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Abstrakt

Nazev diplomové prace: Derivaty pyrazinu jako potencialni 1é¢iva I.

V ramci diplomové prace byla provedena reSerSe zaméfend na soucasny vyznam
tuberkulozy ve svété a na nejnovéjsi trendy v terapii. V chemické literatuie byly
zjistény metody pfipravy substituovanych amidi pyrazinkarboxylové kyseliny. Bylo
syntetizovano, v chemické literatufe dvanact dosud nepopsanych latek charakteru
substituovanych amidl pyrazinkarboxylové kyseliny. VSechny produkty byly
charakterizovany teplotou tani, TLC, elementarni analyzou, IC, H, popt. 3¢ NMR
spektry. Série latek byla podrobena in vitro biologickému hodnoceni. Prace piinasi nové
udaje o antimykobakterialni, antifungdlni aktivit¢ a vysledky testl herbicidni aktivity
(testy inhibice pfenosu elektronii v chloroplastech Spendtu a testy redukce obsahu
chlorofylu v Chlorella vulgaris). Tyto vysledky jsou uvedeny v tabelarni i grafické
podobé. Jsou uvedeny 1 vypoctené hodnoty log P nové pfipravenych latek. Autorka se
pokusila zjistit vztah mezi strukturou, biologickou aktivitou a lipofilitou v sérii

ptipravenych latek.

Abstract

Title of diploma thesis: Pyrazine derivatives as potential drugs I.

Review of actual worldwide problem of tuberculosis and trends in the tuberculosis
treatment and chemical recherché were the parts of this work. Novel pyrazine
derivatives connected via -CONH- bridge with substituted anilines were synthesized.
The synthetic approach, analytical, spectroscopic, lipophilicity and biological data of
twelve newly synthesized compounds were presented. All products were characterized
and tested against Mycobacterium tuberculosis strain Hz7Rv and against eight fungal
pathogen strains. Additionally, the study of inhibition of oxygen evolution rate in
spinach chloroplasts and reduction of chlorophyll content in the green algae Chlorella
vulgaris in the series of prepared compounds were drawn. Structure-activity
relationships among the chemical structure, lipophilicity (log P), and their biological

activity of the evaluated compounds were discussed as well.
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Cil diplomové prace

Katedra farmaceutické chemie a kontroly Ié¢iv se dlouhodobé zabyva studiem
syntézy novych derivatl pyrazinu s potencidlnim antimykobakteridlnim a antifungalnim
ucinkem. Doplitkove je u nové pripravenych latek zjistovéana jejich schopnost inhibovat
fotosyntézu. Tato diplomova prace je dil¢im piispévkem k feSeni vyzkumnych ukoll

katedry.

Cilem diplomové prace je pokusit se piipravit biologicky (tj. antifungéalné

a predevsim antimykobakteridln€) aktivni derivaty pyrazinkarboxylové kyseliny.

Konkrétnimi ukoly bylo:

1. Provést reser$i zaméfenou piedevsim na soucasny vyznam tuberkulozy ve
svété, trendy v terapii a potencidlni antituberkulotika.

2. 'V dostupné chemické literatufe zjistit metody pfipravy substituovanych
amidl pyrazinkarboxylové kyseliny.

3. Priipravit substituované amidy pyrazinkarboxylové kyseliny, ve kterych je
pfipojeny aromaticky kruh v riznych polohdch substituovan riznymi
substituenty.

4. Vypocitat log P nove pfipravenych derivata.

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

S

Zjistit vztah mezi strukturou, biologickym Wu¢inkem (antituberkuldzni,

antimykotickd, herbicidni aktivita) a lipofilitou v sérii pfipravenych latek.

Obecné¢ vzorce ptipravovanych latek:

R=H N\
3, 4F [ j
3,4-Cl, 3-OH-6-Cl N/

2-Br, 3-Br, 4-Br

R’ =2-F, 3-F N
3-Br [ j/

=

l}h

o

CONH

CONH
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1 Uvodni &ast

1.1 Tuberkul6za a jeji vyskyt

Tuberkul6za (TBC) je chronické infekéni onemocnéni, které nejcastéji postihuje
dychaci systém. Etiologickym vyvolavatelem je Mycobacterium tuberculosis. Svétova
zdravotnicka organizace (World Health Organization WHO) povazuje tuberkul6ézu za
,»globalni ohrozeni* [1], a patii mezi nejrozsifenéjsi infekéni onemocnéni, kterym je
nakazena pfiblizné tietina svétové populace. Na zakladé¢ vyzkumu WHO celosvétove
touto chorobou ro¢né onemocni piiblizné¢ 8 miliént osob, u nichz se vyvine aktivni
oteviena forma tuberkulézy, pricemz vice nez 2 miliony lidi zemiou na nasledky tohoto
onemocnéni [1], [2].

Hlavnim problémem z hlediska Siteni TBC jsou $patné socidlni podminky lidi
zijici v rozvojovych zemich, odkud pochazi ptiblizné 95 % novych ptipadu této infekce.
Mezi nejvice postizené oblasti patii predevsim jihovychodni Asie, subsaharska Afrika,

oblast byvalého Sovétského svazu a také jizni Amerika. Mapa na obr. 1.1 poukazuje na

data nejsou znama
méné nez 25
25az49
50 az 99

I 100 az 299

M vice nez 300

Obr. 1.1 Incidence TBC ve svété vztazena na 100 tisic obyvatel

-2-
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incidenci TBC ve svété. Praveé v oblastech, které jsou znazornény tmavé zelenou barvou
je vysoky vyskyt (incidence) onemocnéni TBC z divodd vysoké hustoty obyvatel,
Spatné stravy, nedostatku 1¢kii, nizké socialni trovné a oslabeného imunitniho systému.
Zjistilo se, ze ve vSech oblastech svéta existuji nemalé skupiny obyvatel s oslabenou
bunéénou imunitou, u nichz je vyssi pravdépodobnost vzniku onemocnéni. Mezi tyto
rizikové skupiny zahrnujeme osoby se snizenou imunitou bunééného typu pro vysoky
veék, pro zavaznad onemocnéni typu AIDS, pro léCbu imunosupresivy a cytostatiky,
zaienim, ale také socialni skupiny narkomant, alkoholik, bezdomovci a pfistéhovalct

ze zemi tfetiho svéta a nezaméstnani [2].

Pravé Siteni TBC spole¢n¢ s HIV infekci ptfedstavuje hlavné na africkém
kontinenté smrtici kombinaci. Pocet pacientli soucasné infikovanych tuberkul6zou
a virem lidské imunodeficience (Human Immunodeficiency Virus HIV) je odhadovan
WHO na 4,5 miliéonu [1]. TBC je jeden z hlavnich problémua vysoké tmrtnosti HIV
pacientli, kdy jedna nemoc urychluje progresi druhé. Podle WHO 90 9% takto
nakazenych lidi umird do né€kolika mésicti po projeveni prvnich klinickych ptiznaki
TBC [3].

V Ceské republice je situace v podtu nové hlasenych piipadi tuberkulézy
Vv poslednich péti letech pfizniva a ma pozvolna klesajici tendenci (obr. 1.2) [4]. V roce
2005 bylo nahlaSeno 1007 novych ptipadli TBC, incidence je 10/100 000 obyvatel.

Z tohoto poctu u 83 % nemocnych byla zjisténa tuberkuldéza dychaciho ustroji,

mimoplicni TBC tvotila 17 % [1].

18 000

16 000
14 000
12 000
10 000
8 000
6 000
4 000
2000

Obr. 1.2 Incidence: TBC v Ceské republice
(absolutni kumulativni nemocnost)
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1.2 Tuberkuléza

Hlavniho ptivodce onemocnéni Mycobacterium tuberculosis popsal v roce 1882
Robert Koch (1842-1910), odtud nazev Kochuv bacil. Nazev onemocnéni je odvozen od
latinského slova tuberculosum (uzlicek). M. tuberculosis (obr. 1.3) je patogenni,
aerobni, nesporolujici, nepohyblivd, grampozitivni, acidorezistentni tyCka o velikosti

0,3-1,5 pum. [5].

Vedle hlavniho ptvodce one-
mocnéni — M. tuberculosis, jsou
znama také tzv. »atypicka“
mykobakteria jako je M. kansasii, M.
avium intracellulare, M. ulcerans,
ktera mohou byt  oportunnimi
patogeny. Mykobakterie se odlisuji od

ostatnich mikroorganismii predevs$im

silnou  bunéfnou sténou, ktera

Obr. 1.3 Mycobacterium tuberculosis

obsahuje vysoky podil lipidnich latek
(tukd a vosktl) a diky tomu maji hydrofobni charakter. Mykobakterie maji dlouhou
generacni dobu (48 h), jedna se o fakultativné intraceluldrni parazity a jsou schopny
perzistence [2]. Kromé& obvyklych slozek bunééné stény, jako jsou lipidova dvojvrstva,
peptidoglykan, obsahuje jejich bunécnd sténa navic vrstvu tvofenou dalSimi
polysacharidy, acyllipidy a mykolovymi kyselinami, které jsou kovalentni vazbou
spojeny do arabinogalaktani a tvofi mykobakteridlni silnosténny komplex. Ty
znesnadnuji prinik 1é¢iva do mykobakterii. Pravé diky vyjimecné stavbé této bunécné

stény, je 1écba TBC velmi obtizna [2], [6], [7].

Tuberkuléza se §ifi predevsim kapénkovym pienosem z ¢loveéka vylucujiciho
tuberkulozni bacily. Do prostfedi se mykobakterie dostanou kychanim, kaslanim,
kiikem a zpévem pacienta s aktivni otevienou formou TBC. Po inhalaci bacilli dojde
K jejich usazeni v plicni tkani, ptedevs§im v bronsich, alveolech a obvykle i v hrotu
plice. Po namnozeni inhalovanych bacilt télo reaguje aktivaci imunitniho systému tim,
ze dojde k imunitni reakci zprosttedkované bunkami a vede ke tvorbé specifickych

T-lymfocytd. Nasledky tuberkul6zni infekce pro organismus zavisi na mnoZstvi
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a virulenci mykobakterii, na opakovani styku s infek¢nim zdrojem, na stavu imunitniho

systému infikovaného jedince [6].

Podle lokalizace se TBC rozdéluje na TBC dychaciho systému, ktera predstavuje
zhruba 80 % ptipadii a TBC mimoplicni okolo 20 %, kde jsou zasaZeny hlavné mizni

uzliny, kosti, klouby atd.

Po styku s infekei mize organismus reagovat trojim zptisobem:
1/ organismus neni infikovan;
2/ organismus je infikovan,ale nedochazi k manifestnimu onemocnéni;
3/ propukne manifestni onemocnéni. Pfi¢inou muze byt velké mnozstvi
a vysoka virulence bakterii, nebo nedostatecny stupeni imunity.

Manifestni onemocnéni délime na primarni a postprimarni.

Primarni tuberkulo6za, tzv. primoinfekce, ktera vznika piti prvnim kontaktu ¢loveka
s tuberkuldzni infekcei. Zakladnim znakem je postizeni regiondlnich uzlin, hlavné plicni
tkané, které odpovidaji mistu priniku mykobakterii do organismu. Mykobakterie se
kumuluji v makrofazich a mohou vytvaret tzv. tuberkuldézni uzliky. Primoinfekéni
tuberkuloza zpravidla probiha pod nespecifickymi pifiznaky (napt. zvySenou teplotou,
nechutenstvim, snizenim celkové aktivity) a ve vétSiné ptripadd dojde ke spontannimu
vyhojeni. Tento typ je nejcastéjsi v détském veéku v ptipadé¢ dospélych mluvime
0 ,,pozdni primoinfekci‘.

Postprimarni tuberkuldéza vznikd u osob, které prodélaly primarni TBC. MiZe
vznikat pfimym pfechodem z primérni formy. Dal§i moznosti, kterd je nejcastéjsi je
endogenni reaktivaci mykobakterii, které maji dlouhou genera¢ni dobu a jsou schopny
V dormantnim - spicim stavu, pfeZivat fadu let. Jedna se o zbytkova loZiska (odumfelé
casti tkan¢), kterd se opouzdii a dochdzi zde k ukladani véapenatych soli (tzv.
kalcifikace). Pfi neptiznivém vyvoji tato nekrdza zkapalni (kolikvuje) a mize vzniknout
chorobnd dutina, tzv. kaverna, s moznosti dal$iho Sifeni infekce a zanétu. Postupné
siteni TBC v plicich s ¢etnymi rozpady miize vést ke krvaceni a vykaslavani krve. Ke
vzplanuti onemocnéni mize dojit diky nepfiznivym podminkadm, kterymi mohou byt
vysoky vek, alkoholismus, oslabeni imunitniho systému lécbou, zafenim ¢i jinymi
chorobami nebo v dusledku Spatnych socialnich a zivotnich podminek, kdy dojde
k uvolnéni mykobakterii ze starého kalcifikovaného loziska [1]. Mykobaterie uvolnéné

Z tuberkul6znich loZisek ¢i z makrofagh cirkuluji lymfatickym a krevnim systémem do

-5-
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riznych ¢asti téla a infikuji predevSim retikuloendoteliarni systém (slezinu, jatra,
lymfatické uzliny) a ser6ézni bohaté prokrvené organy (plice, epifyzy rostoucich kosti,
ledviny). Tim v celém organismu vznikaji malé tuberkul6zni uzlicky. Tomuto typu
infekce fikame akutni milidrni tuberkuldza [6]. Méné Castym zplsobem vzniku
postprimarni TBC je tzv. exogenni superinfekce, kdy dojde k masivni expozici
mykobakterii s naslednym vyvolanim onemocnéni u ¢loveka, ktery jiz TBC prodélal.
Z tohoto hlediska jsou v nejvétsim riziku osoby v blizkém a dlouhodobém kontaktu
S nemocnou osobou. Mezi primarni a postprimarni TBC existuje urcity ¢asovy odstup
a podle toho rozliSujeme ¢asnou a pozdni postprimarni formu.

A/ Casné postpriméarni forma vznika do 1 roku. Patif mezi n& napf. tuberkul6zni
meningitida, meningoencefalitida, exsudativni pleuritida a akutni milidrni
tuberkuloza.

B/ Pozdni postprimarni forma postihuje hlavné kosti a klouby do 1-2 let po
primoinfekci, za 3 roky od primoinfekce dochazi k postizeni mocovych cest

a genitalniho systému a za 10 a vice let jsou zasazeny i ledviny [2].

Zakladnim krokem pro stanoveni diagnozy tuberkuldzy je bakteriologicky prikaz
vyvolavajiciho mykobakteria ve sputu pacienta. Dale rentgenové vySetfeni plic. Mezi
pomocné diagnostické metody patii tuberkulinovy test. Tuberkulin je ocisténa bilkovina
z bakteriich zpiisobujici TBC. Tuberkulin se vstfikuje do kliZze a nasledné se posuzuje
reakce (tuberkulinovad zkouska, zkouska dle Mantouxa), kterd umoziuje zjistit zda se
nemocny setkal s TBC a to vcetné ockovani, poptipadé umoziuje zjistit bunécnou
imunitu. Tato metoda je pouze orientacni. Dal$i pomocné vySetfovaci metody
bronchoskopie, bronchografie, hrudni punkce a pomocné laboratorni vySetfeni PCR
(polymerazova fetézova reakce), genetické sondy, vySetfeni moci, krve, imunologické

vySetfeni jsou metody, které mohou napomoci k urceni TBC.

1.3 Terapie tuberkulozy

Po stanoveni diagnozy musi byt kazdy pacient 1écen po dobu nékolika tydnt na
lizkovém oddé€leni plicni kliniky nebo v 1é€ebné specializované na plicni onemocnéni
aterapii TBC (v CR napt. v Jevi¢ku). Toto obdobi je pro pacienta velmi naroéné
a zdlouhavé, protoze TBC je sice onemocnéni 1éCitelné, ale vyzaduje trpélivost pacienta
a jeho spolupraci s osetfujicim personalem [8]. Bohuzel v dnesni dob¢ se zvysuje pocet

pacientt, u kterych doslo ke vzniku rezistence na dosud pouzivané antituberkulotika.

-6-
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Od objeveni TBC se postupné zacaly pouzivat tfi zdkladni ptistupy ziskani kontroly nad
TBC:
- sanatorium s Cerstvym vzduchem, vyzivnou stravou a vysokou ¢istotou
prostiedi, klid na luzku;
- vakcinace;

- chemoterapie.

1.3.1 Vakcinace

Oc¢kovani proti TBC se provadi vyhradné monovakcinou, pfi¢emz jich existuje
nékolik typu. Nejcastéjsi pouzivanou vakcinou je BCG (Bacillus-Calmette-Guerin).
BCG vakcina pochéazi z roku 1921, kdy byla pfipravena francouzskymi bakteriology
Calmettem a Guérinem, jednalo se o prvni vakcinu obsahujici oslabeny kmen
Mycobacterium. bovis. Tento kmen byl nazvan jako bacil Calmettiv - Guérintiv (BCG)

a ockovani proti TBC kalmetizaci [2].

Ockovaci latku tvoii avirulentni lyofilizat bakterialnich zarodkti kmene M. bovis,
které se ziskavaji pomnozenim vhodného atenuovaného (oslabeného) kmene (napf.
Copenhagen) na umélém kultivaénim médiu. V Ceské republice se pouziva tzv. silny
kmen Dansky 1331 (Copenhagen) a Francouzsky 1773 P2 (Pasteur). Primérni
imunizace je provadéna poddnim jedné vakcinacni davky BCG nejdiive mezi Ctvrtym
dnem po narozeni az do Sesti tydnii u novorozencii a pro imunizaci vSech osob, které
jsou tuberkulin-negativni a mohou byt vystaveny zvySenému vyskytu této nakazy [4].
Vsichni novorozenci se ockuji bez provadéni tuberkulinové zkouSky. Boosterujici
(posilujici) imunizace se provadi tehdy, byl-li zjiStén negativni vysledek
tuberkulinové zkousky. Tato zkouSka se povinné provadi zpravidla ve 2. aZ 3. roce po
dokonceni ostatnich zdkladnich ockovéni a pfipadné v 11. roce u téch déti, u nichz
nebyla prokazateln€ vytvofena jizvicka po ockovani v novorozeneckém véku, se
provede revakcinace [8]. V Ceské republice je ockovani proti TBC od roku 1994
povinné a je fizeno prislusnymi vyhlaSkami.

BCG vakcina nesnizuje riziko onemocnéni TBC, ale jeji ochranny mechanismus
spo¢iva ve snizeni rozsevu mykobakterii z mista primoinfekce, takze ma zabranit
hlavné vzniku generalizovanych forem TBC (postizeni vice organil soucasng). Dale se

predpoklada, ze vakcina vyvola imunitu, ktera zabrani pfichodu naslednych infekei [2].
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Zdroj: SZ0/Unicef odhad proofkovanosti v letech 1980-2005, Srpen 2006

B -50% (3 zemé nebo 2%)

I 50-79% (24 zemi nebo 15%) v dyt}y
[ 80-89% (27 zemi nebo 17%)

Hl >-=2%0% (105 zemi nebo 66%)

[ ] Neaplikovatelné {33 zemi)

Obr. 1.4 Prooc¢kovanost proti TBC ve svété

U déti je hlavné velmi U¢innd proti meningitivni formé TBC, ale neochrani je pred
plicni TBC [6]. Prooc¢kovanost svétové populace je zobrazena na obr. 1.4.
Ve svéte je BCG-vakcinace doporu¢ovana nasledujicim rizikovym skupinam:

- kojenci, déti, které ziji v oblastech s vysokym rizikem nakazy TBC;

- déti s cilené vyfazenym imunitnim systémem, napi. leukémie;

- sourozenci a rodi¢e uvedenych osob;

- 0soby pracujici ve zdravotnictvi a v zafizenich pecujici o déti.

Dalsimi moznostmi vakcinace je pouziti oslabenych vird M. tuberculosis, které
vznikaji bud’ genomovymi obménami, tzv. manipulaci s chromozomy mykobakterii
nebo vakciny tvofené podjednotkami mykobakteridlnich proteini ¢i pouze ,,obnaZenou
nukleovou kyselinou DNA®, kterd se ukazuje jako vysoce UCinnd, ale zatim pouze

Vv laboratornich experimentech TBC [6].

1.3.2 Chemoterapie

Po objeveni ptivodce onemocnéni bylo cilem objevit u¢inné 1écebné prostredky.

Do této doby pouzivané podavani vitaminti, klimatickd 1écba a klid na lazku nebyly
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dostacujicimi. Lécba sice zpomalovala pribé¢h onemocnéni, ale i ptes veskerou snahu
mnohdy koncila smrtelné. Velky zvrat nastal az ke konci 2. svétové valky, kdy doslo
k objeveni tii antituberkulotik v kratkém casovém sledu (1944 streptomycin, 1946
kyselina paraaminosalicylova, 1952 wvyuziti antimikrobidlniho ucinku kyseliny
isonikotinové). Pocatek t¢inné antituberkulotické 1é¢by se datuje od padesatych let 20.
stoleti. Postupné¢ byly formulovany principy pouzivani téchto latek (podéavani
Vv kombinaci, rozliSeni faze 1€cby) vcetné principi vyhledavani nové nakazenych

pacientd [2].

Nedostatecna znalost biochemickych pochodii mykobakterii a mechanismu
ucinku 1éciv, vedla k rozsahlému screeningu celych knihoven sloucenin, které budou
potiebné proti tak zdvaznému onemocnéni jakym je pravé TBC. Cilem
antituberkuloticky Gc¢innych 1é¢iv  jsou biochemické pochody, kterymi jsou
syntetizovany makromolekuly - bilkoviny (streptomycin), nukleové kyseliny (PAS)
anebo biopolymery bunécné stény. DNA-topoizomeraza a nebo isocitratlyaza jsou
dalezité enzymy mykobakterii, které predstavuji dalsi dilezité misto zasahu novych

antituberkulotik [6].

WHO v devadesatych letech vypracovala moderni strategii 1écby TBC, ktera je
celosvétové zavadéna do praxe. Spociva ve standardizovanych kratkodobych
chemoterapeutickych rezimech aplikovanych za individudlni péce o kazdého
nemocného tzv. (Directly Observed Treatment Short-course DOTS). Jedna se o u¢inny
TBC program, kterym je moZné snizit nemocnost a ma vylécit alespon 85 %
nemocnych [2]. DOTS je hlavné ur¢ena pro rozvojové staty s vysokym vyskytem TBC
(obr. 1.1). V dnesni dobé je do tohoto programu zapojeno pies 180 zemi. Snahou DOTS
je vysSetfit kazdého clovéka s ptiznaky, které poukazuji na TBC, zabezpecit pravidelnou
a nepieruSovanou lécbu vysoce kvalitnimi 1éCivy, zajistit 6-8 mésicni 1écbu pod
pravidelnym dohledem a s kontrolou uzivanych 1é€iv, véetn€ sledovani dodrzovani
compliance, a pravidelného vySetfovani sputa pacienta [6]. Zakladem 1é¢by ziistavaji po
léta pouzivand léCiva s baktericidnimi (usmrcuji délici se bakterie) a sterilizaénimi
vlastnostmi  (zabijeji persistory), se schopnosti zabrdnit vzniku rezistence

mykobakterii [2].

Lécba TBC se tidi doporucenim WHO a pacienti jsou zafazeni do jedné ze Ctyt

kategorii dle charakteru a rozsahu onemocnéni. Mezi antituberkulotika tzv. prvni linie
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patii pét zakladnich 1é€iv. Jedna se o rifampicin (RMP), isoniazid (INH), ethambutol
(EMP), pyrazinamid (PZA) a streptomycin (STM). Lécba je rozdélena na :

- inicialni - zpravidla dvoumésic¢ni faze s aplikaci 4 az 5 antituberkulotik, ktera
probiha za hospitalizace pacienta (napft. isoniazid + rifampicin + pyrazinamid +
streptomycin popf. jesté kombinace s ethambutolem). Jejim cilem je rychla
eliminace aktivné se mnozicich mykobakterii v zanétlivych loziscich, ale i ty,
které se vyskytuji mimo makrofagy v organech postizenych touto chorobou
[1]. V této fazi je vzdy nutné lé¢iva kombinovat, aby se pieslo riziku vzniku

rezistence [6].

- pokracovaci - ambulantni faze, kdy nemocny uzivd 2 az 3 léky z prvni linie
nejcastéji po dobu 4 mésicli s cilem mykobakterie neutralizovat, podle
zavaznosti onemocnéni denné nebo intermitentné (isoniazid a rifampicin).
Léciva pomalu eliminuji mykobakterie piezivajici v uzavienych kasedznich

kavernach nebo uvniti makrofaga [2], [6].

Aby se pfedeSlo riziku vzniku Iékové rezistence nespravnym podavanim
antituberkulotik, je 1é¢ba ptimo kontrolovdna v jednordzové aplikaci, tim se také snizi
davky jednotlivych 1é¢iv a riziko vyskytu nezadoucich ¢i toxickych ucinkt. Po zjisténi
TBC a jeho bakteridlniho ovéfeni se provadi tzv. identifikace vyvoldvajiciho kmene
s naslednym testem citlivosti na podavana antituberkulotika prvni linie. Pokud se zjisti
rezistence kmene na jedno ze zékladnich antituberkulotik, hovofi se o monorezistenci.
Pfi rezistenci na vice 1é¢iv kromé isoniazidu a rifampicinu, se jedna o polyrezistenci.
V téchto ptipadech je 1é¢ba prevedena na antituberkulotika prvni linie se zachovalou
citlivosti a pfipadné rozsifena o citlivé antibiotikum (ze skupiny makrolidovych ATB,
aminoglykosidovych ATB) [1]. Multirezistentni tuberkuldoza (Multi Drug Resistance
vyvolavatele onemocnéni M. tuberculosis minimalné na dva nejucinngjsi 1éky isoniazid
a rifampicin. Lécba takto nakazenych pacientli je narocnd hlavné v tom, Ze pocet
antituberkulotik, ktera 1ze v tomto ptipadé pouZit, je velmi maly a kazdy pacient je
lécen v tzv. individudlnim lé¢ebném reZzimu za pouziti nékolika ptipravka, které
bohuzel nejsou v Ceské republice registrované (klofazimin, cykloserin, kapreomycin).
Ve vétsing piipadil se jednd o rozsahlé nalezy pti aktivni form€ onemocnéni s masivnim

vylu¢ovanim bacilti detekovatelnych jiz pfi mikroskopickém vysSetfeni. Tim se pacient
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stava zavaznym infekénim rizikem pro sebe, ale zaroven i pro své okoli a zdravotnicky
personal. Tato onemocnéni vyzaduji dokonalou a nékolik mésict trvajici, ale zaroven
ptijatelnou formu izolace s adekvatnim socialnim zazemim [1]. Pravé WHO se snaZi
DOTS programy snizit Siteni TBC, kdy je hlavni diraz kladen pravé na vyhledavani a

hlavné na Gplné vyléceni (za disledného sledovani terapie) nemocnych.

1.4 Antituberkulotika

1.4.1  Antituberkulotika prvni linie

Nize popsané ucinné latky piedstavuji hlavni antituberkulotika, kterd se dnes
standardn¢ pouzivaji k 1é¢bé¢ TBC. Skupinu antituberkulotik tvofi jednak skupina
antibiotik, kam zahrnujeme rifampicin (RMP), streptomycin (STM), kapreomycin
acykloserin. A dale skupina chemoterapeutik, k nimz se ftadi isoniazid (INH),

ethambutol (EMP), pyrazimamid (PZA) a kyselina para-aminosalicylova (PAS) [9].

Rifampicin

_—CH,

Charakteristika:

Rifampicin (RMP) je polosyntetick¢é ansamycinové antibiotikum (ATB) uzkého
terapeutického spektra s bakteriostatickym, ve vysSich davkach baktericidnim t¢inkem
[9]. Je odvozené od rifamycinu B, pochazejiciho z kultur Streptomyces mediterrani.
Indikovan je nejen v 1écbé TBC, ale plisobi velmi dobfe 1 na atypickd mykobakteria,
napt. M. leprae ale i v dalSich, pfedevsim stafylokokovych infekci jejichz hlavnim

puvodcem je napi. Staphylococcus aureus. Mechanismus G¢inku spociva v inhibici

bakterialni RNA-polymerazy a tim se inhibuje syntéza RNA v bakteriich [10]. Patii
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mezi nejucinngj$i ATB s uc¢inkem na rychle i pomalu se mnozici mykobakteria (véetné
M. leprae). Rifampicin puisobi baktericidné na délici se i na klidova stadia onemocnéni.
Lipofilni vlastnosti molekuly jsou dulezité pro navazani 1é¢iva na RNA-polymerazu, ale
napomahaji i transportu 1é¢iv pfes mykobakterialni bunéénou sténu [6]. Rezistence,
zkiizena s ostatnimi rifampiciny vznikd bohuzel rychle (streptomycinovy typ).
Rifampicin se po peroralnim podani dobfe absorbuje, 1épe nalac¢no. Pacienta je tfeba
upozornit na nezadouci u€inky pii 1éCbe, jako je hepatitita, trombocytopenie, GIT obtize
a oranzové zbarveni slin, moce, potu a slz [10].

Pouziti:

Rifampicin patfi mezi nejvyznamnéjsi antituberkulotika, je rezervovan prioritné na
terapii TBC, v dals$i fad¢ pak na atypickd mykobakteria (lepra) a stafylokokové infekce.
Pouziva se v kombinaci s jinymi 1éCivy, aby se predeslo vysokému riziku rezistence,

a to predevsim s isoniazidem (INH), ethambutolem (EMB) k 1écb¢ vSech forem a stadii

TBC [6], [9].

Isoniazid

Charakteristika:

Isoniazid (INH), hydrazid kyseliny isonikotinové, plisobi selektivné a baktericidné na
extra - a intracelularni aktivné rostouci M. tuberculosis. Na klidova stadia pusobi
bakteriostaticky [9]. Jedna se o prolécivo, které ke své aktivaci a tim ziskani
antituberkulotického uc¢inku potitebuje aktivovanou mykobakteridlni katalazu. Tento
enzym urcuje citlivost M. tuberculosis k isoniazidu [6]. Po peroralnim podani nala¢no
se isoniazid rychle a skoro Uplné vstfebava. Dobie pronikd i do mozkomisniho moku

[10]. Mechanismus ucinku spociva v inhibici biosyntézy mykolovych kyselin buné¢né

stény, tak, Ze napadd enzym mykoléatsyntetazu, ktery je specificky pro mykobakterie a

dilezity pro biosyntézu mastnych kyselin mykobakterii [6], [7]. Pacienta je nutné
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upozornit na nezadouci ucinky, které jsou predevSim alergického charakteru, dale
neurotoxicita, ktera je vysvétlovana tim, ze isoniazid vede k deficitu pyridoxinu (vit. Bg)
a proto je pyridoxin pii 1éCbe isoniazidem preventivné podavan. Dale hepatotoxicita

a vyjime¢né poruchy krvetvorby (anémie, trombocytopenie, leukopenie) [9], [10].
Pouziti:

Isoniazid je indikovan k 1é¢bé TBC zpiasobené M. tuberculosis, ale je G¢inny i na
klidova stadia M. bovis, M. africanum, M. microti. Pouziva se pfedev$im v kombinaci

S jinymi antituberkulotiky, v prvé tad¢ s rifampicinem, etambutolem hlavné kvili

vzniku rezistence, pouze pii profylaxi se vysta¢i s monoterapii [9].

Streptomycin

0] OH
CHO o
H,C
NH
on —<
OH 09
OH NH,
CH,OH NH
R=——N —<
H
NH,
OH  NHCH,

Charakteristika:

Streptomycin (STM) je aminoglykosidové baktericidni antibiotikum izolované ze
Streptomyces griseus, které se sklada ze tii komponent — streptidinu, streptozy
a N-methyl-L-glukosaminu [9]. Jedna se o prvni 1é¢ivo, které se v boji proti TBC zacalo
vibec kdy pouzivat a dnes je indikovan pouze v terapii TBC. Plsobi baktericidné na

extracelularné ulozend mykobakteria. Mechanismus ucinku spociva v inhibici syntézy

proteind vazbou na ribosomalni podjednotku 30S. Aplikace je dnes pouze parenteralné-
intramuskuldrné (i.m.) a vyjimecné i intrathekalné (lumbélni punkce v bederni oblasti
patete [11]). Mezi hlavni nezadouci GCinky patii poskozeni VIII. hlavového nervu,

nefrotoxicita, agranulocytdza, trombocytopenie a neutropenie [10].
Pouziti:

Streptomycin mél ptivodné Siroké spektrum ucinkli a byl v minulosti hojné pouzivan.

Dnes pouze vyhradné jako antituberkulotikum. Diky velmi rychlému rozvoji rezistence
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puvodcli onemocnéni, je pouzivan pievazné v kombinaci s dalSimi antituberkulotiky.
Streptomycin méa Uzkou terapeutickou S§ifi, proto musi byt davkovan velmi presné

a v dnesni dobé obzvlasté pro své nezadouci ucinky neni pfili§ ¢asto pouzivan [9].

Ethambutol

NH
NH j/\CHs
OH

HO

Charakteristika:

Ethambutol (EMP) je chemoterapeutikum ptisobici bakteriostaticky na aktivné rostouci
rizné kmeny mykobakterii. Chemicky se jednd o synteticky aminoalkohol
(ethylendiamino-di-1-butanol) G¢inny po peroralnim podani, ktery se velmi dobie

vstiebava. Mechanismus u¢inku pravdépodobné spocivd v inhibici syntézy bilkovin

a nukleovych kyselin proto je oznacovan jako antimetabolit a tim poskozuje
metabolismus mykobakterii. Aktivita 1éCiva je stereospecifickd, pravotoivy
stereoizomer je nejaktivngjsi (S,S-izomer je 600krat uc¢inngjsi nez R,R). Hlavni soucasti
bunécné stény mykobakterii je polysacharid, ktery je tvofeny arabinézou a galaktozou,
které se chovaji jako intermediatni vazby, vytvarejici leSeni mezi mnoha typy
mykolovych kyselin a wvnittku peptidoglykanu [7]. Nedavné studie ukazaly, ze
arabinosyltransferaza II1. je zodpovédna za polymeraci arabindzy na arabinany a dale
pak na arabinogalaktany, které jsou nutné k syntéze bunécéné stény mykobakterii. Tento
objev je povazovan za primarni cil 1écby TBC [6], [9]. Z nezadoucich ucinki je
oftalmologické kontroly béhem 1écby). ZhorSeni zrakové ostrosti a dal§i ocni

komplikace mohou byt i ireverzibilni a jejich vyskyt je zavisly na podané davce [9].
Pouziti:

Ethambutol je pouzivan v kombinaci s jinymi antituberkulotiky. Pti pouziti rifampicinu
a isoniazidu dochézi k ptiznivému doplnéni Gc¢inku. Indikaci ethambutolu je kombinacéni

1é¢ba plicni tuberkuldzy, zejména s isoniazidem, streptomycinem pii intoleranci

antituberkulotik prvni linie ¢i rezistenci nebo hypersenzitivité k t€émto ptipravktm [9].
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Pyrazinamid

Charakteristika:

Pyrazinamid (PZA - amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny), chemoterapeutikum
S bakteriostatickym nebo baktericidnim ucinkem na M. tuberculosis v zavislosti na
koncentraci v misté infekce. Je aktivni v kyselém pH kasedznich lozisek [11]. Pouze
v kyselém pH dochazi k hromadéni pyrazinkarboxylové kyseliny, aktivni formy
pyrazinamidu. Je velmi u¢inny na spici a stard nerostouci mykobakteria
V intracelularnim prostoru makrofagli, kam nepronikne rifampicin a ani isoniazid. Pro
zvySeni efektu a sniZzeni doby trvani 1écby na 6 mésic je vhodna pravé kombinace

isoniazidu, rifampicinu s pyrazinamidem.

Mechanismus uc€inku je na rozdil od ostatnich antituberkulotik méné znam. Pyrazinamid

je prolécivo, které je bakterialni nikotinamidasou/pyrazinamidasou pfeménén na aktivni
pyrazinkarboxylovou kyselinu. Pfirozené rezistentni M. smegmatis ma vysokou
schopnost rychle vylucovat pyrazinkarboxylovou kyselinu z butiky ven. Naproti tomu
M. tuberculosis se vyznacuje vysokou vnimavosti vuci pyrazinamidu, nebot’ postrada
eflux pyrazinkarboxylové kyseliny. Za pfitomnosti pyrazinkarboxylové kyseliny je v
kyselém prostiedi vyznamné redukovan uptake uracilu a methioninu, ¢imz dochézi ke
snizeni syntézy RNA a proteindi. Inhibici syntézy RNA, proteinli a uptake serinu
dochazi k naruseni membrdnového potencialu, ktery je nezbytny pro membranovy
transport. Cilovym mistem pasobeni pyrazinamidu a pyrazinkarboxylové kyseliny je
tedy bunénd membrana, ve které dojde k naruSeni jeji funkce a membranového
transportu. Kyselé pH je nezbytné pro aktivitu pyrazinamidu, jelikoz usnadiiuje
vytvafeni protonizované pyrazinkarboxylové kyseliny a jeji prinik skrz membranu a
naslednou kumulaci aniontli a kationtd kyseliny uvnitf buiiky. Ve védeckém casopise
,Journal of Antimicrobial Chemotherapy“ [12] byla uvedena studie popisujici dalsi
vyznam kyselého pH, které potencuje ¢inek pyrazinamidu a jeho schopnost snizovat

membranovy potencial v jinych bakteriich. Tento fakt nebyl v kontextu
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S pyrazinamidem diive pozorovan, az do t¢ doby neZz bylo poukazdno na schopnost
pyrazinamidu snizovat membranovy potencidl. Pyrazinamid zkracuje dobu terapie TBC
tim, ze je schopen zabijet nereplikujici ,,polospici® mykobakterie v kyselém prostiedi.
Staré¢ nebo ,,polospici mykobakterie nemaji aktivni metabolismus a ztraceji zasoby
energie, tim dochazi ke snizovani membranového potencidlu. Nizky membranovy
potencidl ve starych a nereplikujicich mykobakterii spolu s deficitem mechanismu
efluxu pyrazinkarboxylové kyseliny a dale s relativné nizkou schopnosti udrzovat
membranovy potenciadl vytvaii slabinu pro atak pyrazinkarboxylovou kyselinou v
kyselém prostfedi. Mykobakteria pak zanikaji na zakladé poskozeni membranového
potencidlu, nikoliv na pH gradient. Membranovy potencial je nutny pro syntézu ATP
FiFoATPasou. Vysledkem je pokles syntézy ATP ve starych a spicich mykobakteriich,

které maji samotné jiz nizkou zasobu energie [6], [12], [13].

Pyrazinamid je po perordlnim podani velmi dobie absorbovan z traviciho ustroji.
Proniké do rtiznych tkani a télnich tekutin, véetné plic, jater a mozkomiSniho moku.
Mezi nezadouci U€inky patii pfedevSim hepatotoxicita, vyskyt dny, porfyrie, 1€kova
horecka. Déale muze zplsobit nauzeu, zvraceni, bolesti hlavy a zaludku, nespavost,
zavraté a kozni alergické projevy [9].

Pouziti:

Pyrazinamid se pouZziva v kombinaci s jinymi antituberkulotiky v inicidlni fazi lécby
TBC, ktera je zpravidla dvoumeési¢ni (RMP, STM, INH, EMP), u nichz selhala inicialni
1é¢ba jinymi antituberkulotiky .Jeho podani zkracuje celkovou dobu 1é¢by [7], [9].

1.4.2 Dalsi v terapii pouZivand antituberkulotika

Cykloserin

Charakteristika:

Cykloserin je Sirokospektré antibiotikum, derivat isoxazolidonu. Jedna se o strukturni

analog aminokyseliny D-alaninu, ktery je antimikrobialn¢ aktivni na fadu bakterii a také
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na M. tuberculosis. Mechanismus G¢inku spociva v inhibici enzymu D-alaninracemaza

a D-alaninsyntetaza a tim brani biosyntéze peptidoglykanu. Po peroradlnim podéani se
velmi dobfe vstfebava z traviciho ustroji. Cykloserin ma vazné nezadouci ucinky ze
strany nervového systému (konvulze, somnolence, bolesti hlavy, tremor, parézy, kiece
az riziko epileptického zachvatu) [6], [9], [11].

Pouziti:

Cykloserin se uplatiiuje v 1écb¢ aktivni plicni a mimoplicni TBC (v¢etné renalni TBC)
vyvolané kmeny s prokazanou citlivosti k cykloserinu v ptipadech, kdy selhala 1é¢ba
antituberkulotiky prvni linie (streptomycin, isoniazid, rifampicin, ethambutol,
pyrazinamid). Jako vSechna antituberkulotika by nemé¢l byt cykloserin podavéan
samostatné, ale v kombinaci s jinymi ucinnymi léky. BohuZzel pro jeho nezadouci

ucinky je jeho indikace zna¢n¢ omezena [9].

Paraaminosalicylova kyselina

COCH
OH

NH,

Charakteristika:

Paraaminosalicylova kyselina (PAS) je strukturni analog kys. para-aminobenzoové.
Antituberkuloticka aktivita je zndmd jiz od roku 1946. PAS je velice G¢innd na

M. tuberculosis, na které pusobi bakteriostaticky. Jeji mechanismus G¢inku neni jes§té

zcela objasnén, ale predpokladad se zasah do metabolismu Zeleza, ktery je zavisly na
metabolismu salicylové kyseliny [6], [7]. Mezi nejcastéjSi nezadouci uCinky patii
piedevsim GIT obtize (nechutenstvi, prijmy), alergické kozni projevy, hypokalémie,

hepatalni dysfunkce [10].
Pouziti:

PAS je dnes uz antituberkulotikum obsolentniho charakteru pfi 1écbé TBC. PouZziva se

diky DOTS programu k terapii TBC zpisobené multirezistentnimi kmeny mykobakterii

[6], [9].
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Kapreomycin

A N
07 >NH™ o Ox-NH
NH, OH

Charakteristika:

Kapreomycin je polypeptidové ATB s bakteriostatickym tuc¢inkem pisobici na
intracelularné ulozena mykobakteria pfedev§im na M. tuberculosis. Mechanismus
ucinku spociva v inhibici syntézy bilkovin, kdy se kapreomycin vaze na 30S
podjednotku ribozomu a blokuje vazbu aminoacyl-tRNA na akceptorové misto na
komplexu mRNA s ribosomem. Ma casto zkfizenou rezistenci s neomycinem,
a kanamycinem (aminoglykosidové ATB) [11]. Po peroralnim podani se nevstifebava
z traviciho traktu, a proto musi byt aplikovan parenteralné [9]. Mezi hlavni nezadouci
ucinky patii nefrotoxicita, ototoxicita, zmeény v krevnim obraze, alergické kozni projevy

a poruchy CNS (bolesti hlavy, psychotické reakce) [9], [10].
Pouziti:

Kapreomycin se pouziva vyhradné¢ v kombinaci s jinymi antituberkulotiky, aby bylo

mozné podat co nejmensi davku a tim doslo ke snizeni nezadoucich téinka [9].
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Makrolidy

Klaritromycin

Charakteristika:

Makrolidy jsou bakteriostaticka ATB stfedné Sirokého antimikrobniho spektra. Jsou
odvozena od erytromycinu (1952), jehoz struktura je tvofena 14-¢lennym
makrocyklickym laktonovym kruhem k némuz jsou pfipojené dva cukerné zbytky.
Nov¢jsi derivaty se od erytromycinu lisi velikosti a substituci laktonového kruhu. Do
této skupiny patii krom¢ erytromycinu, spiramycin, josamycin, roxitromycin,

diritromycin, klaritromycin, azitromycin, ktery patii mezi azalidy. Mechanismus ucinku

spociva v inhibici syntézy bilkovin. Makrolidy se vazi reverzibilné na receptor umistény
na 50S podjednotce ribosomu a tim dojde k inhibici bakterialni syntézy proteint [9].

Spole¢né nezadouci u€inky zahrnuji Spatnou gastrointestinalni toleranci.
Pouziti:
Vétsina makrolidovych ATB sice inhibuje rast mykobakterii, ale nemaji dostatecné

vysokou antituberkulotickou aktivitu. Pouze azitromycin vykazuje ucinnost na atypicka

mykobakteria (M. avium, M. chelonei, M. fortuitum).

/4/\ N._s
o
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Charakteristika

Isoxyl (thiokarlid), patii podle chemické struktury do skupiny diacylderivati
thiomocCoviny.  Isoxyl (4,4’-diisoamyloxyfenylthiomoCovina)  vykazuje  anti-

tuberkulotickou aktivitu a ukazala se byt klinicky vyznamna pii 1écbé¢ TBC.

Mechanismus tcinku je vdzan na mykolové kyseliny, kdy dochazi k jejich inhibici
u zkoumaného kmene M. bovis [6]. V nedavné dobé¢ byly pfipraveny analogy isoxylu
s lepsi antimykobakteridlni aktivitou. U analogii isoxylu bylo naznaceno na zakladé
studia vztahu mezi strukturou a ucinkem, ze maji sklon k vice nez jednomu

biochemickému cili [7].

Kanamycin
HO
I'I\‘ _NH,
NH, :
HO, A g ANu o~ 2 A OH
HN" " "0" Y Mo “OH
OH OH OH

R = H: Kanamycin

Charakteristika:

Kanamycin je aminoglykosidové ATB s baktericidnim t¢inkem na M. tuberculosis.

Mechanismus G¢inku spociva v inhibici syntézy bilkovin, kterd vznikd zdsahem na

riznych mistech ribosomu. Kanamycin se ireverzibilné vaZe na receptor umistény na
30S podjednotce ribosomu a blokuje vazbu aminoacyl-tRNA na akceptorové misto na
komplexu mRNA s ribosomem. Podava se vyhradné parenterdlné, hlavné pro své

nezadouci ucinky, kterymi jsou pfedev§im nefrotoxicita, ototoxicita, neurotoxicita [9].
Pouziti:
V dneSni dobé se kanamycin pouzivd pouze v terapii TBC, pravé diky svym

nezadoucim u¢inkum [10].

Fluorochinolony
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H.C
Sy
K/N N
‘ @)
F
o OH

ciprofloxacin

Charakteristika:

Fluorochinolony jsou chemicky odvozeny od 4-oxo-chinolin-3-karboxylové kyseliny
s Cetnymi substitucemi, které rizné vylepsuji antimikrobni Gc¢inky i farmakokinetické
vlastnosti. Mezi hlavni antituberkuloticky aktivni fluorochinolony patii ciprofloxacin
a ofloxacin, které vykazuji aktivitu proti Sirokému spektru mykobakterii. Mechanismus
udinku spociva v inhibici syntézy nukleovych kyselin - jednd se o inhibitory
topoizomerazy Il. (ATP-dependentni DNA gyraza) a DNA-topoizomerazy 1V [6], [7],
[9]. Tyto latky vykazuji nizkou baktericidni aktivitu na mykobakteria [10].
Ciprofloxacin a ofloxacin se podavaji bud’ peroraln¢ a nebo i parenteralné (pokud neni
mozné per os podani). Mezi hlavni nezadouci Gc¢inky patti GIT obtize typu nauzea,

bolesti biicha, zvraceni, nechut’ k jidlu, ale i bolesti hlavy a zavraté [9].
Pouziti:
Ciprofloxacin a ofloxacin jsou soucasti kombinovanych rezimt pti 1éCbé pacientl

infikovanych M. tuberculosis a M. .avium [6].

Klofazimin

Cl

CH,

N N CH3
(1
N NH Cl
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Charakteristika:

Klofazimin a dal$i derivaty jsou slouceniny odvozené od iminofenazinového kruhu

komplexni struktury. Mechanismus ucinku spoc¢iva pravdépodobné v pfimém ovlivnéni

DNA mykobakterii. Podava se perordln¢ a kumuluje se v organismu, zejména
v makrogazich. K nezddoucim uc¢inkiim patii Cervenavé zbarveni kize, moci a GIT
potize [11].

Pouziti:

Klofazimin se pouziva hlavné pii 1é¢bé lepry, zpusobené M. leprae a v terapii

mykobakterioz jejichZz vyvolavatelem je M. intracellulare [6].

Ethionamid, Prothioamid a thioacetazon

Sa_CH, S CHa
= = |
N
AN CH, N CH,
ethionamid prothioamid
S
0 N

thioacetazon

Charakteristika:

Ethionamid je antituberkulotikum s baktericidnim ucinkem, které se uz dnes v terapii
TBC nepouziva [9]. Ale spole¢né s prothioamidem a thioacetazonem se jedna o klinicky
zktiZenou rezistenci, kterd by mohla byt vyznamna pro pacienty, ktefi jsou infikovani
M .leprae nebo M. tuberculosis. V soucasné dobé se tento originalni pfistup snazi
potlacit expresi flavoprotein monooxygenazy, ktera je zdrojem resistence mykobakterii.
V poslednich Sesti letech bylo zjiSténo, ze tyto slouCeniny jsou proléciva a jsou
oxidovany pomoci enzymu EthA (flavoprotein monooxygenaza), ktery mize byt

zmutovany v nékterych rezistentnich kmenech mykobakterii [7].
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1.4.3  Potencidlni léciva

Thiolaktomycin

Charakteristika:

Thiolaktomycin (TLM) [(5R)-4-hydroxy-3-methyl-5-(1E,3E-2-methylbuta-1,3-dienyl)-
5H-thiofen-2-on] je ptirodni produkt izolovany z Nocardia spp [7]. Patii do skupiny

thiolaktonti, jejichz antituberkuloticka aktivita z&visi na stupni inhibice biosyntézy

mykolovych kyselin. Bylo zji§téno, ze jiz mald koncentrace (minimalni inhibi¢ni

koncentrace MIC 5 pg/ml) tohoto potencialniho 1é¢iva je schopna inhibice. Zatim ale

nejsou znamy vysledky z in vivo toxikologické a in vitro cytotoxické studie, a proto je

t¢zké odhadnout nakolik je tato u¢inna koncentrace vzdalena koncentraci toxické [6].

Analogy klofaziminu

CH

CH,
— NH
N NH

CH

B4121, R, R? = 3,5-dichlor
B4125, R, R? = 2-chlor
B4128, R, R? = 2,4-dichlor
B4169, R, R? = 3.4,5-trichlor

Charakteristika:
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Nékteré z trimethylpiperidylovych derivatl fenazinu (jednd se o fenazinové barvivo
komplexni struktury) vykazuji vyssi antituberkulotickou aktivitu proti M. tuberculosis

véetné multirezistentnich kmenti nashromézdénych v makrogazich a také pilisobi

w1

ucinné i v testech in vivo, coz ¢ini analogy klofaziminu velmi atraktivnimi kandidaty

Vv 1é¢be proti TBC [6].

Tryptanthrin

Charakteristika:

Tryptanthrin je odvozen od struktury indolylchinazolinovych alkaloidi. Vykazuje
aktivitu na multirezistentni mykobakterie (MDR TBC) s MIC 0,5-1,0 pg/ml. Pokud by
byl tento 1ék v budoucnosti uzivan je nutné nejprve zjistit jeho toxicitu jak in vitro, tak

také in vivo [6].
Oxazolidinony
s/\
LN
IO
F N/Z<
O
KH
N
=0

H,C

U - 100480

Charakteristika:
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Oxazolidinony jsou peroralné¢ G¢inna antibakterialni 1éCiva, jejichz spektrum zahrnuje
M. tuberculosis. Mechanismus uéinku spociva v inhibici syntézy bakterialnich bilkovin,
kdy se vaze 23S podjednotka rRNA na 50S ribozomalni podjednotku [13]. Maji

vyznamnou aktivitu proti M. tuberculosis s MIC 2-4 ug/ml. Linezolid, latka ozna¢ovana
jako U-100480 vznikla nahradou atomu kysliku za atom siry, je prvni pouzivany
oxazolidinon a schvaleny FDA (Food and drugs administration FDA) k 1é€bé mono
nebo multirezistentnim G+ bakteridlnich infekci a TBC. V soucasnych klinickych
studiich, vétSina pacienti s multirezistentni TBC (MDR TB) byli uspésné 1éceni
linezolidem v kombinaci s dalSimi antituberkulotiky, ale dlouhotrvajici uzivani
linezolidu v lécbé MDR TB casto vedly k vyznamné toxicité, zahrnujici anémii
a periferni neuropatie [13]. Ac¢koliv oxazolidinony maji slibny potencial pro 1écbu MDR
TB, rozsahlejsi klinické studie jsou pottebné pro zhodnoceni jejich ti¢innosti a toxicity

stejné dobfe jako stupen rezistence rostoucich mykobakterii [13].

Nitroimidazofurany a nitroimidazopyrany

O- N (@) o
/7 NN
@) (@)
o CF;

PA-824

Charakteristika:

Nitroimidazofurany vykazovaly in vivo antituberkuloticky u¢inek, ale kvuli prokdzanym
mutagennim vlastnostem nemohou byt pouzivany k 1écbé TBC [6]. Naopak
nitroimidazopyrany a pfedevsim jejich vidéi sloucenina niroimidazopyran PA-824 je
obzvlasteé slibnym kandidatem v 1é¢bé TBC. PA-824 je odvozeny od 5-nitroimidazolu
aje vysoce ucinny proti M. tuberculosis, jak na délici latentni formy tak i na
multirezistentni kmeny. Jeji MIC je nizsi nez 0,015-0,250 pg/ml. PA-824 je prolécivo,
které  potiebuje  pro  svoji  aktivaci  bakteridlni = F420  zavislou na
glukoso-6-fosfat-dehydrogenaze a nitroreduktaze, na jejichz zakladé dochazi k inhibici
bakterialni mykolové kyseliny a proteinové syntéze [7], [13]. PA-824 nevykazuje ani
zkiizenou rezistenci va¢i dosud pouZivanym antituberkulotikim. Uginnost je

srovnatelna s isoniazidem a rifampicinem [6], [13]. Dalsi vyvoj vedl k fadé strukturné
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ptibuznych latek typu nitroimidazo[2,1-b]Joxazolu, jako je OPC-67683. Toto potencialni
1€¢ivo je od roku 2004 podrobovano klinickym zkouskam [7].

Nové fluorochinolony

H
N CH,
H<
Y N& Y
N N | K/N N
OH |
OH
F F
O O o o
moxifloxacin gatifloxacin

Charakteristika:

Fluorochinolony maji Siroké antibiotické spektrum a jsou v soucasné dob& pouzivany
jako antituberkulotika druhé linie pfi [é€bé TBC a zaroven vykazuji vysokou odolnost
viaci mykobakteriim. Novy C-8-methoxy-fluorochinolon moxifloxacin (MXF)
a gatifloxacin (GAT) maji delsi biologicky polo¢as a jsou ucinngj$i proti
M. tuberculosis nez ofloxacin. Kombinaci s RIF a PZA zabiji tuberkulozni bacili
v mySich efektivnéji nez standardni kombinace INH+RIF+PZA. Tim by se mohlo
dosahnout stabilizovaného stavu za 4 mésice bez opétovnych relapst. Tyto slibné studie
zlepSuji nadéji, Ze by moxifloxacin mohl ¢asem nahradit INH+RIF+PZA a tak zkratit
ulidi 1écbu TBC. Moxifloxacin méd nezvykle brzkou antibakteridlni aktivitu proti
tuberkuloznim bacilim s porovndnim s INH a byla také prokdzana daleko lepsi
tolerance v predbéznych humannich testech. Kombinovana terapie s moxifloxacinem se
zda byt ucinna stejné¢ jako soucasna standardni lékova kombinace antituberkulotik.
Moxifloxacin a gatifloxacin by méli byt v soucasné dobé hodnoceny v klinickych
zkouskach v kombinaci s RIF a PZA. Ob¢ dvé¢ 1é¢iva by se mohla potencialné uzivat
jako léky prvni linie proti MDR TBC, kdy by mélo dojit hlavné ke zkraceni doby 1écby,

snizeni davky a tim i nezadoucich ucinka 1é¢iv [7], [13].

Puriny
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@)
N
L

9-benzyl-2-chlor-6-(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purin

Charakteristika:

Nejvyznamnéj§imi  potencialnimi antituberkulotiky jsou derivaty 9-benzylpurinu
S riznymi substituenty v polohach 2, 6 a 9, které¢ vykazuji vysokou aktivitu proti M.
tuberculosis. Latka  9-benzyl-2-chlor-6-(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purin  vykazuje
antituberkulotickou aktivitu dokonce i pfi takto nizké MIC 0,78 pg/ml [6].

Diarylchinolin

Charakteristika:

Nedavny objev diarylchinolinu jako slibného antituberkulotika, které je schopné zkratit
terapii TBC zptlisobilo mnoho rozruchu. Diarylchinolin je vysoce uinné lé¢ivo proti
mykobakteriim v pokusech in vitro na lékové zkousky za pouziti rychle rostouciho
M. smegmatis. Modifikace diarylchinolinu vedla k identifikaci  struktury
R207910/TMC207 (J slouceniny) jako nejvice aktivniho Cinitele s MIC 0,003 pg/ml pro

M. smegmatis a 0,030 pg/ml pro M. tuberculosis. Mechanismus ucinku spociva

v inhibici mykobakterialni protonové pumpy FoF1H ATPasy. J slou¢enina je vice méné
ucinna i proti jinym bakterialnim druhtim, jako jsou Escherichia coli, a Stafylococcus

aureus (MIC vétsi nez 32 pg/ml). M. tuberculosis a M. smegmatis mohou vyvinout
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resistenci vici diarylchinolinu s frekvenci 1x107 az 1x10®. Mimotadné& zajimava je
kooperace ucinkti mezi diarylchinolinem a pyrazinamidem, kdyby se mohlo jednat
o velmi efektivni 1éky pii 1écbé lokalizované tuberkuldzy ve slezin€ a v plicich.
J slouCenina je v soucasné dobé pod klinickym testovanim a Cas ukaze zda-li by

diarylchinolin mohl byt podavéan jako nové antituberkulotické 1é¢ivo, pro efektivngjsi
1é¢bu TBC u lidi [7], [13].

Thiazidinthiony

.S
R AN

R', R? = alkyl, cykloalkyl, aryl

Charakteristika:

Thiazidinthiony jsou derivaty dithiokarbamovych kyselin, které byly testovany proti
M. tuberculosis diky jejich velice dobré biologické aktivité zahrnujici antibakterialni
a antifungalni ucinnost. Jedna ze sloucenin, ktera se zda byt velice zajimava v pokusech
in vitro na antituberkulotickou aktivitu proti M. tuberculosis je Hs;Rv a dokonce
vykazuje rezistenci proti mykobakteriim a zaroven ochraiiuje mysi v testech in vivo

pted TBC [6].

Benzopyran-2-ony

Calanolid A
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Charakteristika:

Calanolid A byl ptivodné testovan jako potencialni 1é¢ivo proti viru HIV, ale byla

zjisténa i antituberkuloticka aktivita s nizkou MIC 3,13 pg/ml [6].

Budouci perspektivy terapie

Lékove odolné TBC a HIV pandemie ptredstavuji hlavni vyzvu pro efektivnéjsi kontrolu
TBC. Léky proti TBC, které jsou v soucasné¢ dobé pouzivany byly vyvijeny pted vice
nez 40 lety a jsou velmi potfebné obmény a syntézy novych generaci antituberkulotik.
Soucasny vyvoj zahrnuje testovani novych nebo preménénych dosud uzivanych Iéciv
a jejich vzajemnou kombinaci, kterd by mohla vést ke zkraceni terapie. Déle je nutny
neustaly pfisun a vylepSeni soucasnych 1é¢iv, vyvoj novych pomalu se uvolnujicich
systémi 1é¢iv, které mohou redukovat frekvenci a mnozstvi 1é¢iva nezbytného béhem
lécby a dalsi vyzkum zaméteny na molekularni cile. Cilem je najit lep$i a vice ucinnéjsi
antituberkulotika a zkratit tak dobu lécby, snizit toxicitu spojenou s 1éCivy a zajistit
nahradni 1é¢ivo v piipadé vzniku rezistence. Raciondlni pfistup k vyvoji novych
antituberkulotik zahrnuje v soucasnosti: chemickou modifikaci existujicich 1é¢iv (jako
je rifampicin, fluorochinolony, makrolidy), zmapovani genomu M. tuberculosis, definici
biosyntézy v mykobakteridlni bunécné sténé (glykosylace, biosyntéza mastnych kyselin
a biosyntéza diaminopimelové kyseliny), detekci genti ovlivitujicich latenci a virulenci
kmeni. Dale se zkoumd uziti mikrovlnné analyzy a néstroji molekularni biologie,
nasledné studium mezi strukturou a uU€inkem pomoci molekulového modelovani
strukturné znamého 1é¢iva a hlavné in vitro a in vivo sledovani identity a G¢innosti
novych 1é¢iv, zhodnoceni novych lékovych kombinaci a nasledné povoleni k pouZzivani

téchto novych Ié¢iv v terapii TBC [6], [13].

-29 -



DERIVATY PYRAZINU JAKO POTENCIALNT LECIVA I.

2 Teoreticka &ast

2.1 Vlastnosti pyrazinového jddra

Pyrazin piedstavuje vysoce symetrickou molekulu. Jednd se o slabé aromatickou
slouceninu, kterd se svymi vlastnostmi blizi vlastnostem tercidrnich alifatickych amint.
Pyrazinovy kruh lze znazornit jako rezonancni hybrid téchto nize uvedenych struktur

(a-d).

O -0 =0

a b C d

Srovndni aromaticity benzenu s nékterymi dusikatymi heterocykly:

Sloucenina % aromaticity
Benzen 100
Pyridin 82

Pyridazin 65
Pyrimidin 67
Pyrazin 75

Pyrazin se chova jako slabd dvojsytnd baze, v porovnani s ostatnimi diaziny

a pyridinem je ale bazi nejslabsi [14].

Srovnani bazicity nékterych dusikatych heterocykin [15]:

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

Z hodnot hustoty m-elektronli v pyrazinovém a pyridinovém kruhu je ziejmé, ze
hustota m-elektront je zvysena na dusikatych atomech, zatimco na uhlikovych atomech
je hustota vyrazné¢ mensi. Vypoctené hodnoty se od naméfenych hodnot témét nelisi.

Z toho vyplyva, ze hustoty m-elektroni na a-uhlicich pyrazinu a pyridinu jsou velmi
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podobné a Ize tedy ocekéavat i podobnou chemickou reaktivitu a-substituovanych

pyrazin a pyridinu.

- 0,082 - 0,100
N N
) +0,041 | ) +0,049
| _ ) -0,010
N + 0,021

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

sevieny mezi N*, a- a B- uhlikem je o 5 © ostfeji neZ u nesubstituovaného pyrazinu.

Pyrazin, podobné jako ostatni diaziny, nepodléhd snadno elektrofilnim
substitucim, napt. Friedel — Craftsovym aromatickym substitucim, které vedou
k pripravé arylalkylketond. Piimy elektrofilni atak je ztizen indukénim efektem
(zaporny indukéni efekt, —I) dusikovych atomi pyrazinu a tedy existenci rezonan¢nich
struktur, které jsou pfi¢inou kladného néboje na atomech uhliku heterocyklu.
Vyhodnéjsi jsou substituce nukleofilni, zvlasté¢ v ptipadé, kdy se pyrazinovy kruh
aktivuje pfevedenim na N-oXid. Z preparativniho hlediska je vyznamna nukleofilni

substituce protonovanych heteroaromatickych bazi riznymi typy radikalt [15].

2.2 Priprava N-oxidil pyrazinu

N-oxidy pyrazinu se pfipravuji nejCastéji pomoci peroxidu vodiku v prostiedi
Kyseliny octové. V zavislosti na délce zahtivani, teploté a molarni koncentraci peroxidu

vodiku pfechazi pyrazin na 1-mono nebo 1,4-dioxid [16].
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3 2
2 mol 30% H202 [/ AcOH RIN\:[R
0 B} ~
8 hod. 70 C R4 N7 Rl
3 2 |
R N R O -
X
4 / 1
R N R 0"
3 | + 2
4 mol 30% H,O,/ AcOH RIN\IR
© 4 ~
16-24 hod. 95 “C R '\|l+ Rl
O.

2.3 Halogenace pyrazinového jddra

Halogenpyraziny ptedstavuji dulezitou skupinu sloucenin v chemii derivath
pyrazinu, protoze umoziuji pfipravu mnoha jinak nedostupnych derivati diky snadné

zamén¢ atomu halogenu za nukleofil (molekula s volnym elektronovym parem).

Halogenderivaty se daji pfipravit tiemi klasickymi zpiisoby. Prvni z metod
spociva v pfimé reakci pyrazinu s halogenem v plynné fazi, druha metoda pak v zdméné
hydroxylu ¢i aminoskupiny na pyrazinovém jadfe halogenem plisobenim chloridu nebo
bromidu fosforylu. Nejcastéji se vSak halogenderivaty pyrazinu ptipravuji nukleofilni
halogenaci N-oxidu pyrazinu. Halogenace takto aktivovaného jadra pyrazin 1-oxidu

probiha nejcastéji do polohy 2, méné ¢astéji pak do polohy 3.

Ny Poc, Ns AN AN ]
] — I/ > || H —>|/+POZCI+H
IT] + ITI |T| N Cl
cl
/"¢ VA
s “cl
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2.4 Priprava acylhalogenidi

Acylhalogenidy jsou pro svou velkou reaktivitu velmi dualezitymi funk¢nimi
derivaty kyselin. Acylhalogenidy lze pfipravit fadou reakci karboxylovych kyselin
s halogenidy fosforu, thionylu, fosforylu ¢i sulfurylu [17]. Nejvyhodné&jsi syntézou
z hlediska cistoty pfipravovanych acylhalogenidi se jevi byt pouziti chloridu thionylu
(thionylchlorid SOCI,). Lze ale pouzit i chlorid fosfore¢ny (PCls) ¢i chlorid fosfority
(PCl3). Nékdy je vhodnym ¢inidlem pro pievadéni kyselin na acylhalogenidy fosgen,

popf. chlorid $tavelové kyseliny a pro praci s citlivymi kyselinami benzoylchlorid [18].

COOH

N N
N N
RE /j/ + socl, —> J£ /j/
N RN

V ptipadé, ze neni mozné piebytek thionylchloridu oddestilovat pro blizké teploty

COCl

varu thionylchloridu a vzniklého acylhalogenidu, odstrani se piebyte¢ny thionylchlorid
pfidanim kyseliny mravenci podle nasledujici rovnice:

HCOOH + SOCl;, — CO + SO, + 2 HCI

2.5 Priprava anilidd karboxylovych kyselin

Pyrazinamid je antituberkulotikum pouzivané od roku 1985, kdy jeho zavedeni do
terapie podnitilo Siroky a dlouhodoby vyzkum ve skupiné pyrazin-2-karboxylovych
kyselin. Anilidy pyrazin-2-karboxylové kyseliny piedstavuji pravé diky tomu nejlépe

prostudovanou skupinu.

Amidy karboxylovych kyselin lze pfipravit né€kolika zplsoby, jednak z kyselin,
ale i vétsiny jejich funkénich derivata.

Aminolyza karboxylovych kyselin ma pro laboratorni pfipravu anilidi maly
vyznam. Z kyselin se nejcastéji pfipravuji amidy tak, Ze se kyselina pfevede na stl
s amoniakem nebo primarnim ¢i sekunddrnim aminem a ta se pak podrobi tepelnému
rozkladu (za teploty okolo 200°C). Timto zpUsobem lze ziskat primarni, ale

I sekundarni a terciarni amidy [17].
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0 NH, 0 200 °C 0
R—{ —> R—X > R —/<
OH NH

ONH,

Metoda, pfi niz je ziskan amid reakci amoniaku (resp. aminu) s esterem je
nazyvana aminolyzou esteri [17]. Jednd se o vyhodné&j$i cestu pfipravy, ktera se
obycejné provadi pii zvysené teploté zahiivanim smési obou slozek k varu. Rovnovéaha

reakce smérem k amidu je posouvana oddestilovanim volného alkoholu.

NH, 0
COOC H, N

[ j/ S [ X NH
- CoHsOH NG

R

Dalsim zptiisobem vzniku amidu karboxylovych kyselin je aminolyza anhydrida

organickych kyselin:

NH

O O ) O
N N N
[ \j/mo/lK[ \j o [ X NH
N N R DN COOH N
1
N R

Nejpouzivangj§i metodou pfipravy anilidi pyrazin-2-karboxylové kyseliny je

aminolyza chloridu kyseliny. Aminolyza chloridli probiha ve vétSin€ ptipadl za velmi
pfiznivych podminek. Do reakéni smési se piidava pyridin, ktery je dilezity jako
akceptor protonti uvolnéné kyseliny, lze pouZit 1 jiny terciarni amin. Jinak uvolnény

chlorovodik vyvaze 1 mol aminu [18].
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NH, 0
N._ _COCl N
N A NH
[ /j/ * HCI [ o
N R N
R
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3  Experimentdlni cast

3.1 Pristroje a chemikdlie

U pouzitych chemikalii byly ovéieny fyzikalni konstanty. Rozpoustédla byla pied

pouzitim vysusena a ¢iSténa obvyklym zpisobem.

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

0 vlnové délce 254 nm.
Latky pro analyzu byly ptecistény krystalizaci s aktivnim uhlim.

Teploty tini byly stanoveny na mikrovyhievném stolku BOETIUS PHMK 05
(VEB KOMBINAT NAGEMA, VEB Wigetechnik RAPIDO, Radebeul, Némecko)

a jsou nekorigované.

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

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

'H a 3C NMR spektra byla mé&fena na piistroji Varian Merkury — Vx BB 300
(299,95 MHz — *H and 75,43 MHz — *C) Bruker Comp. (Karlsruhe, Némecko). Mé&feni

provedl a spektra vyhodnotil doc. PharmDr. J. Kune§, CSc. z KAOCH FaF UK.
Chemickeé posuny jsou vztazeny k Si(CH3)4.

Log P sloucenin byl vypoéten pomoci programu CS ChemOffice Ultra, verze 7.0
(CambridgeSoft, Cambridge, MA, U.S.A.).
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3.2 Schéma provddénych reakci

3.2.1 Vychozi struktury

N._ _COOH cocl
| N _socl,

/

N._ _CONH, CONH, N._ _COOH
[ ﬁf ST
— =
N e
o o}

3.2.2  Priprava viastnich anilidd

NH

COOH oy, cocl CONH

Cy =S (TS (Y

R=H
3-F, 4-F
3,4-Cl, 3-OH-6-Cl
2-Br, 3-Br, 4-Br
3,5-dibrom-4-hydroxy

NH,
R’
N\ COOH socl, cocl N\ CONH
Ly Ej’ > [T
N7 N7 i
| | R
(o (ol
R =2-F, 3-F
3-Br
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3.3 Priprava pyrazinkarboxylové kyseliny

(J

30 g (0,24 mol) amidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny se smicha se 112 ml 10%

COOH

roztoku hydroxidu sodného a povaii se asi dvé hodiny. Roztok se okyseli 15%
kyselinou chlorovodikovou. Vyloucené krystaly pyrazinkarboxylové kyseliny se odsaji

a prekrystalizuji z vody.

Molekulova hmotnost:  124,1
Teplota tani: 223 -225°C
(dle literatury [19]: 222 - 225°C za rozkladu)

Od roku 2006 byla pouzivana komercné dostupna pyrazinkarboxylova kyselina od

firmy Aldrich.

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

Cy

o

CONH,

K roztoku 34,0 ml (1,1 mol) 30% peroxidu vodiku v 52,0 ml (0,9 ml) ledové
kyseliny octové bylo po ¢&astech ptidano 12,8 g (0,104 mol) amidu
pyrazin-2-karboxylové kyseliny. Smés byla zahtata na 70 °C a dale byla teplota
udrzovana na 70-80 °C po dobu Sesti hodin. Po ochlazeni byla smés ponechana pies noc
V lednici. Vyloucené krystaly byly odfiltrovany, promyty vodou a ethanolem.

Krystalizace byla provedena z vody.

Molekulova hmotnost: 139,1

Teplota tani: 303 °C (za rozkladu)
(dle literatury [20]: 300 °C, 302-305 °C za rozkladu)
Vytézek: 5,5 g (42,97 % teoretického vytézku)
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3.5 Priprava 4- N-oxidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny

Cy

o

COOH

10,72 g (0,22 mol) 4-oxidu amidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny bylo 2 hodiny
zahtivano k varu s 37,3 ml (0,28 mol) 10 % roztoku hydroxidu sodného. Vyloucené
krystaly sodné soli 4-oxidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny byly odfiltrovany a poté
rozpustény v 50 ml horké vody. Roztok byl opét zfiltrovan a za horka okyselen 15 %
kyselinou chlorovodikovou na pH 3. Vylou€eny produkt byl krystalizovan z vody.

Molekulovi hmotnost: 140,1

Teplota tani: 196,5 °C
(dle literatury [21]: 212 — 213 °C)
Vytézek: 9,89 g (92,26 % teoretického vytézku)

3.6 Obecny postup pripravy anilidi pyrazin-2-karboxylové
kyseliny

3.6.1  Priprava chloridd pyrazin-2-karboxylové kyseliny
N COOH N
N socl, X
| —> |
= =
N N

0,0081 mol pyrazinkarboxylové kyseliny se rozpusti ve 25 ml vysuseného toluenu

COCI

v baiice s kulatym dnem. Bailka je opatfena zpétnym chladicem s uzavérem proti
vniknuti vzdusné vlhkosti. K roztoku se ptida 0,22 mol (16 ml) thionylchloridu
a zahtiva se pod zpétnym chladicem k varu pii teploté¢ 120-125 °C 1,5 hodiny. Poté se
nezreagovany podil thionylchloridu oddestiluje za snizeného tlaku. Po oddestilovani na
rotani vakuové odparce se na zavér pfida malé mnoZzstvi toluenu pro azeotropni
oddestilovani zbytku thionylchloridu z produktu. Surovy produkt v baiice se dale
necisti, ale pouZije se k dal$sim reakcim. Obdobnym zplisobem byly pfipraveny chloridy

4-N-oxidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny.
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3.6.2 Obecny postup pripravy anilidi pyrazin-2-karboxylové

kyseliny
NH
R 2
Ny ~COOH  socy, cocl CONH
e
(Y™ = sane]
N
R=H
3-F, 4-F
3,4-Cl, 3-OH-6-Cl
2-Br, 3-Br, 4-Br

3,5-dibrom-4-hydroxy

0,0027 mol substituovaného anilinu se rozpusti v 10 ml bezvodého acetonu
vV Erlenmayerové banice opatiené magnetickym michadlem. K roztoku se ptfida
0,0027 mol (0,23 g) bezvodého pyridinu. Za stalého michéni na elektromagnetické
michacce se po kapkach piridava roztok 0,0027 mol chloridu pyrazin-2-karboxylové
kyseliny v bezvodém acetonu. Smés se micha asi jednu hodinu pfi laboratorni teploté.
Poté se aceton oddestiluje za sniZzen¢ho tlaku na rotacni vakuové odparce. Surovy
produkt se prekrystalizuje ze smési voda:ethanol. Néasledné se provede kontrola prub¢hu
reakce pomoci TLC za pouziti vyvijeci soustavy toluen:aceton (1:1). Na zavér se zmeti
teplota tani ziskaného produktu. Obdobnym zpusobem byly pfipraveny anilidy
4-N-oxidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny.

3.7 Nove pripravené anilidy substituované

pyrazin-2-karboxylové kyseliny a jejich charakteristiky

3.7.1  (3-fluorfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
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Sumdrni vzorec Ci11HgFN3O
Vytézek 0,160 g (52,4 %)
M. h. 217,2

T, 139-140 °C

R 0,79

Cistota [%] 99,79

Elementdrni

vypocteno: C 60,83 %, H 3,71 %, F 8,75 %, N 19,35 %, O 7,37 %
nameéfeno:

(300 MHz, CDCl3)

analyza

I¢ spektrum 3353 (NH), 1683 (C=0), 1597 (fenyl), 1537 (NH), 1273, 1149, 1021
(KBr), [cm'l] (pyrazin)

'H NMR

3¢ NMR
(75 MHz, €DCl5)

3.7.2  (4-fluorfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny

0
N
[ \j/U\NH
=
N

F
Sumdrni vzorec CuHsFN3O
Vytézek 0,23 9 (76,7 %)
M. h. 217,2
T, 159-160 °C
Rr 0,77
Cistota [%] 91,21

Elementdrni

vypocteno: C 60,83 %, H 3,71 %, F 8,75 %, N 19,35 %, O 7,37 %
nameéfeno:

(300 MHz, CDCl3)

analyza

I¢ spektrum 3351 (NH), 1676 (C=0), 1607 (fenyl), 1539 (NH), 1399, 1215, 1022
(KBr), [cm’l] (pyrazin)

'H NMR

3¢ NMR
(75 MHz, CDCl3)
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3.7.3 (2-bromfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové Kyseliny

@)
N
| N NH
= Br

N
Sumdrni vzorec C1:HsBrN;O
Vytézek 0,33 g (71 %)
M. h. 278,11
T, 141,5 °C
Re 0,88
Cistota [%] 99,72

Elementarni

vypocteno: C 47,51 %, H 2,90 %, Br 28,73 %, N 15,11 %, O 5,75 %
nameéfeno:

(300 MHz, CDCl5)

analyza

Ié spektrum 3320 (NH), 1693 (C=0), 1589 (fenyl), 1541 (NH), 1304, 1131, 1021
(KBr), [cm'l] (pyrazin)

'"H NMR

B¢ NMR
(75 MHz, €DCl5)

3.7.4  (3-bromfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny

r

Sumdrni vzorec C1HsBrN;O
Vytézek 0,24 g (51,7 %)
M. h. 278,11

T, 131-132 °C

Rr 0,81

Cistota [%] 99,83

Elementdrni

vypocteno: C 47,51 %, H 2,90 %, Br 28,73 %, N 15,11 %, O 5,75 %
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(300 MHz, CDCl3)

analyza naméteno:

Ié spektrum 3344 (NH), 1679 (C=0), 1586 (fenyl), 1519 (NH), 1304, 1122, 1022
(KBr), [cm'l] (pyrazin)

'H NMR

BC NMR
(75 MHz, CDCl5)

3.7.5  (4-bromfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové Kyseliny

0
N
[ \j/U\NH
=
N

Br
Sumdrni vzorec C11HgBrN;O
Vytézek 0,119 (23,7 %)
M. h. 27811
T, 197-199 °C
R 0,79
Cistota [%] 99,65

Elementdrni
analyza

vypocteno: C 47,51 %, H 2,90 %, Br 28,73 %, N 15,11 %, O 5,75 %
nameéfeno:

IC spektrum
(KBr), [cm™]

(NH), (C=0), (fenyl), (NH), (pyrazin)

'H NMR
(300 MHz, €DCl5)

BC NMR
(75 MHz, CDCl5)
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3.7.6 (3, ,5-dibrom-4-hydroxyfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové

kyseliny
@]
N
| X NH
—
N
Br Br
OH

Sumdrni vzorec CuiH7BrNsO;
Vytézek 0,16 g (22,2 %)
M. h. 373,01
T, 256,5-257,5 °C
Rr 0,78
Cistota [%] 98,57
Elementdrni vypocteno: C 35,42 %, H 1,89 %, Br 42,84 %, N 11,27 %, O 8,58 %
analyza nam¢feno:
I¢ spektrum 3343 (NH), 1694 (C=0), 1574 (fenyl), 1516 (NH), 1304, 1271, 1123
(KBr), [cm™] (pyrazin)
'H NMR
(300 MHz, CDCl3)
BC NMR
(75 MHz, CDCl5)

3.7.7 (3 4-dichlorfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové Kyseliny

0
N
[ \j)J\NH
=
N

Cl

Cl

Sumdrni vzorec C11H/CI;N;0
Vytégek 0,20 g (45,5 %)
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M h. 268,10
T, 180-181 °C
Re 0,81
Cistota [%] 98,69

Elementarni
analyza

vypocteno: C 49,28 %, H 2,63 %, C1 26,45 %, N 15,67 %, O 5,97 %
nameéfeno:

IC spektrum
(KBr), [cm™]

(NH), (C=0), (fenyl), (NH), (pyrazin)

'H NMR
(300 MHz, €DCl5)

®C NMR
(75 MHz, €DCls)

3.7.8 (3-hydroxy-6-chlorfenyl)amid

kyseliny

pyrazin-2-karboxylové

o OH
N ;S
X N
e
N Cl

Sumdrni vzorec

C11HsCIN;O;

VytEzek 0219 (722 %)
M h. 249,66

T, 2265 °C

Re 0,79

Cistota [%] 99,39

Elementdrni
analyza

vypocteno: C 52,92 %, H 3,23 %, Cl 14,20 %, N 16,83 %, O
12,82 %
nameéfeno:

IC spektrum
(KBr), [cm™]

(NH), (C=0), (fenyl), (NH), (pyrazin)

H NMR
(300 MHz, €DCls)

3¢ NMR
(75 MHz, €DCl5)
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3.7.9 anilid pyrazin-2-karboxylové kyseliny

Sumdrni vzorec C11HgN3O

Vytézek 0,020 g (8 %)

M. h. 199,21

T, 126-127 °C

Re 0,80

Cistota [%] 99,92

Elementdrni vypocteno: C 66,32 %, H 4,55 %, N 21,09 %, O 8,03 %
analyza naméfeno:

IC spektrum (NH), (C=0), (fenyl), (NH), (pyrazin)
(KBr), [em™]

'H NMR

(300 MHz, CDCl5)

BC NMR

(75 MHz, €DCl5)

3.7.10 (2-fluorfenyl)-4-N-oxid pyrazin-2-karboxylové Kyseliny

O
N
| N NH
— F
l}h

O-
Sumdrni vzorec CuH1FN5O;

Vytézek 0,23 g (28,8 %)

M. h. 235,22

Ty 214,9 °C

Rr 0,71

Cistota [%]

Elementdrni vypocteno: C 56,17 %, H 4,29 %, F 8,08 %, N 17,86 %, O 13,60 %
analyza naméfeno:
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(300 MHz, CDCl3)

I¢ spektrum 3349 (NH), 1687 (C=0), 1594 (fenyl), 1543 (NH), 1256, 1119, 1010
(KBr), [cm'l] (pyrazin)
'H NMR

BC NMR
(75 MHz, CDCl5)

3.7.11 (3-fluorfenyl)-4-N-oxid pyrazin-2-karboxylové Kyseliny

o)
N
[\j)kNH
~
N
F

Sumdrni vzorec C11H10FN3O,
Vytézek 0,15 g (18,9 %)
M. h. 235,22

T, 276-277 °C

R 0,04

Cistota [%]

Elementdrni
analyza

vypocteno: C 56,17 %, H 4,29 %, F 8,08 %, N 17,86 %, O 13,60 %

nameéfeno:

IC spektrum
(KBr), [cm™]

(NH), (C=0), (fenyl), (NH), (pyrazin)

'H NMR
(300 MHz, €DCl5)

BC NMR
(75 MHz, CDCl5)

3.7.12 (3-bromfenyl)-4-N-oxid pyrazin-2-karboxylové kyseliny

[\ NH
=

Br
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Sumdrni vzorec

CllHloBrN:.}Oz

Vytézek 0,329 (259 %)
M. h. 296,13

T, 194-195 °C

R 0,61

Cistota [%]

Elementdrni

vypocteno: C 44,62 %, H 3,40 %, Br 26,98 %, N 14,19 %, O

analyza 10,81 %
nameéfeno:
IC spektrum 3327 (NH), 1688(C=0), 1584 (fenyl), 1538 (NH), 1330, 1289, 1109,
(KBr), [cm™] 1005 (pyrazin)
'H NMR

(300 MHz, CDCl3)

B¢ NMR
(75 MHz, €DCl5)
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4  Biologické hodnoceni

4.1 Antituberkuloticka aktivita

Nové syntetizované derivaty pyrazinu byly testovany in vitro na u¢innost proti
M.tuberculosis H37Rv v ramci mezinarodniho programu urc¢eného pro testovani novych
antituberkulotik TAACF (Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and Coordinating
Facility). Antimykobakterialni aktivita je testovana na M. tuberculosis Hz/Rv
v BACTEC 12B mediu pouzitim BACTEC 460 radiometrického systému [22].
V tabulce jsou uvedeny pouze nékteré nové pripravené anilidy, vysledky ostatnich latek

nebyly do odevzdani diplomové prace k dipozici.

Testovand % inhibice pri
ldtka €. MIC 6,25 pg/ml
1 57
6 82
10 28
12 65

4.2 Antimykoticka aktivita

Nové syntetizované derivaty pyrazinu byly testovany in vitro na antifungalni

aktivitu na Katedfe biologickych a Iékarskych véd FaF v Hradci Kralové.

Ptipravené slouceniny byly zkouseny in vitro na antimykotickou aktivitu pomoci
mikrodiluéni bujonové metody. Testovana latka byla dvojité fedéna v roztoku
RPMI 16407 s glutaminem, roztok byl pufrovan na pH 7,0 pomoci 0,165 M roztoku
MOPS?. Koneéné koncentrace latek se pohybovaly v rozmezi od 0,975 do 1000 uM.
Soucasti testovani byly slepé pokusy (bez uinné latky). MIC byly odecitany po 24 a 48
hodinach inkubace pii teploté 35 °C. V ptipadé Trichophyton mentagrophytes byly MIC
zaznamenany po 72 a 120 hodinédch. Inkubace probihala staticky, ve tmé a ve vlhké

atmosféfe. Odecitani vysledkl bylo provedeno vizualné, fotometricky (od 540 nm).

Y RPMI 1640 = medium (zkratka z angl. Rockwell Park Memorial Institute).
%) MOPS- systematicky: 3-(morfolino)propansulfonové kyselina.
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Vybrané slouceniny byly testovany na aktivitu proti uvedenym kmentim (kod,

¢islo):
Candida albicans ATCC 44859 (CAl) Trichosporon asahii 1188 (TA)
C. tropicalis 156 (CT) Trichophyton mentagrophytes 445 (TM)
C. krusei E28 (CK2) Aspergillus fumigatus 231(AF)
C. glabrata 20/1 (CG) Absidia corymbifera 272 (AC) [23]
Testované MIC/ICgo [umol/I]
kmeny CA cT CcK c6 TA AF AC ™
Délka 24h 24h 24h 24h 24h 24h 24h 72h
inkubace 48h 48h 48h 48h 48h 48h 48h 120h
flukonazol 0,06 0,12 3,91 0,98 0,24 >125 >125 1,95
0,12 >125 15,62 3,91 0,48 >125 >125 3,91
KMEN Testovand latka (kéd) - MIC/ICgo [umol/I]
(kéd) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11| 12
24h >500 >125 | 125 | >500 >250
ca 48h >500 >125 | >500 | >500 >250
24h >500 >125 | 250 | >500 >250
cr 48h >500 >125 | >500 | >500 >250
X 24h >500 >125 | 250 | >500 >250
48h >500 >125 | 500 | >500 >250
24h >500 >125 | 31,25 | >500 >250
ce 48h >500 >125 | 125 | >500 >250
TA 24h >500 >125 | 62,5 | >500 >250
48h >500 >125 | 125 | >500 >250
24h >500 >125 | >500 | >500 >250
AF 48h >500 >125 | >500 | >500 >250
24h >500 >125 | >500 | >500 >250
A 48h >500 >125 | >500 | >500 >250
- 72h >500 125 500 | >500 >250
120h >500 125 500 | >500 >250

Pozndmka: tuéné vyznacené hodnoty MIC/ICg, [umol/1] se nachazi v ramci testovaného rozmezi koncentraci
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4.3 Herbicidni aktivita

4.3.1 Testovdni inhibice prenosu elektroni v chloroplastu
Spendtu

Chloroplasty byly pfipraveny metodou dle Walkera [24] z rostliny S$penatu
(Spinacia oleracea). Inhibice pifenosu elektronid pii fotosyntéze v chloroplastech
Spenatu byla stanovena spektrofotometricky (Kontron Uvikon 800, Kontron, Muenchen,
Germany) za pouziti 2,6-dichlorfenol-indofenolu (DCIPP) jako akceptoru elektront
metodikou dle Kralové [22]. Testované latky byly z davodu nizké rozpustnosti ve vodé
rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO). DMSO v pouzité koncentraci (nejvyse 4 %)
neovliviiuje fotochemické pochody v chloroplastech $penatu. Uginnost inhibice
testovanych latek je vyjadfena jako ICsp, coZ odpovidd molarni koncentraci latky

zpusobujici 50% pokles produkce kysliku oproti kontrolni skupiné. Jako standard byl
pouzit selektivni herbicid DCMU?.

4.3.2 Testovadni redukce obsahu chlorofylu v Chlorella vulgaris

Zelena tasa Chlorella vulgaris byla kultivovana pii pokojové teploté metodou dle
Kralové [25]. Uginek sloudenin na obsah chlorofylu v fasach byl zjistovan po 4-denni
kultivaci fas v pfitomnosti sledované latky, vysledek byl stanoven spektrofotometricky
(Kontron Uvikon 800, Kontron, Muenchen, Germany) po extrakci chlorofylu
methanolem podle Wellburna [26]. Latky byly z divodu nizké rozpustnosti ve vodé
rozpustény v DMSO. Kontrolni vzorky obsahovaly stejné mnozstvi DMSO jako
testované. Antialgalni aktivita je vyjadiena jako I1Csp, jako standard byl pouzit DCMU.

% DCMU- systematicky: 3-(3, 4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylurea.
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5 Diskuze

Ve své diplomové praci jsem se zameétila na syntézu latek ze skupiny anilidi
substituované pyrazinkarboxylové kyseliny. Na katedfe bylo v minulosti pfipraveno
nékolik sérii latek tohoto typu [23], [27], [28], [29], [30] u kterych se na aromatickém
jaddte vyskytovaly v rtiznych polohach fenolickd (kyseld) skupina, popt. lipofilni
skupiny (halogeny, alkyly, alkoxyskupiny).

Celkem bylo ptipraveno 12 latek, které 1ze rozdélit do dvou vétSich sérii:
1. anilidy pyrazin-2-karboxylové kyseliny,
2. anilidy 4-N-oxidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny.

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

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

Reakce probihaly vétSinou hladce a vytézky se pohybovaly v rozmezi 8,0 — 76,7 %

V zavislosti na reaktivité substituovaného anilinu.

Finalni latky byly charakterizovany pomoci teploty tani, TLC, IC spektry, 'H a Bc
NMR spektry, popf. i elementarni analyzou. Ci§téni latek jsem provadéla rekrystalizaci

ze smeési ethanol/voda.

Dale byly u latek zjistény hodnoty lipofility ClogP a log P pomoci programu CS
ChemOffice Ultra, verze 7.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, U.S.A.). Hodnota
ClogP je logaritmus rozdélovaciho koeficientu v soustavé n-oktanol/voda, pii jehoz
vypoctu jsou brany v uvahu mozné chemické interakce. Hodnota log P je logaritmus
rozdélovaciho koeficientu v soustavé n-oktanol/voda Vypocitana lipofilita se pohybuje
v rozmezi ClogP -0,22 - 2,81, log P -1,15 - 1,86. Pfedpoklada se, Ze dostate¢na
lipofilita je jednou z diilezitych a zékladnich podminek pro prinik pfes vysoce lipofilni
mykobakterialni sténu. Z grafu je patrné, ze lipofilita stoupd s molekulovou hmotnosti,
ve skupiné anilidi odvozenych od kyseliny pyrazinkarboxylové jsou lipofilngjsi
slouceniny s navazanym chlorem a bromem neZz latky obsahujici hydroxy skupinu ¢i

bez substituce na aromatickém jadie. V piipadé anilidi odvozenych od 4-N-oxidu
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pyrazinkarboxylové kyseliny jsou hodnoty log P zaporné, coz odpovida hydrofilni

struktufe danych sloucenin.

354

3 2,81
2,38 B ClogP
25 ] 2,36 2,36 ) og
Olog P
) 1,86
1,64 1,64 171
- 148 1 42 1,42 1,42 146
o 1‘5 4
N 11
= 097
1 0,75 0,75 076
= 0,59
o 0,39
. H H H H
S}
O N T T T T T . T l
-05 4 -0,22
04
-1
.15 4 -115 -1,15
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

&islo vzorku [-]

Byly urceny hodnoty kapacitniho faktoru K za pouziti HPLC Waters Alliance
2695 XE a Waters Photodiode Array Detector 2996 (Waters Corp., Milford, MA,
U.S.A.). Jako mobilni faze byla pouzita smés methanolu p.a. (70 %) a vody (30 %).
Detekce probihala spektrofotometricky pfi 210 nm. Byl zméfen retenéni ¢as Tr
(vzdalenost od nastfiku k maximu piku) a mrtvy retencni ¢as Tp (vzdélenost od néstiiku
k maximu piku neadsorbované latky: pouzit roztok KI v methanolu). Kapacitni faktor

byl spogitan pouZitim programu Millennium 327 podle vzorce:
K:(TR-TD)/TD
Log K je pak spocitan z kapacitniho faktoru K a je pouZit jako index lipofility.

Vypoditané hodnoty lipofility (log P)
a chromatograficky stanovené hodnoty log K

Cislo latky | log P | log K
1 0,75 0,4247
2 0,75 0,4416
3 1,42 0,7186
4 1,42 0,5822
5 1,42 0,6331
6 1,86 0,7985
7 1,71 0,7162
] 0,76 0,4527
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9 0,59 0,4119
10 -1,15
11 -1,15
12 -0,40

Vsech 12 latek bylo odeslano na testovani antimykobakterialni aktivity do
TAACF, v USA. Pouze u ¢tyfech latek jsou dostupné vysledky v dobé odevzdani této
diplomové préace. U ostatnich zatim nejsou k dispozici. Nejvyssi antimykobakteridlni
aktivitu in vitro vykazuje latka ¢islo 6  ((3,5-dibrom-4-hydroxyfenyl)amid
pyrazin-2-karboxylové kyseliny, procento inhibice ¢ini 82 %. Zjisténé procento inhibice
je velmi vysoké, ale pro dalsi testovani v ramci programu TAACF je nutnd minimalné
90% inhibice. Tato latka predstavuje vysoce lipofilni slouceninu v dané skupiné latek
(log P 1,86, ClogP 2,38). Dalsi latka ¢islo 12 ((3-bromfenyl)amid 4-N-oxid
pyrazin-2-karboxylové kyseliny vykazuje procento inhibice 65 %. Latka ¢islo 1
((3-fluorfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny) vykazuje 57% antituberkulotickou
aktivitu a latka ¢islo 10 ((2-fluorfenyl)4-N-oxid pyrazin-2-karboxylova kyseliny) jejiz
procento inhibice je pouze 28 %. Z uvedeného vyplyva, Ze pro prinik pies
mykobakteridlni sténu dilezitd nejenom lipofilita, ale 1 vhodné prostorové usporadani

molekuly.

Dale byly latky podrobeny testovani na antimykotickou aktivitu. Nejvyssi
antimykotickou aktivitu in vitro vykazovala sloucenina cislo 8 ((3-hydroxy-6-
chlorfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny) a to pfedevsim proti kmenu Candida
glabrata, v pofadi druhym nejcitlivéjsim kmenem byl Trichosporon asahii a dale pak
Candida albicans. Latka ¢islo 7 ((3,4-dichlorfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové
kyseliny) vykazovala velmi slabou aktivitu proti kmenu Trichophyton mentagrophytes.
U ostatnich latek byla zjiSténa velmi slaba antimykoticka aktivita v porovnani se

standardem (flukonazol).
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6  Zaver
V ramci této diplomové prace jsem plnila nasledujici tikoly:

1. S pouzitim dostupné odborné literatury a internetu jsem provedla fesSersi zamérenou

na soucasny vyznam tuberkul6zy ve svété a trendy v terapii

2. 'V dostupné chemické literatufe jsem zjistila metody piipravy substituovanych

amidu pyrazinkarboxylové kyseliny a 4-N-oxid pyrazin-2-karboxylové kyseliny.

3. Pfipravila jsem tyto v literatufe dosud nepopsané produkty:
1) (3-flourfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
2) (4-fluorfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
3) (2-bromfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
4) (3-bromfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
5) (4-bromfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
6) (3,5-dibrom-4-hydroxyfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
7) (3,4-dichlorfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
8) (3-hydroxy-6-chlorfenyl)amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
9) anilid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
10) (2-fluorfenyl)-4-N-oxid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
11) (3-fluorfenyl)-4-N-oxid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
12) (3-bromfenyl)-4-N-oxid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
Vyse uvedené produkty jsou charakterizovany teplotou tani, elementarni analyzou,
IC, 'H a *C NMR spekry.

4. Série latek jsem podrobila in vitro biologickému hodnoceni:
Ziskala jsem udaje o antituberkulotické aktivit¢ pouze u nékterych latek,

antifungdlni aktivit€...............coi

5. Vypocetla jsem a graficky zpracovala log P a ClogP nové pfipravenych latek:
log P pfipravenych sloucenin se pohyboval vrozmezi —1,15 - 1,86 a ClogP

Vv rozmezi 0,22 - 2,81.

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

Vv sérii piipravenych latek (viz. Diskuze).
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