linie antituberkulotik podavanych peroralné [50]

Skupina Uginné latky Uginek Nezadouci
ucinky
Fluorochinolony | Ofloxacin, baktericidni Hepatopatie, ruptura
Ciprofloxacin Achilovy paty,
artropatie,

fotosenzibilizace...

Thioamidy Ethionamid, bakteriostatické Nauzea, zvraceni,
Propionamid moznost thyreopatii.
Cycloserin bakteriostatické Bolesti hlavy,
psychoézy...
p-aminosalycilova | bakteriostatické Nauzea, zvraceni,
kyselina eroze GIT, thyreopatie
v kombinaci
s thioamidy.

3.7.3 Nova léCiva

Vzhledem ktomu, Ze lidstvo stale neprekonalo TB a toto infekéni
onemocnéni neustale zplUsobuje Skody na Zivotech lidi a navic se stale rozmahaji
i rezistentni formy MT, je tfeba intenzivné pracovat na vyvoji novych AT. Pro vyvoj
novych antituberkulotik existuji jasné definovana pravidla. Kromé ovéfeného
bezpecnostniho profilu by mélo 1é€ivo mit vétsi antimykobakterialni aktivitu nez
stavajici IéCiva, zasahovat nové cile, byt kompatibilni s terapii HIV, nesmi jevit
antagonismus s ostatnimi AT a mélo by napomahat zkraceni doby terapie. [51]
Jelikoz vyvoj novych |éCiv trva nékolik desitek let a situace ohledné TB je
alarmujici, tak se pfistoupilo ke zrychlenym Klinickym testim nékterych
nadéjnych sloucenin (delamanid-faze Il klinickych studii, bedachilin- faze II
klinickych studii). [50,51]
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Bedachilin (Obr. 13)

Obrazek 13: VVzorec bedachilinu

Tato latka byla oznaCovana béhem vyvoje jako TMC207 a chemicky patfi
mezi diarylchinoliny. [51] TMC207 byla FDA a posléze i EMA schvalena pro
uzivani v kombinaéni terapii v pfipadé onemocnéni MDR-TB u dospélych
jedincu. [50] Mechanismus uc€inku spociva v inhibici ATP-synthasy, coz je kliCovy
enzym pro energeticky metabolismus buriky. Vyhodou je, Ze je selektivni pro
mykobakterialni buriky, ¢imz je méné toxicky pro ¢lovéka. Mezi hlavni nezadouci
ucinky patfi nevolnost, bolest svall a prodlouzeni QT intervalu. Jeho MIC je velmi

nizka, udavana v desitkach az stovkach nanogramu na mililitr. [50,51]

Delamanid (Obr. 14) a pretomanid

F F ©
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Obrazek 14: \/zorec delamanidu

Obé I|écCiva patfi mezi nitroimidazolova antibiotika. BEhem vyvoje byly
oznacovany: Delamanid (OPC 67683) a pretomanid (PA-824). Delamanid byl jiz
FDA schvalen pro uzivani kterapii TB u dospélych a je dale testovan
v pediatrické skupiné. Mechanismus jejich ucinku spociva v inhibici syntézy
mykolovych kyselin, dulezitych komponent bunééné stény MT. Navic maiji
schopnost uvolfovat oxid dusnaty (NO), ktery zpUsobi respiracni otravu.
Pretomanid uvolfiuje NO pfedevsim v anaerobnich podminkach, a tim pusobi i
na dormantni formy MT. Jejich vyhoda je nizka hepatotoxicita, diky které je Ize
Iépe kombinovat s antivirotiky u HIV pozitivnich pacientd. [50,51] Dle databaze
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SUKL jsou u nas registrovany: bedachilin (SIRTURO 100 mg tablety) a
delamanid (Deltyba 50 mg tablety).

Dalsi nadéjna léCiva

Mezi tato léCiva se fadi nova i znovuobnovena I|éCiva. Mezi
znovuobnovena patfi antibiotika linezolid a meropenem/klavulanova kyselina.
A k novym |éCivim Ize zarfadit sutezolid, ktery patfi do stejné skupiny antibiotik
jako linezolid (oxazolidinony). Jeho mechanismus uc€inku spociva v inhibici
proteosyntézy. DalSim novym léCivem je SQ109 (1,2-ethylendiamin), analog
ethambutolu, ktery plsobi téz inhibici proteosyntézy. U téchto latek probihaiji

intenzivni studie nachazejici se v rlznych stadiich klinického hodnoceni 1éCiv.
[50,51]

3.8 Vakcinace

3.8.1 Povinnost oékovani v CR

Zasadnim rokem pro tuto problematiku se stal rok 2010, resp. 1. 11. 2010,
kdy vySla v platnost vyhlaska [52] €.299/2010 jako provadéjici pfedpis zakona
€. 258/2000 o ochrané vefejného zdravi [10], ktera zruSila ploSné povinné
oc¢kovani proti TB. Povinné toto o¢kovani zustalo pouze pro osoby z rizikovych
skupin, hlavné pro novorozence, a pro tyto jedince je plné hrazeno z vefejného
zdravotniho pojisténi. [10] Vyhlaska MZd €. 355/2017 o oCkovani proti infekénim
nemocem, pfiloha & 2 [53], jako provadéjici pfedpis zakona ¢&. 258/2000
o ochrané vefejného zdravi stanovuje podminky povinného ockovani
novorozencu proti TB. Do rizikové skupiny patfi napfiklad novorozenec, jehoz
rodiCe trpi aktivni formou TB, nebo se narodilo & pobyva ve staté s vysSim
vyskytem TB nez 40 pfipadd na 100 000 obyvatel. [53]

Do roku 2009 probihalo oCkovani proti TB od 4. dne do 6. tydne zivota
ditéte a poté v 11-12ti letech Zivota ditéte probihalo preockovani u tuberkulin
negativnich déti, které bylo plné hrazeno z vefejného zdravotniho pojisténi. Od
bfezna roku 2009 vysla v platnost vyhlaska ¢. 65/2009 podle které byla povinna
pouze primovakcinace ve véku od 4. dne do 6. tydne Zivota ditéte. Poté roku

2010 nasledovalo zruseni ploSného ockovani proti TB. [54]
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3.8.2 Duivody zruseni oékovani proti TB v CR

Kalmetizace neboli oCkovani proti TB neboli vakcinace proti TB byla
zruSena z dlvodu usneseni WHO o jeji ucinnosti. Probéhlo mnoho metaanalyz,
které pomohly odkryt u€innost a bezpecnost vakcinace proti TB. Na zakladé
vysledkl téchto metaanalyz vydala WHO vSeobecna doporuceni, ve kterych
doporucuje kalmetizaci pouze v zemich s vysokym vyskytem TB, a to co nejdfive
po narozeni. V zemich s nizkym vyskytem tohoto onemocnéni doporucuje
oCkovat pouze novorozence zahrnuté do rizikovych skupin. BCG vakcina ma
prokazané protektivni ucinky proti meningitidé a Sifeni tuberkulézy mezi détmi,
nedokaze vSak zabranit primarni infekci a hlavné reaktivaci latentni plicni
tuberkuldzy, coz jeji efekt znacné omezuje. Délka ochranného plUsobeni BCG
vakciny se udava 10-20 let, proto se dfive v 11ti letech pfeoCkovavaly tuberkulin
negativni déti. Zjistilo se vsak, Ze toto pfeoCkovani je bez efektu. Jediny efekt ma
pouze ocCkovani Cerstvé narozenych déti, které se jesté s MT nesetkaly.
[55,56,57]

3.8.3 Zpusob vakcinace

Ockuje se BCG vakcinou neboli Bacillus Calmette—Guérin. Jedna se
o zivou atenuovanou vakcinu ziskanou z Mycobacterium bovis. Navozuje
bunécny typ imunity a chrani pfed generalizovanymi formami TB. Vakcina se
aplikuje intradermalné do horni Casti levé paze, kde také zanechava typickou
jizvu. OCkovani se nesmi provadét u imunosuprimovanych pacientl, u pacientu
HIV pozitivnich, pfi horeCnatych stavech a u pacientl s pozitivni tuberkulinovou
zkouskou. [595]

3.9 Design syntetizovanych sloucenin

Struktura vychozi latky je slozena z pyrazinamidu (Obr. 1 na strané 11),
antituberkulotika 1. linie, ktery je detailné popsan v kapitole 3.7.1, i kdyz v SirSim
Uhlu pohledu se jedna vlastné o 6-chlorpyrazinamid. DalSim fragmentem
struktury je substituovany 4-fenylthiazol-2-amin (Obr. 2,3 na str. 11), jehoz

derivaty jiz dfive prokazaly antimykobakterialni aktivitu. [58,59]

MysSlena obména v poloze Sest pyrazinového jadra vychazi z poznatkd, ze
alkylamino substituce pyrazinamidu a jeho dalSich derivatd zvySuje
antimykobakterialni aktivitu takto obménénych molekul. Tato modifikace se
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provadi v poloze pét a Sest pyrazinového kruhu, antimykobakterialni aktivita roste
s rostouci lipofilitou, tedy s rostouci délkou alkylového fetézce do délky sedmi az
osmi uhlikG. Tato modifikace pfinesla dale slouCeninam nizsi cytotoxicitu na
HepG2 hepatalni buriky. [60,61]

Vzhledem k této struktufe byl navrzen jako potencialni cil ucinku téchto
sloucenin enzym FabH (kapitola 3.5.2). Ktomuto navrhu doSlo na zakladé
strukturni podobnosti s jiz znamymi inhibitory tohoto enzymu (Obr. 15) a na
zakladé vysledkl molekulového modelovani. Struktura 1 (Obr. 15) zobrazuje
znamy inhibitor enzymu FabH, nejedna se ovSem o enzym z MT. Jde o enzym

z jiné bakterie, avSak tyto enzymy jsou si velmi podobné. [58,62]
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Obrazek 15: Porovnani struktury znamého inhibitoru FabH enzymu (1), vychozi latky 1 (2)
a vSeobecné struktury nové pfipravenych latek (3), upraveno a prevzato z [58].
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4. Metodicka Gast

4.1 Chemikalie, metody, pomucky, pfistroje a software

Experimentalni Cast této prace probihala na katedfe Farmaceutické
chemie a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Kralové.

Chemikalie pouzité pro syntézu pochazely od spolecnosti Sigma-Aldrich
(St. Louis, Missouri, USA). Byly pouzity v dodané kvalité, ktera odpovidala kvalité

pro syntézu.

Pro TLC chromatografii a ovéfeni pribéhu reakci, nebo ovéreni Cistoty
separovaného produktu byly pouzity desky Silica 60 F2ss (Merck, Darmstadt,
Némecko). Detekce byla provedena v UV boxu pod UV lampou s vinovou délkou
254 a 366 nm.

K pokusu syntézy latky JZ-MC-10 a JZ-MC-3 byl pouZit mikrovinny reaktor
CEM Discover vybaveny podavatem Explorer 24 (CEM Corporation, Matthews,

Severni Karolina, USA).

Separace produktu od necistot byla provedena na automatizovaném flash
chromatografu CombiFlash Rf (Teledyne Isco, Lincoln, Nebraska, USA). Kolony
byly plnény ru¢né silikagelem s velikosti zrn 40-63 um (Silica gel 60, 0,040 az
0,063 mm, Merck). Eluce byla gradientova a detekce probihala méfenim

absorbance pfi vinovych délkach 254 nm a 280 nm.

H a 3C NMR spektra byla méfena na Katedfe organické a bioorganické
chemie doc. PharmDr. Jifim KuneSem, CSc. na pfistrojich Varian VNMR S500
("H-HMR pfi 500 MHz, 3C-NMR pfi 125 MHz) nebo Varian Mercury VX- BB 300
( "H-HMR pii 300 MHz, 3C-NMR pfi 75 MHz), oba od firmy Varian (Palo Alto,
Kalifornie, USA). Méfeni bylo provedeno v deuterovaném dimethylsulfoxidu
(DMSO-ds) nebo deuterovaném chloroformu (CDCI3) za laboratorni teploty.
Chemické posuny & (ppm) jsou vztazeny k tetramethylsilanu (TMS) a to nepfimo
pomoci signalu rozpoustédla (pro DMSO-ds 2,49 ppm ('H) a 39,70 ppm ('3C),
pro CDCl3 7,27 ppm ('H) a 77,00 ppm ('3C)).

InfraCervena spektra byla zméFfena na Katedfe organické a bioorganické
chemie pfistrojem Nicolet Impact 400 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
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Massachusetts, USA) s vyuzitim metody ATR (zeslabeny uplny odraz)

na krystalu germania.

Hmotnostni spektra byla zméfena doc. Radimem Kuc€erou, Ph.D. na
hmotnostnim spektrometru LCQ Advantage Max ion-trap mass spectrometer
(Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA). Vzorky byly rozpustény ve smési MeOH,
H20, kyselina mravenci v poméru 80:20:0,1 (v/v). lonizace byla provadéna

elektrosprejem v pozitivnim modu.

Teploty tani CcCistych produktd byly naméfeny kapilarni metodou
v bodotavku Stuart SMP 30 (Bibby Scientific Limited, Staffordshire, Velka

Britanie). Ziskané hodnoty jsou nekorigované.

Chemickeé strukturni vzorce sloucenin a jejich fyzikané-chemické vlastnosti
byly ziskany z programu ChemDraw Professional 16.0 (PerkinElmer Informatics,
Waltham, Massachusetts, USA).

Pro 3D in sillico simulaci interakce slou€eniny a receptoru byl vyuZit
software MOE (Molecular Operating Enviroment) od spole¢nosti Chemical

Computing Group (CCP, Montreal, Kanada).

Uvedené vytéZky v procentech patfi chromatograficky CcCisté latce

po poslednim kroku Cisténi.

Pomulcky pro syntézy zahrnovaly standardni laboratorni vybaveni.
Kadinky, banky s plochym i kulatym dnem, sklenéna tyCinka, michatko
a magneticka michacka, olejova lazen, vafric, filtraéni papir, nalevky, frity, vodni

vyvéva, vakuova odparka, kapilary, TLC komory, zpétné chladiCe a teploméry.

4.2 In silico doking série JZ-MC

In silico doking je technika molekulového modelovani, jehoz ucelem je
predikce vzajemné interakce molekul. V ramci této prace budeme hovofit
o makromolekule, tedy enzymu a malé molekule, tedy ligandu. Jedna se
o metodu racionalniho, pocitaCem podporovaného vyvoje IéCiv. Molekularni
dokovani do proteinu, vSechny in silico kalkulace a generovani pdz probéhlo
v MOE (Molecular Operating Environment) v.2016.0802 (Chemical Computing
Group Inc., Montreal, QC, Canada) s pouZitim MMFF94x silového pole.
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Prvnim krokem molekulového modelovani této prace byl vybér a posléze
uprava proteinu, v tomto pfipadé enzymu, vhodného pro dokovani dané série
slou€enin. 3D struktura proteinu B-ketoacyl-ACP-synthasy Il (FabH) byla
stazena z PDB databaze (Tab. 4), ktera je volné dostupna na internetu. Kéd
pouzitého proteinu je 1TU6S a jedna se o komplex lauroyl-CoA a 3 -ketoacyl-ACP-
synthasy lll. Je to enzym pochazejici z Mycobacteria tuberculosis, jehoz 3D
struktura byla ziskana metodou rentgenoveé krystalografie. Tento protein byl
stazen jako PDB format a vlozen do programu MOE. 3D struktury v databazi PDB
Casto obsahuji mnoho chyb, které e nutno pred

molekulovym modelovanim opravit.

Tabulka 4: Souhrnné viastnosti proteinu 1TU6S

PDB ID 1U6S

Zdrojovy organismus Mycobacterium tuberculosis
Rok publikace 2004

X-ray rozligeni 2,3A

R-value Work 0,206

R-value Free 0,247

Ramachandran outliers 0,5 %

Pocet podjednotek 2 (A, B)

PocCet AMK na jeden fetézec 335

Jelikoz se jedna o homodimerni strukturu enzymu, byla jedna
z podjednotek (A) smazana pomoci funkce Sequence editor. Zbyla ponechana
jednotka byla nasledné opravena funkci Structure preparation, ktera opravila
hlavné strukturalni chyby. Pfes aplikaci Protonate 3D byly pfidany vodikové
atomy, dale byly vypocitany parcialni naboje a taktéz byla provedena omezena
energeticka minimalizace komplexu ligand-receptor. Molekuly vody vzdalené;si
vice nez 4,5 A od receptoru nebo ligandu byly odstranény, voda nebyla tedy
brana v potaz v naslednych kalkulacich a interakcich ligandu a proteinu. Protein
1UBS byl pro zjednodus$eni krystalizace zmutovan v katalytické triadé (Cys112

byl nahrazen Ala112), z tohoto divodu byl Ala112 opraven na Cys112. Pro

v v
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konformace Cys112 byla potvrzena porovnanim s jinou strukturou FabH
(pdb: 2Q00).

Podjednotka je tvofena dvéma kanaly, které jsou na sebe skoro kolmé
a tvofi pismeno L (Obr. 16). Na spojnici téchto vétvi se nachazi katalyticka triada
(Cys112, His244, Asn274). Na toto katalytické misto z jedné strany navazuje
hydrofobni a z druhé strany hydrofilni kanal enzymu. [58] Pro tento projekt
je dulezité vyhodnotit, zda se molekula finalnich slou¢enin je schopna vazat na
aminokyseliny z katalytické triady a zda je velikost hydrofobni kapsy enzymu

dostatecna pro hydrofobni ¢ast slou€eniny potencialniho I&€Civa.

Obrazek 16: L-tvar tunelu mykobakterialni FabH. A-hydrofilni ¢ast, B-lipofilni ¢ast,
C-katalyticka triada. Obrazek Cerpan z [58].

Druhym krokem byla pfiprava a uprava databaze sloucenin, které budou
dokovany. Tato databaze byla pfipravena ru¢nim skladanim. V tomto pfipadé se
jednalo o ¢trnact sloucenin, sedm z nich bylo poté pfipraveno a otestovano,
zbylych sedm slouc€enin bylo vyuzito jen pro molekulové modelovani in silico.
Jednotlivé slou€eniny byly postaveny z jednotlivych atomd v programu MOE
ve 3D formatu, zkontrolovany ve 2D formatu, byl jim pfidan parcialni naboj,

vybran prevazujici tautomer a provedena energeticka minimalizace.

Nasledovala nejdullezitéjsi ¢ast a to doking pfipravené databaze molekul
do opraveného enzymu. Podrobnosti o nastaveni dokovaciho protokolu: Docking
stage - Placement method: Triangle Matcher, generate 10.000 poses; Score:
London dG; retain 30 poses. Refinement stage — Rigid receptor; Score:
GBVI/WSA dG; retain 5 poses. Doking byl zaméfen na vazebné misto
originalniho ko-krystalizovaného ligandu (lauroyl-CoA). Jako zdroj ligandl byla
vybrana databaze dfive upravenych molekul. Vysledkem dokingu je tabulka
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s péti nejlepSimi pdzami pro kazdou molekulu, které ohodnotil program Ciselnou
hodnotou (SCORE).
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4.3 Syntéza série JZ-MC

4.3.1 Syntéza meziproduktl a vychozich latek
Priprava kyseliny 6-chlorpyrazin-2-karboxylové (6-CI-POA)

Vychozi slou€eninou byla kyselina pyrazin-2-karboxylova, ktera byla
zoxidovana NaWOs, H202 a H2SO4 na N-oxid vpoloze 4 kyseliny
pyrazin-2-karboxylové (Obr. 17). Karboxylova skupina i N-oxid jsou silné
deaktivujici funkéni skupiny s negativnim mesomernim efektem a sméfuji dalSi
substituci aromatického jadra do meta polohy [63]. Pisobenim dalSiho Cinidla
POCI3 nastala chlorace jadra v poloze 6 (Obr. 17). Slou¢enina 6-CI-POA nebyla
vramci této diplomové prace syntetizovana, protoZze zde byla zasoba

z predeslych syntéz. [63,64]

=0

|| 1 NaWO4 H202

I

Cw Cl N C
—
N

Obrazek 17: Priprava slouc¢eniny 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

Priprava 4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-aminu

Do tfeci misky bylo navazeno 5,5 g (72,2 mmol) thiomocoviny a 9,2 g
(36,2 mmol) jodu a rozetfeno na jemny prasek. Po rozetfeni se smés
kvantitativné pfrenesla do varné banky a pfidalo se 5g (36,2 mmol)
4-fluoracetofenonu a Ctyfi hodiny se tato smés (Obr. 18) zahfivala pod zpétnym
chladi¢em pfi 90-100 °C (béhem zahfivani smés zkapalni). Po vychladnuti smés
ztuhla, byla promyta vodnym roztokem thiosiranu sodného, diky kterému se
smés odbarvila, protoze doslo k redukci jodu na rozpustny jodid. Po odstranéni
jodu pomoci vodného roztoku thiosiranu sodného byla smés proplachnuta
etherem pro odstranéni zbytku 4-fluoracetofenonu. [65] Nakonec byla provedena
rekrystalizace zhorké vody a TLC pro kontrolu G istoty. Vytézek
4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-aminu byl 7,75g (55,3 % toeretického vytézku).
Obdobnym zplsobem by se pfipravil i 4-(3,4-difluorfenyl)thiazol-2-amin, ktery ale
byl dostupny z jinych zdroji a nebyl béhem této diplomové prace syntetizovan.
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Obrazek 18: Priprava substituovaného aminothiazolu

Vychozi latka 1
Nazev: 6-chlor-N-(4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-yl)pyrazin-2-karboxamid

Cela pfiprava zaCala syntézou chloridu kyseliny 6-CI-POA. Syntéza
chloridu probihala po celou dobu za bezvodych podminek. Kyselina
6-chlorpyrazin-2-karboxylova (6-CI-POA) byla dispergovana v 30 ml bezvodého
toluenu, byl pfidan chlorid thionylu a dvé kapky DMF (katalyzator), cela smés se
zahfivala pod zpétnym chladiCem po dobu jedné hodiny pfi 100-110°C (Obr. 19,
navazky viz Tab. 5). Béhem reakce dochazi k postupnému rozpousténi
dispergované kyseliny, coz je dikaz vzniku chloridu kyseliny, ktery je v toluenu
rozpustny. Smés béhem reakce zCervenala. Tato reakéni smés byla tfikrat
odpafena (toluen jako rozpoustédlo) za sniZzeného tlaku do odpareni
rozpoustédla. Po odpareni zbyla hnéda viskdzni kapalina, ktera byla bez
zbyteCného odkladu a bez dalSiho cisténi rozpusténa v bezvodém acetonu

a pouzita pro naslednou kondenzaci.

IO SOCl,, toluen, (?

I N DMF Cl N C
C N C\OH | N ~cl
| _ o —
N N

Obrazek 19: Priprava chloridu kyseliny 6-CI-POA

Do kondenzacni reakce — pfipravy vychozi latky 1 (Obr. 20) bylo navazeno
1,399 (6,75 mmol) 4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-aminu a  rozpusténo ve
20 ml bezvodého acetonu. K roztoku se pfidalo 1,8 g (22,5 mmol) pyridinu a tato
smés se nechala vychladit v lednici. Po vytazeni z lednice se smés pfenesla na
magnetickou michacku, kde se opét chladila v ledové ftfisti. K takto pfipravené
smési substituovaného aminothiazolu byl pfidavan po kapkach chlorid kyseliny
6-CI-POA z predeslé reakce (podrobnosti reakce Tab. 5, prvni fadek) rozpustény
v bezvodém acetonu. ReakCni smés zhnédla a po par minutach zacal
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.vypadavat® produkt. Za stalého michani probihala reakce jesté nékolik hodin.
Produkt byl odfiltrovan na frité a proplachnut vodou. K filtratu byla pfidana voda
a vznikly produkt (precipitat) se opét prefiltroval. Byla provedena TLC
chromatografie (porovnani s vychozim 4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-aminem). DalSi
purifikace neprobéhla, slouenina byla v této Cistoté pouzita pro dalSi syntézy.
Identita byla potvrzena pomoci TLC. teplotou tani, a '"H NMR (porovnani se
standardem [58]). Bylo ziskano 901,3 mg (38,6 % teoretického vytéZku) Zlutého
pevného produktu, ktery byl pouzit jiz jen pro pokus syntézy vzorku
JZ-MC-10(RP), pro zbylé syntézy byla pouzita vychozi latka 1 pfipravena

v pfedeslych syntézach na katedfe.

ﬁ H,N S

o s
CI\[N\j/C\Cl \N« / Cln Ny E\NMF
N " - \[N/j/ h

F

Obrazek 20: Kondenzacni reakce k pfipravé vychozi latky 1

Tabulka 5: Detailni informace reakci, respektive navazky pro pfipravu VL 1 a VL 2

Produkt | 6-CI-POA SOCI2 DMF subst. aminothiazol | pyridin
VL1 1,244 g 2,5ml 2 kapky | 1,39¢g 1,89
(7,5 mmol) 6,75 mmol 22,5 mmol

0,9 mol. ekv. 6-Cl 3 mol. ekv
POA

VL2 0,342 g 0,75 ml 2 kapky | 0,342g 0,474 g

JZ-MC-7 | (2,16 mmol) 2,16 mmol 6 mmol
1 ml. ekv 6-CI-POA | 2,8 mol. ekv

Vychozi latka 2 (JZ-MC-7)
Nazev: 6-chlor-N-[4-(3,4-difluorfenyl)thiazol-2-yl|pyrazin-2-karboxamid

Tuto slou€eninu Ize také povazovat za vychozilatku, i kdyz z ni byl posléze
syntetizovan jen jeden finalni produkt. Stala se ale nedilnou soucasti

molekulového modelovani.

Cela priprava zacala syntézou chloridu kyseliny 6-CI-POA, ktera byla
syntetizovana obdobnym zplsobem jako u VL 1 (podrobnosti Tab. 5, druhy
fadek).
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Pro kondenzacni reakci k pfipravé VL 2 (Obr. 21) bylo navazeno 342 mg
(2,16 mmol) 4-(3,4-difluorfenyl)thiazol-2-aminu, ktery byl rozpustén v bezvodém
acetonu. K roztoku byl pfidan pyridin 474 mg (6 mmol) a cela smés byla chlazena
v lednici. Po ochlazeni se smés premistila na magnetickou michacku, kde
probihalo nadale chlazeni ledem za stalého michani. K takto pfipravené smési
byl po kapkach pfidavan chlorid kyseliny 6-chlorpyrazin-2-karboxylové
rozpustény v bezvodém acetonu. Zde produkt vypadl az po nékolika hodinach
michani reakéni smési. Postup byl dale stejny jako u vychozi latky 1. Probéhla
filtrace pFes fritu, proplachnuti vodou a provedeni TLC se standardem vychozi
latky 1. Po vysuSeni byl zvazen vytézek 332 mg vychozi latky 2 (47,06 %
teoretického vytézku). Bezvodé prostiedi je dllezité kvdli citlivosti reak&nich
komponent. Jelikoz je reakce silné exotermni, je dulezité smés chladit. Vznikl

Zluty pevny produkt.

H2N S

0
Il o s
CI\[N\j/C\Cl \N( / Cin N g\N/L\N\ F
= + - \[ j/ I
N 7 H

F

F F
Obrazek 21: Kondenzacni reakce k pripravé vychozi latky 2
4.3.2 Syntéza alkylaminoderivata vychozi latky 1 a 2
VSechny nové pfipravené latky jsou alkylaminoderivaty vySe popsanych
vychozich latek. Bé&hem reakci dochazelo k substituci chloru v poloze
6 pyrazinového kruhu za alifaticky amin s rizné dlouhym uhlikatym fetézcem
(Obr. 22), za rlznych podminek. U vSech nové pfipravenych sloucenin byla
zméfena teplota tani, prob&hlo ovéfeni struktury a &istoty pomoci NMR a IC

spektra a v neposledni fadé byla stanovena i antimykobakterialni aktivita.

(F)

(F)
S S
% );}—Q’F R-NH,, DMSO, H O- Q—@F
Cl\ENj/ N baze, 70-120°C N j/ N
y <

Obrazek 22: Obecné schéma reakce pripravy alkylaminoderivati vychozich latek

Vychozi latka (VL 1 nebo VL 2) byla rozpusténa v 10 ml DMSO. Jako baze
pro vychytavani protona byl pouzit pyridin, TEA nebo uhliitan draselny a to téméf
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vzdy v odliSném molarnim ekvivalentu. Tato smés byla posléze zahfivana na 70—
120°C po dobu nékolika hodin pod zpétnym chladi€em. Po probéhnuté reakci
prokazanou TLC chromatografii byla smés nafedéna vodou pfiblizné
v pétinasobném mnozstvi v porovnani s DMSO. Pokud se vzorek vysrazel, byl
prefiltrovan pres fritu a poté byla srazenina rozpusténa v ethyl-acetatu (EtOAc).
Pokud se ale vzorek nevysrazel, byl vytfepan do EtOAc. Roztok vzorku
rozpustény v EtOAc byl naadsorbovan na silikagel béhem odpafovani
rozpous$tédla za sniZzeného tlaku a nasledné byla provedena flash chromatografie

s gradientovou eluci hexan: EtOAc, tedy separace a vycisténi latky.

Béhem syntézy vzorkd v mikrovinném reaktoru doslo k neCekanému
zvratu a rozstépeni molekuly v misté amidové vazby. Takto se stalo u vzorku
JZ-MC-3, ktery touto cestou byl syntetizovan jako prvni. Kde hned po vyjmuti
reakce ve zkumavce z reaktoru bylo evidentni, Ze reakce neprobéhla dle
oCekavani, smés zCernala a silné zapachala. Pfi pokusu o pfipravu touto cestou
u vzorku JZ-MC-10 tyto markantni zmény reakéni smési vidét nebyly, ale bohuzel
Zadana reakce neprobéhla a opét doslo k rozstépeni vazby a uvolnéni volného
4-(4-fluorfenylthiazol)-2-aminu a doslo tedy k myIné izolaci rozkladného produktu
(izolovan jako JZ-MC-10RP, struktura byla potvrzena srovnanim teploty tani, 'H
a 3C NMR spekter s tGdaji z literatury [58]). Pro naslednou pfipravu slouéeniny
JZ-MC-3 byl pouzit stejny postup jako pfi ostatnich alkylaminoderivatech
(. konvekéni zahfivani na olejové lazni pod zpétnym chladi¢em). JZ-MC-10

nebyla z divodu nedostatku ¢asu syntetizovana nahradnim zptsobem.

Sloucenina JZ-MC-10 byla plvodné zamysSlena jako jedina k syntéze
v mikrovinném reaktoru (vzhledem k tékavosti amoniaku). Do specialni
zkumavky komplementarni k danému reaktoru se vlozilo magnetické michatko,
navazila se spocitana navazka vychozi latky (VL 1) 253,0 mg (0,76 mmol) a jako
rozpoustédlo a zarover reagencie se pouZzil 25% (m/m) vodny roztok amoniaku
v mnozstvi odpovidajicim z poloviny plné zkumavky, pfiblizné 5 ml (reakce
Obr. 23). Byl nastaven ¢as reakce 45 minut + 10 minut chlazeni, teplota 120°C,
tlakovy limit 150 PSI a vykon 150W. Po 45 minutach byla v reakéni zkumavce
stale pevna rezidua vychozi latky, ale i tak bylo provedeno TLC, které tuto
informaci potvrdilo. Z reakéni zkumavky byl slit a uschovan roztok. Ke krystalkim
vychozi latky se pfidal opét 25% (m/m) vodny roztok amoniaku tentokrat
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v poméru 1:1 s methanolem (kosolvent), celkovy objem pfiblizné 5 ml. V reaktoru
se zménily podminky pro tlakovy limit 120 PSI a vykon 60W, ostatni podminky
jako Cas ateplota se nezménily. Byla provedena TLC chromatografie pro
potvrzeni probéhnuti reakce (vymizeni skvrny odpovidajici VL 1). Poté se reakcni
smés odpafila do sucha, rozpustila se v EtOAc a naadsorbovala na silikagel. Byla

provedena flash chromatografie v gradientové eluci EtOAc: methanol.

: o
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rozkladny ] \{ j izolovano jako
produkt, ktery N JZ-MC-10RP

nebyl izolovan ... ... .. ...l

Obrazek 23: Pokus o pripravu slou¢eniny JZ-MC-10 a vznik rozkladného produktu JZ-MC-10RP

Podminky u jednotlivych reakci se ménily z divodu stale neuspokojivych
vytézkl reakci a tedy i malého mnozstvi produktu jako takového. Snaha o zjisténi
vhodnych podminek reakce, kdy by bylo dosaZzeno optimalnich vysledku (vytézek
alesponn 50 %), provazela cely tento projekt. Nékteré slouceniny byly
syntetizovany nékolika zpusoby, ¢asto neuspésné. V této praci je vzdy uveden

pouze uspésny pokus pfipravy dané slou€eniny potencialniho IéCiva (Tab. 6).

Pozn.: Pracovni kéd JZ-MC-6 zde neni uveden, protoze tento kod byl
pfidélen latce syntetizované béhem tohoto projektu, ale posléze zafazené do jiné

série latek, a JZ-MC-8 byl pouzit pro latku odliSné struktury.
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Tabulka 6: Prehled detail(i reakci derivatu vychozich latek

Vzorek Navazka | Molarni Rozp. Baze Mol. ekv. Zisk pevné latky
VL mnozstvi alkylaminu
VL
JZ-MC-1 DMSO | pyridin 3 3 vytfepavanim
257,0 mg | 0,77 mmol mol. ekv. do ethyl-acetatu
a odparenim
JZ-MC-2 DMSO | TEA 3 mol. 3 vytfepavanim
231,9 mg | 0,70 mmol ekv. do ethyl-acetatu
a odparenim
JZ-MC-3 DMSO | uhligitan 5 vysrazenim
250,2 mg | 0,75 mmol draselny vodou
2 mol. ekv.
JZ-MC-4 DMSO | uhli¢itan 5 okyselenim
251,7 mg | 0,75 mmol draselny a vysrazenim
2 mol. ekv. vodou
JZ-MC-5 DMSO | TEA 2 mol. 3 vytfepavanim
136,6 mg | 0,41 mmol ekv. do ethyl-acetatu
a odparenim
JZ-MC-9 DMSO | uhli¢itan 5 vysrazenim
202,3 mg | 0,57 mmol draselny vodou
2 mol. ekv.
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4.4 Noveé pfipravené latky

Nazev: N-(4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-yl)-6-(hexylamino)-pyrazin-2-karboxamid
Oznaceni: JZ-MC-1 Vzorec:
Sumarni vzorec: C2oH22FNsOS
Molekulova hmotnost: 399,49
Log P: 4,85 ﬁ I\

og . 4, HN Ny, C\N/,%N F
Clog P: 5,78751 \[ J "

N

Teplota tani: 116-121°C

Vzhled: pevna, krystalicka, hnédo-Zluta latka

VytézZek:
-teoreticky: 306,7 mg 100 %
-prakticky: 67,9 mg 2213 %

Rf: 0,67 (hexan: ethyl-acetat 3:1)
Elementarni analyza:
-vypocitana: C, 60,13: H, 5,55: F, 4,76: N, 17,53: O, 4,00: S, 8,03.

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 10.88 (bs, 1H, CONH), 8.69 (s, 1H, H3), 8.12 (s,
1H, H5), 7.88-7.78 (m, 2H, H2"", H6""), 7.14 (s, 1H, H5"), 7.14—7.08 (m, 2H, H3"",
H5"), 4.96 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH), 3.48 (td, J = 7.1, NCH2, 5.5 Hz, 2H), 1.76—
1.64 (m, 2H, CH2), 1.52—1.31 (m, 6H, (CH2)3), 0.93 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) 8 162.7 (d, J = 247.3 Hz), 161.9, 157.4, 153.0, 149.4,
139.4, 136.5, 131.9, 130.6 (d, J = 3.3 Hz), 127.9 (d, J = 8.1 Hz), 1156 (d, J =
21.6 Hz), 107.9, 41.6, 31.5, 29.2, 26.7, 22.6, 14.0.

IC (ATR-Ge, cmr"): 3340 v(N-H) sek. amin; 3228; 2954, 2930, 2857 v(C-H) alkyl;
1694 v(C=0) amid; 1592; 1550; 1533; 1217; 995; 844; 748; 657

MS (ESI+) m/z: 400,16 [M+H]"; 820,87 [2M+Na]*

Exact mass: 399,15

56



Nazev: N-(4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-yl)-6-(butylamino)-pyrazin-2-karboxamid
Oznaceni: JZ-MC-2 Vzorec:
Sumarni vzorec: C1gH1gsFNsOS
Molekulova hmotnost: 371,43 0 S/\>\©\
HN N Cw /’§ F
N N N
Log P: 4,02 \[ /j/ H
N
Clog P: 4,72951
Teplota tani: 166,1-166,2°C

Vzhled: pevna, krystalicka svétle Zluta latka

Vytézek:
-teoreticky: 257,3 mg 100 %
-prakticky: 44,8 mg 17,41 %

Rf: 0,7 (hexan: ethyl-acetat 3:1)
Elementarni analyza:
-vypocitana: C, 58,21: H, 4,88: F, 5,11: N, 18,86: O, 4,31: S, 8,63.

H NMR (500 MHz, CDCls) & 10.75 (s, 1H, CONH), 8.69 (s, 1H, H3), 8.12 (s, 1H,
H5), 7.90-7.79 (m, 2H, H2"", H6""), 7.17—7.07 (m, 3H, H3"", H5"", H5"), 4.93 (t, J
= 5.6 Hz, 1H, NH), 3.48 (td, J = 7.1, 5.5 Hz, 2H, NCH2), 1.76-1.63 (m, 2H, CH2),
1.57—1.44 (m, 2H, CH2), 1.03 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) 5 162.6 (d, J = 247.5 Hz), 161.8, 157.2, 152.9, 149.4,
139.3, 136.6, 132.0, 130.6 (d, J = 3.3 Hz), 127.8 (d, J = 8.1 Hz), 115.6 (d, J =
21.6 Hz), 107.8, 41.3, 31.3, 20.1, 13.8.

IG (ATR-Ge, cmr'): 3346 v(N-H) sek. amin; 3281; 2957, 2933, 2870 v(C-H) alkyl;
1679 v(C=0) amid; 1606; 1545; 1527; 1218; 991; 836; 744; 661.

MS (ESI+) m/z: 372,15 [M+H]*; 764,85 [2M+Na]*

Exact mass: 371,12
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Nazev: N-(4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-yl)-6-(propylamino)-pyrazin-2-karboxamid

Oznaceni: JZ-MC-3 Vzorec:
Sumarni vzorec: C17H16FN5OS
Molekulova h - 357,41 T 7N\
olekulova hmotnost: , N N Co /[§ .
N N N
Log P: 3,6 \[ /j/ H

Clog P: 4,20051
Teplota tani: 150,8—-153,1°C

Vzhled: velmi svétle Zluta pevna latka

VytézZek:
-teoreticky: 268,1 mg 100 %
-prakticky: 57,7 mg 21,53 %

Rf: 0,37 (hexan:ethyl-acetat 1:1)
Elementarni analyza:
-vypocitana: C, 57,13: H, 4,51: F, 5,32: N, 19,60: O, 4,48: S, 8,97.

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.90 (s, 1H, CONH), 8.31 (s, 1H, H3), 8.16 (s,
1H, H5), 8.01-7.93 (m, 2H, H2"", H6""), 7.70 (s, 1H, H5"), 7.51 (t, J = 5.4 Hz, 1H,
NH), 7.30—7.20 (m, 2H, H3"", H5""), 3.44 (td, J = 7.0, 5.4 Hz, 2H, NCH2), 1.66—
1.56 (m, 2H, CH2), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 163.2, 162.0 (d, J = 244.7 Hz), 157.6, 154.0,
148.4, 140.1, 138.0, 130.9 (d, J = 3.0 Hz), 129.8, 128.1 (d, J = 8.2 Hz), 115.7 (d,
J =215 Hz), 109.0, 42.0, 22.1, 11.8.

IC (ATR-Ge, cm™): 3354 v(N-H) sek. amin; 3296; 2968, 2938 v(C-H) alkyl; 1687
v(C=0) amid; 1594; 1546; 1525; 1222; 996; 842; 739; 654.

MS (ESI+) m/z: 358,13 [M+H]*; 736,84 [2M+Na]*

Exact mass: 357,11
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Nazev: N-(4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-yl)-6-(heptylamino)-pyrazin-2-karboxamid
Oznaceni: JZ-MC-4 Vzorec:
Sumarni vzorec: C21H24FNsOS

Molekulova hmotnost: 413,52

Log P: 5,27

Clog P: 6,31651

Teplota tani: 115,0-116,1°C 2/:>_C/ \
N\
= o)

Vzhled: syté Zluta pevna mastna latka

Vytézek:
-teoreticky: 310,1 mg 100 %
-prakticky: 86,2 mg 27,79 %

Rf: 0,36 (hexan:ethyl-acetat 1:1)
Elementarni analyza:
-vypocitana: C, 61,00: H, 5,85: F, 4,59: N, 16,94: O, 3,87: S, 7,75.

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.85 (s, 1H, CONH), 8.30 (s, 1H, H3), 8.15 (s,
1H, H5), 8.02-7.91 (m, 2H, H2"", H6""), 7.71 (s, 1H, H5"), 7.51 (t, J = 5.4 Hz, 1H,
NH), 7.34-7.15 (m, 2H, H3"", H5""), 3.45 (td, J = 7.0, 5.4 Hz, 2H, NCH2), 1.62—
1.52 (m, 2H, CH2), 1.44-1.11 (m, 8H, (CH2)4), 0.82 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH3).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 163.1, 162.0 (d, J = 244.6 Hz), 157.5, 154.0,
148.4, 140.0, 138.0, 130.9 (d, J = 3.0 Hz), 129.7, 128.0 (d, J = 8.1 Hz), 115.7 (d,
J=21.5Hz), 109.0, 31.5, 30.2, 28.7, 26.8, 26.5, 22.2, 14.1.

IG (ATR-Ge, cm™): 3350 v(N-H) sek. amin; 2956, 2929, 2855 v(C-H) alkyl; 1679
v(C=0) amid; 1591; 1544; 1519; 1219; 988; 838; 750; 632.

MS (ESI+) m/z: 414,19 [M+H]*; 848,84 [2M+Na]*

Exact mass: 413,17
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Nazev: N-(4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-yl)-6-(pentylamino)-pyrazin-2-karboxamid
Oznaceni: JZ-MC-5 Vzorec:
Sumarni vzorec: C19H20FNs0S
Molekulova hmotnost: 385,46
7N
Log P: 4,44 HN\[N\j/C\N /QN .
H
Clog P: 5,25851
Teplota tani: 154,5-154,6°C

Vzhled: pevna, krystalicka svétle Zluta latka

VytézZek:
-teoreticky: 157,3 mg 100 %
-prakticky: 81,4 mg 51,75 %

Rf: 0,53 (hexan: ethyl-acetat 1:1)
Elementarni analyza:
-vypocitana: C, 59,20: H, 5,23: F, 4,93: N, 18,17: O, 4,15: S, 8,32.

H NMR (500 MHz, CDCI®) 5 10.75 (s, 1H, CONH), 8.70 (s, 1H, H3), 8.12 (s, 1H,
H5), 7.92-7.77 (m, 2H, H2"", H6""), 7.15 (s, 1H, H5°), 7.14-7.08 (m, 2H, H3"",
H5"), 4.93 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH), 3.47 (td, J = 7.1, 5.5 Hz, 2H, NCH2), 1.76—
1.67 (m, 2H, CH2), 1.51-1.37 (m, 4H. (CH2)2), 0.97 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) 8 162.6 (d, J = 247.3 Hz), 161.8, 157.2, 152.9, 149.4,
139.3, 136.6, 132.0, 130.6 (d, J = 2.9 Hz), 127.8 (d, J = 8.1 Hz), 1156 (d, J =
21.5 Hz), 107.8, 41.6, 29.1, 28.9, 22.4, 14.0.

IC (ATR-Ge, cmr"): 3354 v(N-H) sek. amin; 3276; 2964, 2931, 2858 v(C-H) alkyl;
1684 v(C=0) amid; 1599; 1544; 1524; 1232; 988; 838; 748; 645,

MS (ESI+) m/z: 386,13 [M+H]*; 792,85 [2M+Na]*

Exact mass: 385,14
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Nazev: 6-chlor-N-(4-(3,4-difluorfenyl)thiazol-2-yl)pyrazin-2-karboxamid

Oznaceni: JZ-MC-7 (VL 2) Vzorec:
Sumarni vzorec: C14H7CIF2N4OS N
CI—</_ \
=

Molekulova hmotnost: 352,74 —< F
C-HN N
/ /

Log P: 3,62 ¢ \S/ j/Q/

Clog P: 3,11338
Teplota tani: 245,4-246,7°C

Vzhled: pevna syté Zluta latka

Vytézek:
-teoreticky: 705,5 mg 100 %
-prakticky:  332,0 mg 47,06 %

Rf: 0,58 (hexan: ethyl-acetat 2:1)
Elementarni analyza:
-vypocitana: C, 47,67: H, 2,00: Cl, 10,05: F, 10,77: N, 15,88: O, 4,54: S, 9,09.

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 12.76 (s, 1H, CONH), 9.26 (s, 1H, H3), 9.08 (s,
1H, H5), 8.07—7.71 (m, 3H, H2"", H6"", H5"), 7.58-7.42 (m, 1H, H5").

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 161.5, 157.7, 148.3, 147.4, 143.7, 142.8, 122.7,
118.1 (d, J = 17.5 Hz), 114.8 (d, J = 18.1 Hz), 110.5.

IC (ATR-Ge, cm"): 3132; 3059; 1681 v(C=0) amid; 1609; 1541; 1488; 1276;
1011; 965; 930; 880; 772; 742; 633.

MS (ESI+) m/z: 353,09 [M+H]*

Exact mass: 352,00
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Nazev: N-(4-(3,4-difluorfenyl)thiazol-2-yl)-6-(butylamino)-pyrazin-2-karboxamid
Oznaceni: JZ-MC-9 Vzorec:

Sumarni vzorec: C1gH17F2Ns0OS

Molekulova hmotnost: 389,42 ﬁ S \
/N N\ C\N/L\N F
Log P: 4,18 H \[ j/ N
Z F
N

Clog P: 4,80349
Teplota tani: 203,7-204,8°C

Vzhled: pevna, svétle-Zluta latka

VytézZek:
-teoreticky: 222,0 mg 100 %
-prakticky:  102,3 mg 46,08 %

Rf: 0,36 (hexan: ethyl-acetat1:1)
Elementarni analyza:
-vypocitana: C, 55,52: H, 4,40: F, 9,76: N, 17,98: O, 4,11: S, 8,23.

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.84 (s, 1H, CONH), 8.29 (s, 1H. H3), 8.14 (s,
1H, H5), 7.97-7.90 (m, 1H, H6""), 7.81 (s, 1H, H5"), 7.80-7.75 (m, 1H, H2"),
7.55-7.41 (m, 2H, H5"", NH), 3.45 (q, J = 6.5 Hz, 2H, NCH2), 1.63—1.50 (m, 2H,
CH2), 1.47-1.35 (m, 2H, CH2), 0.94 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CH3).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) & 163.1, 157.6, 154.0, 150.5 (dd, J = 75.3, 12.7
Hz), 148.6 (dd, J = 77.1, 12.7 Hz), 147.2, 139.9, 138.1, 132.0 (dd, J = 6.5, 3.4
Hz), 129.7, 122.7 (dd, J = 6.6, 3.1 Hz), 118.0 (d, J = 17.4 Hz), 114.8 (d, J = 18.5
Hz), 110.2, 39.9, 30.9, 19.9, 14.0.

IC (ATR-Ge, cmr"): 3359 v(N-H) sek. amin; 3260; 2961, 2932, 2875 v(C-H) alkyl;
1675 v(C=0) amid; 1604; 1525; 1501; 1271; 1118; 992; 770; 739; 631.

MS (ESI+) m/z: 390,16 [M+H]*; 412,06 [M+Na]*, 800,81 [2M+Na]*

Exact mass: 389,11
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5. Vysledky

5.1 In silico dokovani

Po probéhnutém dokovani se vytvofila tabulka, kde bylo pro kazdou ze
Ctrnacti sloucenin pét nejlepSich péz a tyto pdzy byly ohodnoceny Ciselnou
hodnotou SCORE. Dohromady tedy existovalo 70 vysledkd. Vzhledem k tomu,
Ze je to velké mnozstvi Ciselnych vysledku, byla tabulka zizena pouze na nejlepsi
SKORE hodnotu pro kazdou slou€eninu. Zbylé vysledky slouZily k porovnani
rozdili mezi jednotlivymi SCORE hodnotami a k nim pfifazenych obrazkovych
3D poz. Pro kazdou slou€eninu existovaly dva vazebné rezimy, kdy prvni rezim
mél situovanou alkylaminopyrazinovou ¢ast molekuly vlevo a druhy rezim mél

tuto Cast molekuly na pravé strané (Obr. 24, 25, 26, 27).
Leu
lle
B189
e
His <

Thr
B82

Obrazek 24: Znazornéni interakci vychozi latky 1 s proteinem po nadokovani v programu MOE,
2D interakcni diagram. Vazebny rezim 1, kdy je pyrazinamid vlevo.
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Phe
B84

GIn
AB6

Obrazek 25:: Znazornéni interakci slouCeniny z databaze pro dokovani, na interakénim diagramu
muZeme vidét, Ze ma stejné interakce s proteinem jako VL 1, vazebny rezim 1.

Na tomto interak&nim diagramu (Obr. 24, 25) je vidét, Ze VL 1 a slou€enina
z databaze interaguji s proteinem v blizkosti katalytické tridady a jsou zde
pfitomny stabilizaéni vazby. Vazba mezi karboxamidovym kyslikem a Ala306,
kde kyslik je akceptor H-vazby od Ala306, a dale vazba mezi sirou

z aminothiazolového kruhu a postrannim fetézcem Cys112.

Druhy vazebny rezim se liSi od prvniho minimalné. Rozdil ve SCORE
hodnotach je nepatrny (Tab. 7), ve 2D interakénim diagramu je druhy vazebny
rezim obohacen o jednu stabilizacni vazbu mezi vodikem postranniho fetézce
Asn274 a cyklem aminothiazolu v molekule vychozi latky (tzv. aren-H interakce).
Sira aminothiazolového kruhu zde interaguje s aminokyselinou Tyr304 (Obr. 26,
27).

Tabulka 7: Rozdil SCORE hodnot mezi jednotlivymi vazebnymi reZimy vztaZeny na vychozi latku

Cl
Q N
IS )},{\S Vazebny rezim1 | -6,748
N/>~NH =SSN

Vazebny rezim 2 -6,506
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‘ B246

B209

B244 o
Phe
B213

Obrazek 26: Znazornéni interakci vychozi latky 1 s proteinem po nadokovani v programu MOE,
2D interakcni diagram. Vazebny rezim 2, i v tomto rezimu Ize vidét interakci kysliku transamidové vazby
s Ala306, interakci siry aminothiazolového kruhu na rozdil od 1 rezimu zde s Tyr304 a navic je zde
i H-aren interakce.

Obrazek 27: Interakce vazebného rezimu 2 slouceniny z databaze pro dokovani.
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Celkem bylo podrobeno in silico dokovani 14 slou€enin. Tato databaze se
skladala ze sedmi sloucCenin obsahujici pouze jeden atom fluoru na fenylovém
kruhu a sedmi sloucCenin, které obsahovaly dva atomy fluoru na fenylovém kruhu.
Dale se slouceniny liSily uz jen délkou alkylaminového fetézce v poloze Sest
pyrazinového kruhu, dvé slou€eniny mély v poloze Sest aminoskupinu a dvé mély
v této poloze chlor, jakoZto vychozi latky. Vyhodnoceny a sefazeny v tabulce
(Tab. 8) jsou dle jejich nejlepsich SCORE hodnot. SCORE hodnota je vysledkem
hodnotici funkce dokovani, ma za ukol ohodnotit afinitu molekul a jejich vazebnou

v v

molekul k aktivnimu mistu receptoru FabH.
1 0 i \ R2/R3
oy
J
N

Obrazek 28: Obecna struktura pro predstavu substituentu k tabulce 8

Tabulka 8: Viysledky dokovani (Obr. 28)

R R2/R3 Kéd SCORE | Vazebny rezim
heptylamino 3'-F, 4'-F - -9,081 2
Hexylamino 3'-F, 4'-F - -8,755 1
heptylamino | 4'-F JZ-MC-4 -8,690 2
pentylamino 3'-F, 4'-F - -8,179 2
Hexylamino | 4'-F JZ-MC-1 -8,134 1
Butylamino 3'-F, 4'-F | JZ-MC-9 -8,121 2
pentylamino | 4'-F JZ-MC-5 -7,730 2
propylamino | 3'-F, 4'-F - -7,442 2
Butylamino 4'-F JZ-MC-2 -1,A77 1
propylamino | 4'-F JZ-MC-3 -7,012 1
Cl 3'-F, 4'-F | JZ-MC-7 (VL 2) |-6,905 1
Cl 4'-F VL1 -6,748 1
NH: 3'-F, 4'-F - -6,359 1
NH: 4'-F -6,330 1

66



Ala306 ‘Thre7

Obrazek 29: Znazornéni interakci molekuly s nejleps§i SCORE hodnotou a enzymem ve
vazebném reZzimu 2 (modry skelet patfi vychozi latce 1, fialovy nalezi latce s nejnizsi SCORE hodnotou
z tabulky 8)

Leu207

Obrazek 30: Znazornéni interakci molekuly s druhou nejlep$i SCORE hodnotou a enzymem ve
vazebném rezimu 1 (modry skelet patfi vychozi latce 1, Cerveny naleZi jejimu derivatu s druhou nejlepsi
SCORE hodnotou).
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Obrazek 31: Interakéni diagram slouceniny posléze syntetizované JZ-MC-1 se SCORE hodnotou
-8,134, vazebny rezim 1. | zde jsou naznacené interakce mezi katalytickou triadou a strukturou slouceniny
totozné jako u vychozi latky 1 ve vazebném rezimu 1.

Obrazek 32: 3D interakce slou¢eniny JZ-MC-1

Alkylaminoderivaty tedy zaujimaji stejné jako VL 1 dva vazebné rezimy
a navic maji stejné nebo velmi podobné interakce s proteinem. Dale molekulovy
doking dokazal, Ze i slouCeniny s dlouhym alkylaminovym fetézcem maji
v aktivnim misté dostatek prostoru (Obr. 29, 30, 32) a mohou se na enzym

teoreticky navazat. Molekularni doking t€mto slouceninam pfedpovida interakce
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v misté katalytické triady (Obr. 31, 32) mykobakterialniho enzymu FabH. Az na
aminoderivaty vychozi latky maji vSechny slou€eniny lepSi hodnotu SCORE nez
vychozi latka, mély by tedy dle pfedpovédi MOE mit vétSi afinitu k tomuto
enzymu (Obr. 29, 30, 32) nez vychozi latka a potencialné i vysSi
antimykobakterialni aktivitu. Tento pokus potvrdil, Ze v enzymu je pro nové
syntetizované latky této série dostatek mista a Ze teoreticky k interakci dojit

muze.
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5.2 Antimykobakterialni aktivita

VSechny nasyntetizované latky byly zkouSeny in vitro na kmenech
mykobakterii ziskanych z Ceské narodni sbirky typovych kultur v Praze
(CNCTC). Mezi tyto kmeny patfi Mycobacterium tuberculosis H37Rv CNCTC My
331/88 (ATCC 27294), Mycobacterium kansasii Hauduroy CNCTC My 235/80
a (ATCC 12478), Mycobacterium avium ssp. avium Chester CNCTC My 80/72
(ATCC 15769). Mpycobacterium smegmatis DSM 43465 (ATCC 607)
a Mycobacterium aurum DSM 43999 (ATCC 23366) byly ziskany z Némecké
sbirky mikroorganismu a bunécnych kultur (Braunschweig, Némecko). Testovani
aktivity vici M. tuberculosis, M. kansasii a M. avium probihalo ve Fakultni
nemocnici Hradec Kralové, kmeny M. smegmatis a M. aurum byly testovany

Mgr. Ondfejem Jandourkem na Katedfe biologickych a Iékafskych véd.

Jako kultivacni médium byl vyuzit bujon Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich,
Némecko) obohaceny 0,4% (v/v) glycerolem (Sigma Aldrich) a 10% (v/v)
ristovym dopliikem OADC (kyselina olejova, albumin, dextréza, katalasa,
Himedia, Indie) o deklarovaném pH 6,6. ZkousSené latky byly rozpustény v DMSO
a naredény dvojkovym Fedénim tak, aby finalni koncentrace testovanych latek
v jamkach mikrotitracni desticky byly 100 — 50 — 25 — 12,5 - 6,25 — 3,13 —
1,56 pg/mL. Testované mykobakterie byly suspendovany v isotonickém roztoku
chloridu sodného s upravenou hustotou. Po smichani roztoku zkouSenych latek
a suspenze mykobakterii v mikrotitraCnich jamkach se tato smés inkubovala
ve tmé v humidnich podminkach 37°C po dobu péti dni. Jako negativni kontrola,
kontrola rlstu mykobakterii, byl pouzit DMSO s bujonem. Jako pozitivni kontrola,
inhibice rastu, byl pouzit isoniazid. Po péti dnech se pfidala latka Alamar Blue
(1:1 smés 0,01% resazurinu sodné soli (vodny roztok) a 10% Tween 80) a po
24 hodinach se odecetly vysledky. Vysledky byly odeCteny pouhym okem jako
koncentraci latky, ktera zabrani zméné barvy z modré na rlizovou. Tento postup

plati pro M. avium, M. tuberculosis a M. kansasii.

M. smegmatis a M. aurum byly testovany analogicky. Ve stejném Zivném
médiu a za stejnych inkubacCnich podminek. ZkouSené latky byly rozpustény
v DMSO a nafedény dvojkovym fedénim tak, aby finalni koncentrace
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testovanych latek v jamkach mikrotitracni destic¢ky byly 500 — 250 — 125 — 62,5 —
31,25 — 15,625 — 7,81 a 3,91 pg/mL. Jako standard byl pouZit rifampicin
a ciprofloxacin. Po 48 hodinach kultivace se pfidal Alamar Blue.
Antimykobakterialni aktivita byla vyjadfena jako minimalni inhibi¢ni koncentrace

v v

zméné barvy z modré na riZovou.

Tabulka 9: Vysledky testovani antimykobakterialni aktivity zkousSenych latek. Slouceniny jsou
sefazeny dle prodluzujiciho se alkylamino substituentu, JZ-MC-7 je VL 2 a JZ-MC-9 od ni odvozen
difluorovany alkylaminoderivat.

Kod M. M. kansasii M. avium | M. smegmatis | M. aurum
tuberculosis
VL 1 0,78 [58] 0,78 [58] 0,78 [58] | >250 [58] -
JZ-MC-3 >100 >100 >100 =500 =500
JZ-MC-2 >100 >100 >100 250 =500
JZ-MC-5 >100 >100 >100 >500 =500
JZ-MC-1 >100 >100 >100 125 =500
JZ-MC-4 100 100 >100 125 250
JZ-MC-7 >50 >50 >50 > 125 2125
JZ-MC-9 >100 >100 >100 >500 = 500
INH 0,2-0,39 6,25-12,5 12,5 7,81-15,625 1,95-3,91
RFM - - - 6,25-12,5 0,78-156
CPX - - - 0,0625-0,125 0,00781

Z tabulky (Tab. 9) je zfejmé, Ze Zadna z nové pfipravenych latek
neprojevila lepsi antimykobakterialni aktivitu oproti MT, nez vychozi latka 1.
Nékteré slouCeniny ale naopak vykazuji lepsi aktivitu proti M. smegmatis, nez
VL 1, a to hlavné slou€eniny s dlouhym alkylaminovym fetézcem (JZ-MC-1,
JZ-MC-4 a potazmo i JZ-MC-7). Nejnizsi MIC= 100 ug/mL proti MT vykazuje
slouCenina pod kédem JZ-MC-4, jeji aktivita je ovSem vzhledem

k VL 1 nevyznamna.
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6. Diskuse

V ramci této diplomové prace bylo pfipraveno sedm novych sloucenin.
Jejich priprava probéhla nukleofilni substituci chloru v poloze Sest slou€eniny
6-chlor-N-(4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-yl)pyrazin-2-karboxamidu (VL 1) nebo
6-chlor-N-[4-(3,4-difluorfenyl)thiazol-2-yl]pyrazin-2-karboxamid (VL 2) komeréné
dostupnymi alkylaminy. Vychozi latky vykazovaly pfed pouzitim pro syntézu

dostatecnou G&istotu na TLC desce.

Podminky reakce se vzhledem k nizkym vytéZzkim u jednotlivych reakci
liSily (Tab. 6). U slou€eniny JZ-MC-10 a JZ-MC-3 byl pokus o pfipravu
v mikrovinném reaktoru, u ostatnich byla vyuZita jako zdroj tepla olejova lazern.
Béhem reakci v mikrovinném reaktoru dochazelo k rozstépeni amidové vazby
a rozpadu vychozi latky na fragmenty, coz znamena, Zze se tyto podminky

bohuzel neosvédcily.

Vytézky pfi pfipravé alkylaminoderivata VL byly v rozmezi 17,41-51,75 %,
primérmé 31,12 %. Vytézek z pfipravy VL 2 je 47,06%. Nizké vytézky byly
zpusobeny nizkou vytéznosti reakci a navic dochazelo ke ztratam i bé&éhem
Cisticich procesUl. Po kone¢ném odparovani rozpoustédla zlstaly latky s dlouhym
alkylovym fetézcem v kapalném skupenstvi. Tyto kapaliny se po nékolika
hodinach za laboratorni teploty spontanné preménily na skupenstvi pevné.
VSechny ziskané slouCeniny jsou pevné jemné krystalické latky majici odstin

Zluté barvy a jsou bez zapachu.

Po dokonceni syntéz a Cisticich procesu byly slou€eniny charakterizovany
'H a 3C NMR spektry a IC spektry s pomoci Katedry organické a bioorganické
chemie, coz potvrdilo strukturu a Cistotu latek. Méreni teploty tani probéhlo na
Katedie farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy. V8echny naméfené

intervaly teplot tani jsou v rozmezi 5°C.

Elementarni analyza u této série slou€enin nebyla neprovadéna, protoze
pfistroj pro jeji méfeni je citlivy na fluor, ktery se vyskytuje ve vSech strukturach
nové pfipravenych latek. VSechny slou€eniny byly dale charakterizovany MS
spektry. Pomoci chemického softwaru ChemDraw byly vypocitany hodnoty
molekulové hmotnosti, sumarni vzorce, logP a ClogP. Posledni dvé jmenované

hodnoty jsou dulezité pro charakteristiku lipofility danych slou€enin. Lipofilita
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pfimo souvisi se schopnosti slou¢enin penetrovat pfes lipofilni bunéénou sténu
MT, ktera je jeho typickou charakteristikou. Hodnoty logP se pohybovaly
v rozmezi 2,48-5,27 (narlst v homologické fadé o 0,41-0,42). Hodnota 5,27 pro
JZ-MC-4 neodpovida Lipinskému pravidlu péti. Hodnota logP roste umérné
s délkou alkyloaminového fetézce, sloucenina JZ-MC-4 je heptylaminoderivat
vychozi latky 1, byl by tedy potencialné nevhodny pro peroralni aplikaci. Hodnota
ClogP se pohybovala v rozmezi 2,32-6,32. NejvysSi hodnoty logP i ClogP patfi

je tedy nejhydrofilnéjsi (Tab. 10).

Pokud se zaméfime na teploty tani vzhledem ke strukture, Ize si vS§imnout,
Ze Cim delSi je alkylaminovy fetézec, tim je niZSi teplota tani. Toto pravidlo ovsem
rusi sloucenina JZ-MC-3 (Graf 1). Dale je patrné, Ze druhy atom fluoru ve
struktufe syntetizovanych slou€enin navysSuje teplotu tani. Rozdil ve vzorku
JZ-MC-2 a JZ-MC-9 je jen jeden atom fluoru, ktery rapidné zvysSil teplotu tani
(Tab. 10). DalSi charakteristikou této série sloucenin je lepsi rozpustnost v DMSO

oproti vychozi latce 1.

Tabulka 10: Shrnuti diskutovanych hodnot, slouc¢eniny jsou sefazeny dle vzestupné teploty tani,
dopinény grafickym znazornénim

Vzorek R R2/Rs3 Teplota tani | LogP ClogP
JZ-MC-4 | heptylamino | 4'-F 115,0-116,1 | 5,27 6,32
JZ-MC-1 hexylamino | 4'-F 116,0-121,0 | 4,85 5,79
JZ-MC-3 propylamino | 4'-F 150,8-153,1 | 3,60 4,20
JZ-MC-5 | pentylamino | 4'-F 154,5-154,6 | 4,44 5,26
JZ-MC-2 | Butylamino | 4'-F 166,1-166,2 | 4,02 4,73
JZ-MC-9 | Butylamino | 3'-F, 4'-F | 203,7-204,8 | 4,18 4,80
Jz-MC-7 | Cl 3'-F, 4'-F | 245,4-246,7 | 3,62 3,11
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Graf zavislosti teploty tani na délce
alkylového fetézce
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Graf 1: Graf k tabulce 10.

Cilem této diplomové prace bylo navrhnout in silico dokovani do enzymu
FabH, ktery je navrZzenym cilem v burice mykobakterie, na zakladé strukturni
podobnosti s jiz znamymi inhibitory tohoto enzymu. Dale nasyntetizovat sérii
slou€enin a provést in vitro testovani na bufikach mykobakterii. Nakonec zjistit,
jaky vliv na aktivitu proti mykobakteriim ma substituce chloru vychozich latek za
alkylaminovy fetézec, a porovnat tuto aktivitu s vysledky z molekulového
modelovani.

PFi hodnoceni molekulového dokovani je dllezité znat vyznam hodnoty
SCORE, ktera vyjadfuje afinitu ligandu k enzymu podobné jako vazebna energie.
Tudiz ¢im niz8i hodnota SCORE, tim vétsi afinita ligandu k enzymu. PFi pohledu
do tabulky (Tab. 11) vidime, Zze hodnota SCORE klesa s velikosti molekuly.
Pokud se zaméfime na pary obdobnych slouc€enin, tedy sloucenin, které se lisi
pouze fluorem v poloze tfi fenylového kruhu, ale maiji stejné dlouhy alkylaminovy
fetézec, ma vzdy nizSi hodnotu SCORE difluorovany derivat. Az na obé
slouc€eniny s volnou aminoskupinou Vv poloze Sest maji vSechny ostatni
slouc€eniny lepSi hodnotu SCORE, nez VL 1. Dalo by se tedy fici, Ze by mély mit
lepsi afinitu k enzymu FabH a potencialné i lepSi antimykobakterialni aktivitu nez
SCORE slouceniné JZ-MC-4, ktera ale poruSuje svym logP (5,27) Lipinského

pravidlo péti a byla by tudiz nevhodna pro peroralni podani, jak bylo fe€eno vyse.
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Tabulka 11: Vysledky molekulového modelovani porovnané s molekulovou hmotnosti

R R2/Rs Kaéd SCORE Mol. hmotnost
heptylamino | 3'-F, 4'-F - -9,081 431,16
hexylamino 3'-F, 4'-F - -8,755 417,48
heptylamino | 4'-F JZ-MC-4 -8,690 413,52
pentylamino | 3'-F, 4'-F - -8,179 403,45
hexylamino 4'-F JZ-MC-1 -8,134 399,49
butylamino 3'-F, 4'-F JZ-MC-9 -8,121 389,42
pentylamino | 4'-F JZ-MC-5 -7,730 385,46
propylamino | 3'-F, 4'-F - -7,442 375,40
butylamino 4'-F JZ-MC-2 -7,177 371,43
propylamino | 4'-F JZ-MC-3 -7,012 357,41
Cl 3'-F, 4'-F JZ-MC-7 -6,905 352,74
Cl 4'-F VL -6,748 334,75
NH2 3'-F, 4'-F - -6,359 333,32
NH2 4'-F -6,330 315,33

Po pfipravé série slouCenin JZ-MC a jejich purifikaci pres flash
chromatografii byly poslany vSechny vzorky na testovani aktivity na bufikach MT
a dalSich mykobakterii. BohuzZel Zzadna z pfipravenych molekul neprokazala vyssi
MIC= 100 ug/mL patfi slou¢eniné JZ-MC-4 (slouCenina s nejlepsi SCORE
hodnotou), tato hodnota je v8ak prakticky 100x horSi nez u VL 1. P¥i testovani
aktivity vici M. smegmatis (nepatogenni mykobakterium) prokazovaly slou€eniny
aktivit od MIC>500 do
MIC= 125 ug/mL (Tab. 9) patfi slouCeninam s nejdelSim alkylaminovym
substituentem JZ-MC-4 a JZ-MC-1. Substituce chloru v poloze Sest VL 1 a 2 za

alkylaminovy fetézec ma za nasledek ztratu antimykobakterialni aktivity téchto

velky rozptyl 125 pyg/mL. Nejniz8i  hodnota

slou€enin. Jednotlivé vzorky této série nebyly testovany na cytotoxicitu vuci
HepG2.
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Tabulka 12: Porovnani vysledkt antimykobakterialni aktivity vici MT a vysledkt z molekulového

modelovani.
Kad R1 R2 M. tuberculosis SCORE LE
MIC (ug/mL)

VL 6-Cl 4'-F 0,78 [58] -6,748 -0,2890
JZ-MC-7 | 6-chlor 4'3-F,F |>50 -6,905 -0,2752
JZ-MC-3 | 6-propylamino | 4'-F >100 -7,012 -0,2977
JZ-MC-2 | 6-butylamino 4'-F >100 -7,177 -0,2973
JZ-MC-5 | 6-pentylamino | 4'-F >100 7,730 -0,3008
JZ-MC-9 | 6-butylamino 4'3-F,F | >100 -8,121 -0,2658
JZ-MC-1 6-hexylamino 4'-F >100 -8,134 -0,3104
JZ-MC-4 | 6-heptylamino | 4'-F 100 -8,690 -0,3019

Pro doplnéni (Tab. 12) je uveden parametr LIGAND EFFICIENCY (LE),
ktery Ize vypocitat jako: SCORE/ pocet tézkych atoml ve slouceniné (vSechny
kromé vodik(), ktery nam pomuze vyhodnotit kvalitu ligandu. Fakt, Ze s rostouci
velikosti slou€eniny roste i hodnota SCORE je diky tomu, Ze zde existuje vétsi
pravdépodobnost nespecifickych interakci. Hodnotu LE Ize tedy zjednoduSené
chapat jako afinitu (vazebnou energii) vztazenou na jeden tézky atom. Opét plati
vztah, ¢im niz8i LE, tim vétsi afinita k enzymu. Nejlep$i LE patfi vzorku JZ-MC-1,
kdezto nejlepSi SCORE hodnota pfislusi vzorku JZ-MC-4.

Jelikoz vyhlidky diky pozitivnim vysledkim molekulového modelovani byly
velmi optimistické, ale realné hodnoty aktivit (MIC ug/mL) neodpovidaji hodnotam
SCORE, je nutné se zamyslet pro¢ tomu tak je. Molekulové modelovani, neboli
doking, je pocCitaCova simulace, ktera ma predpovedét pouze teoretickou
interakci ligandu a enzymu. Hodnota SCORE a 3D p6za je tedy pouha predikce
a nelze ji brat jako jistotu. Na druhou stranu, ale ani nelze fici, ze slou€eniny
s enzymem FabH ve skute€nosti neinteraguiji, protoze testovani aktivity probihalo
na celych bunkach MT. Je teoreticky mozné, Zze se zménila diky substituci
v poloze Sest farmakokinetika a obménéné molekuly se nedostaly pasivnim
transportem, nebo jinym transportem, pfes BS mykobakterie. Na druhou stranu
je mozné, ze jsou latky extensivné metabolizovany nebo vyluCovany z bunék
efluxnim systémem. DalSi moznou teorii je, Zze provedena substituce v poloze
Sest zvratila antimykobakterialni uCinek téchto slouCenin a nemaji zadny cil
v mykobakterialni burice. Cilovy enzym FabH byl navrZzen pouze podle strukturni

podobnosti jiz znamych inhibitord tohoto enzymu [58], ale je mozné, ze se
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nejedna ani o cilovy enzym VL 1. Ostatni slou€eniny z plvodni databaze pro

dokovani nebyly syntetizovany z divodu nedostatku ¢asu.
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7. Zaver

V teoretické Casti je probrana problematika tuberkulézy formou reSerse.
Tento text je zaméfen na vSeobecny popis nemoci, jeji epidemiologii a etiologii,
zpusob diagnozy, léCby a v neposledni fadé jsou probrana jednotliva
antituberkulotika, problematika rezistentnich forem MT a oCkovani. Je zde velmi

kratce zminén design nové syntetizovanych slou€enin

Prakticka Cast je zaméfena v prvni fadé na molekulové dokovani.
Najdeme zde popis pfipravy proteinu i ligandu pfed spusténim funkce Dock. DalSi
Cast experimentalni Casti je vénovana pripravé sloucenin série JZ-MC. Celkem
bylo pfipraveno sedm novym sloucenin dfive nepopsanych v literatufe.
Podstatou reakci byla nukleofilni substituce chloru v poloze Sest vychozi latky
6-chlor-N-(4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-yl)pyrazin-2-karboxamidu nebo 6-chlor-N-(4-
(3,4-difluorfenyl)thiazol-2-yl)pyrazin-2-karboxamidu za alkylaminovy fetézec

s délkou alkylového Fetézce v rozpéti 3-7 uhliku.

Pripravené slouceniny byly charakterizovany teplotou tani, 'H a *C NMR
spektry, IC spektry a teplotou tani. Elementarni analyza nebyla provedena kvdli
citlivosti pfistroje na fluor, ktery poskozuje katalytické trubice pfistroje.
Slouceniny byly charakterizovany MS spektry. Pomoci programu ChemDraw byly

vypocitany hodnoty molekulové hmotnosti, logP a ClogP.

Cilem této prace byl provést navrh in silico dokovani a vysledky této
operace nasledné porovnat s realnymi hodnotami MIC pFislusnych slou€enin. Pro
molekulové modelovani byla vytvorena databaze 14 sloucCenin, kterym byla
pfidélena hodnota SCORE skérovaci funkci programu MOE. Nasyntetizované
slou€eniny byly poslany na testovani biologické aktivity va¢i mykobakteriim do
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, kde jim byla pfidélena hodnota MIC.
Hodnoty SCORE predpovédély slou€eninam vysokou afinitu k receptoru FabH,
ktera se ovSem nepotvrdila. Bohuzel obména VL 1 a 2 v poloze 6 se neosvedcila
a vedla kvymizeni antimykobakterialni aktivity, coZ je v rozporu s dosud

znamymi informacemi o alkylaminoderivatech pyrazinamidu [60,61,66].
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Dokonce i ve 21. stoleti pfedstavuje tuberkul6za stale vazné globalni
ohroZeni. Patfi mezi jednu z deseti nej¢astéjSich pfi€in umrti. Nejvice zatéZuje
rozvojové zeme, ale celosvétové je touto nemoci nakazena az 1/3 obyvatelstva.
Diky neefektivni terapii tuberkulézy v rozvojovych zemich nartsta prevalence
tuberkuldzy, ktera jiz nereaguje na zavedenou léCbu. Je potfeba vyvijet nova
IéCiva, ktera budou ucinna proti multirezistentni tuberkuléze a tak zabrani

dalSimu Sifeni nemoci.

Pfredlohou pro sérii slou€enin pfipravenych v ramci této diplomové prace
je 6-chlor-N-(4-(4-fluorfenyl)thiazol-2-yl)pyrazin-2-karboxamid, jehoz struktura
vychazi z antituberkulotika 1. linie pyrazinamidu a fragmentu 4-arylthiazol-2-
aminu, u kterého byla dfive popsana antimykobakterialni aktivita. Pfedlohova
slouCenina vykazuje vysokou ucinnost proti M. tuberculosis popsanou
MIC = 0,78 ug/mL a nizkou cytotoxicitu. Cilem této prace bylo zjistit vliv
substituce chloru v poloze 6 pyrazinového kruhu za alkylaminovy zbytek. Jako
potencialni cil téchto slou€enin byl navrzen mykobakterialni enzym [-ketoacyl-
ACP-synthasa Ill na zakladé strukturni podobnosti se znamymi inhibitory tohoto

enzymu a taktéz dle vysledku molekulového dokingu.

Experimentalni ¢ast této prace je zamérena na doking danych molekul do
pfislusného enzymu (pdb: 1U6S) a na naslednou syntézu téchto sloucenin.
Slouceniny byly pfipraveny jednokrokovou nukleofilni substituci. Jednotlivé
slougeniny této série byly popsany teplotou tani, 'H, 3C NMR a IC spektry. Dale
byly testovany na antituberkulotickou aktivitu. Obecné obména pFedlohové
slouceniny vedla k vymizeni antituberkulotické aktivity pfipravenych sloucenin,

i pfes velice slibné vysledky molekularniho dokingu.
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Even in 215t century, tuberculosis still remains a serious and global health
threat. Tuberculosis is one of the 10 most common causes of death, the most
burdened are developing countries, but this disease infects up to 1/3 of population
worldwide. Due to ineffective treatment of tuberculosis in developing countries,
the prevalence of tuberculosis which does not respond to standard treatment is
increasing. It is necessary to develop new drugs effective against multidrug-

resistant tuberculosis and prevent further spread of the disease.

The design of final structures is based on previously synthesized molecule
6-chloro-N-(4-(4-fluorophenyl)thiazol-2-yl)pyrazine-2-carboxamide, which
structure comes from first line antitubercular pyrazinamide (PZA)
and 4-arylthiazol-2-amine scaffold with formerly identified antimycobacterial
activity. This starting compound exhibits high activity against M. tuberculosis
described by MIC = 0,78 uyg/mL and low cytotoxicity. The object of study was
to determine effect of substitution of chlorine at position 6 of pyrazine ring
by different alkylamine chains. We suggest mycobacterial (-ketoacyl-ACP-
synthase Ill as a potential target, in response to results of molecular docking

study and structural similarity to known inhibitors of this enzyme.

The experimental part of this study is focused on molecular docking of
the molecules into specific enzyme (pdb: 1U6S) and their subsequent synthesis.
The compounds were prepared by single-step nucleophilic substitution.
Individual compounds were described by melting point, 'H, '3C spectra and IR
spectra. The compounds were in vitro tested for their antitubercular activity.
Generally, the substitution of chlorine by alkylamino chains decreased the

antimycobacterial activity, despite promising results of molecular docking.
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