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ABSTRAKT

Nazev diplomové prace: Derivaty pyrazinu jako potencialni l1é¢iva I.

Vypracovala: Petra Plasova

v

Tuberkul6za patii mezi nejrozsifencjsi infekéni onemocnéni, kterym je nakazena pftiblizné
tietina svétoveé populace. V ramci studia potencialnich pyrazinovych antituberkulotik byla na
katedfe pfipravena série typu substituovanych arylaminopyrazinii. Vychozi 3-chlorovany
pyrazinovy derivat poskytl couplingem (aminodehalogenaci) s aromatickymi aminy
pozadované slouceniny. Modifikace struktury spocivala v obménovani karboxylovych
funk¢nich skupin, napi. v dehydrogenaci karboxamidu (vznik karbonitrilu) ¢i v adici
monosulfanu (vznik karbothioamidi). Osm v chemické literatuie dosud nepopsanych latek
bylo charakterizovano teplotou tani, TLC, elementéarni analyzou, IC, *H a **C NMR spektry a
hodnotami log P. Latky se podrobuji in vitro hodnoceni na G¢innost proti Mycobacterium
tuberculosis Hiz7Rv v ramci mezinarodniho programu urceného pro testovani novych
antituberkulotik TAACF (Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility,
USA), avsak vysledky nejsou dosud znamé. Piipravené slouceniny byly otestovany in vitro na
antifungalni aktivitu pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody proti vybranym houbovym
patogenim na Katedfe biologickych a lékatfskych véd a na antimykobakteridlni aktivitu na

ctyfech kmenech ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové.

KLICOVA SLOVA: Pyrazin; Lipofilita; Antimykobakterialni a antifungalni screening.



ABSTRACT

Title of diploma thesis: Pyrazine dervatives as potential drugs I.
Presented by: Petra Plasova

Tuberculosis belongs between wide-world spreaded infections diseases, by which is infected
about one third of human population. Due to attempts with potencial pyrazine
antituberculotics at our department of Pharmaceutical Chemistry were developed series of
substituted arylaminopyrazines. The first one, 3-chloropyrazine derivate, provided via
coupling (aminodehalogenation) with aromatic amine acquired compounds.Structure
modifications was achived by changing of carboxylic functions groups, e.g. dehydrogenation
of carboxamide (origin of carbonitrile) or by adition of monosulphane (originates
carbothioamide). We gained 8 absolutely new substances, which have not been described
before, so they were characterized by TLC, melting point, elementary analysis, IR, *H,"*C
NMR spectrum and log P values. These new substances are under the testing in vitro of their
activity, against Mycobacterium tuberculosis Hz7Rv under international research program for
new antituberculotics testing (TAACF, USA), resultes are not known yet. Mentioned
compounds were in vitro tested for antifungal activity against determine fungal pathogens on
Departement of biological and medicinal sciencis and against four tribes of mycobacteria in

Hospital of Hradec Kralove.

KEY WORDS: Pyrazine, Lipofility, Antimycobacterial and antifungal screening
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Tt ... teplota tani

TLC.. .tenkovrstva kapalinova chromatografie

IC...infradervené spektrum

'H a®C NMR...*H a **C nuklearni magnetickd rezonance

HIV.. Human Immunodeficiency Virus, RNA virus

AIDS...Acquired ImmunoDeficiency Syndrome, symptomy HIV infekce objevujici se

V pozdnich fazich

BACTEC.. .pfistroj slouzici k ¢asné detekci mikrobiéliho ristu v hemokultuie (detekce je
zalozena na fluorescencnim prikazu tvorby CO; ktery se v hemokultivacni nddobce hromadi
jako produkt metabolismu bakterii)

PCR...Polymerase Chain Reaction (polymerasova fetézova reakce)

NAD*

CFU colony-forming units

AT aktivni tuberkuloza

TRN tuberkuldza a respira¢ni nemoci
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CiL DIPLOMOVE PRACE

Jiz n¢kolik let se Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv zabyva studiem
syntézy novych derivatli pyrazinu s potenciondlni antituberkulotickou a antimykotickou

aktivitou. Tato diplomova préce je dal§im dil¢im ptispévkem k tomuto vyzkumu.

Ve své prdaci se chci konkrétné zaméiit na:

1. literarni reSerSi - za pomoci dostupnych kniznich a casopiseckych (vétSinou
elektronicky prezentovanych) zdroji bych rada zodpovédéla otazky tykajici se Sifeni a

terapie TBC v soucasném svéte.

2. stanoveni chemickych postupli syntéz derivati pyrazinu na zékladé studia odborné

literatury a soucasnych vyzkumnych vysledk mého Skolitele.
3. samotnou syntézu sloucenin, které jesté nejsou popsany v odborném tisku.
4. vypocteni log P (lipofility) novych sloucenin a zjisténi vlivu struktury na log P.

5. provedeni biologickych testll a jejich vyhodnoceni za pomoci kolegil, jez provadé;i

testovani na FaF UK HK Katedra biologickych a I¢katskych ved.

6. Charakterizaci sloucenin zjisténim Tt, TLC, IC, 'H, Bc NMR spekter a elementarni

analyzy.

7. UrCeni vztahu mezi strukturou, biologickym tuc¢inkem (antimykobakteridlni a

antifungalni aktivita) a lipofilitou ve sérii pfipravenych sloucenin.
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Obecné vzorce nasyntetizovanych sloucenin

HN. _N. Z
| AN
} Z
ZooN

3-arylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril

R= 3-C=N
3-C=CH
R
HN Nj///N
| AN
HZNT\;[N/
o

3-arylamino-5-kyanpyrazin-2-karboxamid

R=2-CHjs, 4-F, 5-Br
3-1, 4-CH3
3-C=N
3-C=CH

3-arylamino-5-thiokarbamoylpyrazin-2-
karboxamid

R=3-C=CH

3- arylaminopyrazin-2,5-dithiokarboxamid

R=3-C=CH
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1  UVODNI CAST

1.1 TBC - HROZBA PRO SOUCASNY SVET NEBO
ZAPOMENUTA MINULOST?

Tuberkuldza neohrozuje jen tzv. rozvojovy svét, ale stale vice 1 ekonomicky vyspélé
zem¢. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) ,,bije na poplach* a vyzyva vlady vsech
statli, aby urychlen¢ pfipravily akce proti TBC. Strach ze smrtelné nemoci neni
neodivodnény, nebot’ bakterii TBC se dosud nakazila tfetina obyvatel nasi planety.

Tuberkuldza se stava Castéjsi pricinou umrti lidi nez AIDS?! [1]

1.2 VYSKYT TUBERKULOZY V CR A VE SVETE

TBC je specifické zanétlivé onemocnéni, jehoz historie sahd az do historie
starovékého Egypta. Do 1. poloviny 20. stoleti bylo toto onemocnéni povazovano za
nejrozsitenéjsi celosvétovou epidemii. V roce 1946 byl zaznamenan prudky vzestup
po¢tu onemocnénych TBC. V této dobé to byl jeden z nejtizivéjSich problémt témeét
Vv celé povalecné Evropé, a to hlavné u populace déti a mladeze, jejichz organizmus se
nestihl vyrovnat s nedostatkem potravy béhem 2. svétové valky a po ni.

7. 4. 1948 vznikla v Zenevé Svétova zdravotnickd organizace, ktera se snazila zmirnit
tehdejsi tizivou situaci.

Statistickd data z riznych ¢asti svéta se velmi 1i§i. Ekonomicky vyspélé zemé vykazuji
nizkou incidenci a nizkou mortalitu nakazenych TBC oproti zemim tzv. tfetiho svéta [2].
Pomyslnym spojencem mykobakterii v téchto zemich je oslabeny imunitni systém
obyvatel souvisejici se zvySenym vyskytem HIV pozitivity, bida, nedostatek potravin a
podvyziva. Na celém svété dnes suzuje pres 30 milionil lidi aktivni onemocnéni TBC.
Ro¢né zemiou ptes 3 miliony nakazenych. Celd tfetina svétové populace v sobé hosti
bakterie TBC [1].

Ttietina obyvatel svéta zije v hospodatsky vyspélych statech, tedy v ptiznivych
materidlnich a spolecenskych pomérech. Incidence TBC je v téchto zemich jiz fadu let

velmi nizka. Proto bylo v devadesatych letech minulého stoleti velikym pfekvapenim, zZe
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ani vjedné ztéchto ekonomicky silnych zemi nedoSlo k vymyceni TBC, jak se
piedpokladalo z trendti incidence tohoto onemocnéni ze sedmdesatych a osmdesatych let.
Zjistilo se, ze ve vSech Castech svéta existuji nemalé skupiny obyvatel, které 1ze zahrnout
pod pojem rizikové skupiny, a to diky snizené imunité bunécného typu, pro vysoky vek,
pro zavaznd onemocnéni (napt. AIDS), pro 1€cbu imunosupresivy, cytostatiky, zafenim
nebo také diky svizelné socialni situaci lidi (napf. narkomani, bezdomovci, alkoholici,

pristé¢hovalci z tietiho svéta) [2], [3], [4].

1.2.1 Celosvétova statistika vyskytu TBC za rok 2006

(z vyro¢ni zpravy Svétové zdravotnické organizace)

Ackoli byl v roce 2006 procentualni vyskyt onemocnéni TBC nizsi nez v roce 2005,
realny pocet nakazenych jedincii meziro¢né vzrostl diky nartistu poctu obyvatelstva ve
svété. Idealni mira poklesu vyskytu TBC by podle WHO méla byt 5-7 % rocné.
Organizaci znepokojuje skutecnost, Ze rychleji nez kdy v historii rostl vyskyt forem TBC
vy$§im rastem HIV pozitivnich jedinct, pfedevsim v zemich tietiho svéta. Uvadi se, ze

za rok 2006 pribylo néco kolem 709 000 novych ptipadi TBC ve spojeni s HIV infekci.

Statistické tidaje pro rok 2006:
Pocet mrtvych — 1,7 milionu, z toho 230 000 s HIV infekci

Pocet osob trpicich TBC nakazou — 14,4 milionu
Nov¢ ptipady — 9,2 milionu v¢etné 700 000 TBC s HIV infekci

Umrtnost v roce 2006 oproti roku 2005 poklesla 0 2,6 %.
Nejvyssi vyskyt TBC: Afrika, Asie, Indie, Cina, Indonésie, Jizni Afrika, Nigérie.

Celkovy pocet onemocnéni v Evropé je stabilni oproti situaci v rozvojovych zemich.
WHO ve své vyro¢ni zpravé o tuberkuloze konstatuje, ze doufala ve vétsi pokles miry
vyskytu choroby, nez kjakému ve skutecnosti vroce 2006 doSlo. A to vzhledem

k pokroku ve zlomovém roce 2005, kdy se mira vyskytu choroby poprvé po mnoha letech
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snizila. Uvadi rovnéz, Ze celosvétova mira vyskytu novych piipadd TBC byla v roce
2006 nizsi, nez byl pramér vyskytu mezi lety 2001 az 2005.

Pro Ceskou republiku jsou udaje za rok 2006 celkem pfiznivé. Mortalita je v CR velmi
nizka, 0,5/100 000 obyvatel. Nahlaseno bylo 973 ptipadii onemocnéni TBC. Statistika
udaju za rok 2007 neni zatim znama, ale podle Narodni jednotky dohledu pro TBC lze
ocekavat dalsi pokles poctu ptipadi ndkazy. AvSak i1 u nas roste vyskyt nemoci AIDS,

které piedstavuje vyssi riziko nakazy tuberkul6zou. [5], [6], [7]

Epidemiologicka situace je zavazna v zemich jihovychodni Asie, subsaharské Afriky a ve
vychodni Evropé. V téchto zemich se Spatnymi socioekonomickymi podminkami pro
zivot Casto selhava kontrola a dohled nad TBC, déle nad prevenci a vakcinaci proti

tomuto onemocnéni.

Vysvétlivky: Incidence TBC ve svété. ¢ervena = > 300 000, oranzova = 200 000-300
000; zluta = 100 000-200 000; zelena = 50 000—-100 000; modra = < 50 000 a Seda =
neuvedeno. Data pochazi z WHO, 2006.
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1.3 TBC — INFEKCNI ONEMOCNENI

Tuberkuléza (TBC) je celkové chronické infek¢éni onemocnéni, které je fazeno mezi
specifické zanétlivé procesy. Hlavnim pidvodcem onemocnéni je Mycobacterium
tuberculosis, kterou vroce 1882 z plicniho tuberkulu izoloval némecky bakteriolog
Robert Koch (1843- 1910) [1], [8], [9]. Vyvolavatelem tuberkulézy u lidi je predev§im
M. tuberculosis [10], [11]. Existuji v8ak i dal$i mykobakterie — ,,mycobacteria other than
tuberculosis“ (tzv. MOTT) , které se fadi mezi atypické mykobakterie. Mohou vyvolat
zavazné procesy u imunodeficientnich stavii (AIDS). Jsou to: M. avium - intracellulare,
M. africanum, M. bovis (krom¢ M. bovis BCG) a M. microti [10], [12].

1.3.1 Mykobakterie

. w -
VYA

e
-

M. tuberculosis

Jsou to aerobni acidorezistentni tycky, které se bézn€ vyskytuji v lidském okoli jako

saprofyté [10]. Od ostatnich organizmti se odliSuji silnou bunéénou sténou, ktera
obsahuje velky podil lipidnich latek (tukd a voskll), pomoci kterych maji hydrofébni
charakter [4]. Nebarvi se ve vodé rozpustnymi barvivy (dle Granea), 1épe se barvi
koncentrovanymi barvivy (metoda dle Ziehla — Neelsena), pfipadné s pouzitim tepla.
Takto obarvime prakticky vSe v preparatu, ostatni slozky, vcetné bakterii
neacidorezistentnich, se odbarvi v kyselém prostiedi [10].
Pomnozuji se pomalu (48 hodin je generacni doba), pro své rastové naroky na béznych
kultivaénich piidach nerostou, viditelné kolonie se daji rozeznat aZ po né€kolika tydnech
péstovani na specialnich pudach [4], [10].

Kromé obvyklych slozek bunécné stény, mezi které se tadi lipidova dvojvrstva a

peptidoglykan, obsahuje jejich bunéfna sténa navic vrstvu tvofenou dalSimi
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polysacharidy, acyllipidy a mykolovymi kyselinami, které jsou kovalentn¢ spojeny
s arabinogalaktany a tvofi mykobakterialni silnosténny komplex. Ten znesnadiiuje prinik
lé¢iva do mykobakterie a 1é¢ba TBC je tak velmi obtizna [8]. Vlivem lipidd ve sténé
mykobakterii vznikaji ohrani¢ena loziska — tuberkuly.

Toto onemocnéni se projevuje ve dvou morfologickych typech:

a) tuberkulozni uzlik - produktivni forma zanétu

b) tuberkul6zni exudat - exudativni forma zanétu 2]

Ad A)

- mikroskopickych rozméra

- V centru loziska kazeifikacni nekrozy a kolem nich jsou epiteloidni buiiky
- Langhansovy buiiky (mnohojaderné bunky s pii obvodu sefazenymi jadry)
- mnozstvi lymfocytl a plazmatickych bunék

- Casem zjizevnati (narQst vaziva; kalcifikace) a propadnou kazeifika¢ni nekroze [13]

Ad B)
- na zacatku vznikaji loZiska serofibrin6zniho zédnétu
- exudat se vyskytuje na slizni€nich a serdznich blanach a propada ,,zesyrovaténi®-

kazeifika¢ni nekroze [13]

NejcastéjSim pfenosem infekce je nemocny clovek, ktery kasle, kycha, nebo jen
hovoti a diky kapénkovému pienosu se mykobakterie §ifi dale do okoli. Néasledky
tuberkul6zni infekce pro organizmus zavisi na mnozstvi a virulenci mykobakterii, na
opakovaném styku s infekénim zdrojem a na stavu imunitniho systému infikovaného
jedince [9], [11]. Pfi styku s infekci mize organizmus reagovat trojim zptisobem:

- organizmus neni infikovan
- organizmus je infikovan, ale nedochazi k manifestnimu onemocnéni
- vznika manifestni onemocnéni, divodem muze byt velké mnozstvi a vysoka virulence

bakterii i nedostatecnd imunita [4]
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1.4 PODOBA TBC

Manifestni onemocnéni

1. Primarni TBC

Toto onemocnéni vznikd pfi prvnim styku organizmu s tuberkuldzni infekci. Jeho
zékladnim znakem je postizeni regionalnich dutin, které odpovidaji mistu praniku infekce
do jedince. Je nejcCastéjsi v détském veéku, protoze hlavné déti se setkavaji s infekci
poprvé. U déti je vyvoj onemocnéni celkem piiznivy, bez ptfechodu k rozpadim a
s tendenci ke spontannimu hojeni. Onemocnéni se miize projevovat zvysenou teplotou,
nechutenstvim, snizenim celkové aktivity. V pifipadé dospélych se jednad o tzv. pozdni
primoinfekci. Uzlinova slozka nebyva tak vyrazna a onemocnéni ma od pocatku tendenci
k progresi, rozpadim a k bronchogennim rozptylim [4].

2. Postpriméarni TBC

Tato forma onemocnéni vznikd u osob, které prodé€laly primdrni tuberkulozu. Muze
vznikat pfimym piechodem zprimarni formy nebo endogenni reaktivaci starého
kalcifikovaného primarniho loziska obsahujiciho mykobakterie pfi oslabeni imunity.
Dalsi moznosti je nova exogenni superinfekce. Podle ¢asového odstupu mezi primarni a
postprimarni TBC se rozlisuje ¢asna a pozdni postprimarni forma. Casné postprimérni
formy onemocnéni vznikaji do 1 roku po infekci. Patii mezi né tuberkul6zni meningitida,
meningoencefalitida, akutni militarni TBC a exudativni pleuritida. Pozdni postprimarni
formy postihuji kosti a klouby 1 az 2 roky po primoinfekci. V ¢asovém odstupu 3 let od
primoinfekce mohou byt postizeny mocové cesty a genitalni systém a za 10 a vice let po
primoinfekci ledviny. Infekce miliZze zacit bez vyraznéjSich pfiznakd. Nebo se mohou
plizivé vyskytnout necharakteristické ptiznaky, které vétSina pacientl 1é¢i jako chiipkoveé
onemocnéni. Pii t€Zkém prubehu je pfitomna teplota, no¢ni poceni, kasel s expektoract,

vytvoreni pleuralniho vypotku, nod6zni erytém [4].
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TBC ma mnoho podob
80-85 % TBC dychaciho tstroji
15-20 % mimoplicni TBC

e TBC perifernich uzlin

Vedle plic se jedna o nejcastéjsi postizeni, které zasahuje hlavné kréni uzliny. Projevem
této formy onemocnéni je mimo jiné nebolestivé zdufeni.

e Tuberkuldzni zanét orofacialni oblasti

V ustni dutin€ je vzacnosti vyskyt této choroby jako primarni. Objevuje se u ¢loveka,
ktery se s TBC jesté¢ nesetkal (napf. u kojenct, batolat nebo déti predskolniho véku).
Jinak jde vétSinou o sekundarni projevy, které jsou vyvolany zachycenim mykobakterii
Z jin¢ho (napf. plicniho) loZiska.

e TBC kuze a podkozi

Toto onemocnéni pochédzi vétSinou z lymfatickych uzlin, kloubli nebo z infikovanych
slizni¢nich TBC viedl v ustech.

e Urogenitalni TBC

Jedna se o sekundarni postiZeni, které se objevuje u Ctvrtiny piipadi.
e TBC stiev

Toto onemocnéni se vzacné€ projevuje u rozsahlé plicni formy TBC. [1]
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1.5 DIAGNOSTIKA TBC

M. tuberculosis ve sputu

Pri diagnostice TBC se vyuzivaji nasledujici metody:

1) prikaz tuberkuléozniho mykobakteria mikroskopicky nebo kultivacné z jakéhokoliv
biologického materialu (ze sputa, likvoru, mo¢i, pleuralniho vypotku apod.)

2) prikaz tuberkulézniho uzliku nebo exudatu histologickym vySetfenim z kteréhokoliv
organu lidského téla

3) prukaz z rentgenového vysetieni plic (popft. dalSich organti)

4) tuberkulinovy test — tuberkulin je ociSténa bilkovina z bakterii zpisobujici TBC.
Tuberkulin se vstfikuje do klize a nasledné se posuzuje reakce (tubekulinova zkouska,
zkouska dle Mantouxa). Tyto zkouSky umoziuji zjistit, zda se nemocny setkal s TBC, a
to v¢etné ockovani (popf. Ize zjistit bunécnou imunitu). Tato metoda je pouze orientacni.
5) pomocné vySetiovaci metody — bronchoskopie, bronchografie, hrudni punkce,
mediastinoskopie, pocitac¢ova tomografie a sonografie.

6) pomocné laboratorni vySetfeni — PCR, genetické sondy, BACTEC, vySetfeni krve a

moci. [4], [9], [12], [14]

11
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1.6 TERAPIE TBC

Po stanoveni diagndézy musi byt kazdy pacient 1é¢en po dobu nékolika tydnii na
lizkovém oddéleni plicni kliniky nebo ve specializované 1é¢ebné na plicni onemocnéni a
terapii TBC. Od objeveni TBC se postupné zacaly pouzivat 2 zakladni pristupy pro
ziskani kontroly nad timto onemocnénim:

1) vakcinace

2) chemoterapie

1.6.1 Vakcinace

Tato metoda slouZzi jako prevence onemocnéni. Proti vSem bakteriim existuje jenom 1
vakcina zalozena na Mycobacterium bovis. Ockovaci latku (BCG = avirulentni Bacil
Calmete Guerin) tvoii lyofilizat bakterialnich zarodkli Mycobacteria bovis, které se
ziskdvaji pomnozenim vhodného atenuovaného vakcina¢niho kmene na umélém
kultivaénim médiu.

V roce 1908 provedl Calmette a Guerin v Pasteurové Institutu sérii 230ti pasazi
virulentni Mycobacteria bovis. Vyslednd kultura byla stabilni vic¢i reverzi virulence a
zachovavala si omezenou invazivnost. Prvni lidské ockovani stimto atenuovanym
kmenem bylo provedeno v roce 1921 v Pafizi. V soucasnosti se nejcastéji pouzivaji 4
kmeny, a to Pasteur — 1173 P2; Tokio — 172; Copenhagen — 1331 a Glaxo — 1077.

V CR se uziva hlavné tzv. silny kmen dénsky (Copenhagen — 1331) a francouzsky
(Pasteur — 1173 P2). Primarni imunizace se provadi podanim jedné vakcina¢ni davky
BCG vakciny nejdiive 4 dny po porodu do 6ti tydnil Zivota novorozence a pro imunizaci
vSech osob, které jsou tuberkulin negativni a mohou vystaveny zvySenému vyskytu této
nakazy. Boosterujici (posilujici) imunizace se provadi tehdy, byl-li zjiS§tén negativni
vysledek tuberkulinové zkousky. Tato zkouska se povinné provadi zpravidla ve 2. a 3.
roce po dokonceni ostatnich zakladnich ockovéni a piipadné v 11. roce u téch déti, u
nichz nebyla prokazateln€ vytvoiena jizvicka po ockovani v novorozeneckém véku se
provede revakcinace. V CR je otkovani proti TBC povinné od roku 1994 a fidi se
pfislusnymi vyhlaskami. Experimentalni studie ukdzaly, Ze mechanizmus u¢inku BCG
oCkovani spociva v redukci hematogenniho Sifeni bacili z mista primarni infekce

zprostiedkované pamétovymi T lymfocyty vyvolané po prvni expozici BCG. Tim lze
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zabranit predev§im vzniku generalizovanych forem. Pifedpoklada se, Ze vakcina vyvola

imunitu, ktera zabranuje pfechodu nasledujicich infekci do onemocnéni [4], [11], [15].

1.6.2 Chemoterapie

Po objeveni plivodce onemocnéni bylo cilem objevit ucinné léCebné prostiedky.
Obratem se v této oblasti stalo na konci 2. svétové valky objeveni tiech antituberkulotik,
a to v kratkém cCasovém sledu (1944 streptomycin; 1946 kyselina paraaminosalicylova;
1952 vyuziti antimykobakterialniho G¢inku hydrazidu kyseliny isonikotinové). Pocatek
ucinné antituberkulotické 1€¢by se datuje od padesatych let minulého stoleti. Postupné
byly formulovany principy pouZzivani téchto latek (podavani v kombinaci, rozliseni faze
1é¢by) veetné principi vyhledavani onemocnélych.

Nedostatecnd znalost biochemickych pochodii mykobakterii a mechanizmu uc¢inku
1é¢iv vedla k rozsahlému screeningu celych knihoven sloucenin, které jsou potiebné proti
tak zdvaznému onemocnéni, jakym je pravé TBC. Cilem antituberkuloticky ucinnych
1é¢iv jsou biochemické pochody, kterymi jsou syntetizovany makromolekuly - bilkoviny
(streptomycin), nukleové kyseliny (PAS) a nebo biopolymery bunécné stény. DNA-
topoizomeraza a isocitratlyasa jsou dulezité enzymy mykobakterii, které piedstavuji dalsi
diilezité misto zadsahu novych antituberkulotik.

Moderni strategie 1€cby TBC byla vypracovana WHO v 90. letech minulého stoleti a
je celosvétové zavaddéna do praxe. Spociva ve standardizovanych kratkodobych
chemoterapeutickych reZzimech aplikovanych za individualni péce o kazdého nemocného
(tzv. DOTS= Directly Observed Treatment Short — course). Uginny TBC program,
kterym by byla snizena nemocnost, ma vylécit alesponn 85 % nemocnych. DOTS je
hlavn€ urcen pro rozvojové staty s vysokym vyskytem TBC. Zakladem 1écby zlstavaji po
léta pouzivand 1éCiva s baktericidnimi (usmrcujici délici se bakterie) a steriliza¢nimi
vlastnostmi (zabijeji persistory), se schopnosti zabranit vzniku rezistence.

Zasady 1é¢by antituberkulotiky:

- 1éCiva se podavaji v kombinaci (zabranéni 1ékové rezistenci)

- 1é¢iva se podavaji v jedné denni davce (dat prostor mykobakteriim se pomnozit a pak
zasahnout jednou davkou, kterd dosahne vysoké hladiny)

- dlouhodobé podavani 1&¢iv

13
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rezim je rozdé€len na 2 faze — inicialni a pokrac¢ovaci. Inicialni faze trva bézné 2 meésice a
probihd za hospitalizace a pokraovaci faze (obvykle ambulantni) nasleduje po fazi
inicialni a trva 4-6 mésicu [4].

Podle lokalizace, rozsahu onemocnéni a zejména podle bakteriologického nalezu, dale
podle ptedchozi 1écby AT, piidruzenych onemocnéni a piipadnych kontraindikaci zafadi

l¢kat oboru TRN nemocného do 1écebné kategorie a urci Iékovy rezim.

TBC nemocni jsou IéCeni v jedné z nasledujicich kategorii AT 1écby:

. kategorie nova onemocnéni plicni TBC mikroskopicky pozitivni a
nemocni s klinicky zdvaznymi formami plicni a
mimoplicni TBC (témét vSechny bakteriologicky ovéteni

TBC)

Il. kategorie recidivy, lé¢ebné neuspéchy, 1éCby po preruseni

I11. kategorie méné zavazné formy bakteriologicky neovéiené plicni a
mimoplicni TBC

IV. kategorie ostatni — TBC chronici, ktefi zlstavaji bakteriologicky

pozitivni i po dokonceni kontrolované 1é¢by doporu¢ované
pro kategorii 1l

Doporucované rezimy podle kategorii

Inicialni faze Pokracovaci faze
. kategorie 2 HRZE nebo 2 HRZS 4 HR nebo 4 H3R3 nebo
6HE
Il. kategorie 2 HRZSE a 1 HRZE, pti | 5 HRE nebo 5 H3R3E3
pfetrvavani m.p. 2 HRZSE
a2 HRZE
I11. kategorie 2 HRZ nebo 2 H3R3Z3 4 HR nebo 4 H3R3 nebo
6HE
IV. kategorie léCeni  pfisn¢ individualizované, provadi se ve

specializovanych ustavech; u rozsahlych bakteriologicky
zavaznych procesi se pripousti prodlouzeni 1€¢by
v souladu s klinickym stavem

Seznam zkratek: R= rifampicin; E= ethambutol; m.p.= mikroskopicky pozitivni; H=
isoniazid; Z= pyrazinamid; S= streptomycin
[4], [14]

Napt: 6 HE = 6 mésict denniho podévani HE
5 H3R3E3 = 5 mésicl intermitentniho poddvani HRE 3x tydné
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Aby se pfedeslo riziku vzniku 1ékové rezistence nespravnym podavanim
antituberkulotik, jsou 1é¢iva pfimo kontrolovdna v jednorazové aplikaci, tim se také snizi
davky jednotlivych 1éCiv a riziko vyskytu nezadoucich ¢i toxickych ucinkii. Po zjisténi
TBC a jeho bakteridlniho ovéfeni se provadi tzv. identifikace vyvolavajictho kmene
s naslednym testem citlivosti na podana antituberkulotika prvni linie. Pokud se zjisti
rezistence kmene na jedno ze zakladnich antituberkulotik, hovoii se 0 monorezistenci. Pti
rezistenci na vice 1éCiv, krom¢ isoniazidu a rifampicinu se jedna o polyrezistenci.
V téchto ptipadech je 1écba prevedena na antituberkulotika 1. linie se zachovalou
citlivosti a piipadné rozsSifena o citlivd antibiotika (markolidova, aminoglykosidova
ATB).

Velkym problémem dnesni doby jsou MDR-TB (Multi Drug Resistance Tuberculosis)
a XDR-TB (Extensively Drug Resistance Tuberculosis).

MDR-TB je charakterizovana jako rezistence vyvolavatele TBC (Mycobacterium
tuberculosis) k minimalné dvéma u¢innym 1é¢iviim 1. linie — isoniazidu a rifampicinu.
linie isoniazidu a rifampicinu, tak k 3-6 zastupcim 2. linie 1é¢iv - kanamycinu,
kapreomycinu, amikacinu (injekéné podavané), chinoloniim, cykloserin, thioamidim a
kyselin€¢ paraaminosalicylové.

Principy 1é¢by MDR-TB a XDR-TB jsou stejné. Rozdil je ale v tom, ze XDR-TB je
spojena s vysSim procentem umrti. Epidemiologie XDR-TB neni v souasnosti moc
dobfte sledovana, nebot’ se doufd, Ze se tak snadno neptendsi ve zdravé populaci. Snadnéji
se §ifi mezi osobami s HIV nédkazou. Tito nemocni také Castéji infekci podlehnou. O
XDR-TB se za¢ind mluvit od roku 2006 diky smrtelnym ptipadiim v jihoafrické vesnici
Kwazulu-Natal. Z 53 ptipadi onemocnéni TBC 52 osob zemielo, a to nebyly nikdy
pfedtim 1é¢eny na TBC. V roce 2007 bylo zaznamendno 314 nakaZenych, 215 osob
z toho nemoci podlehlo. Je ziejmé, Ze tlak této viny TBC je spojen hlavné s vyskytem
HIV, S$patnou dostupnosti 1éCiv v danych oblastech a se Spatnou kontrolou 1éciv
V rozvojovych zemich. Zacalo se uvazovat o omezeni pohybu lidi z téchto oblasti jako

prevence proti Sifeni vazné formy TBC [16].
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»Global response plan“ pro rok 2007-2008 v reSeni XDR a MDR tuberkulézy

Pod zastitou Svétové zdravotnické organizace (WHO) vznikly 2 plany na feSeni
Spatné situace MDR a XDR-TB. Prvni z nich - ,,Global response plan 2007- 2008 ma za
cil zachranit béhem 2 let 134 000 nakazenych MDR a XDR-TB.

Druhy - ,,Global Plan to Stop TB 2006-2015% — chce dosahnout zlepSeni diagnostiky a
1é¢eni u MDR a XDR-TB a zachranit tak alesponi 1,2 milionu zivot do roku 2015.
Faktem je, ze kazdy rok se formou MDR-TB nakazi 424 000 lidi. D¢je se tak hlavné diky
Spatnému fizeni kontroly a uzivéani 1éCiv, kterd v urCitych oblastech neodpovidaji dané
formé tuberkuldzy. Proto se MDR-TB it dale z clovéka na ¢loveka.

Horsi formou TBC je pak XDR-TB ptenaSena mykobakteriemi rezistentnimi na
vétsSinu vysoce efektivnich antituberkulotik. Opét je Sifena mezi lidi diky Spatné kontrole,
diagnostice a 1é¢bé. Tato forma TBC je predevsim hrozbou v oblastech s vysokym
vyskytem HIV pozitivnich osob. U nich miiZze zpusobit smrt béhem kratké doby.
Vyty€ené cile téchto programii
1. posilit kvalitu kontroly TBC a HIV/AIDS (hlavné v rozvojovych zemich)

2. k naplnéni cilit miize dojit pouze pies spravné fizeni a uskute¢iovani vytyéenych bodu
plant

3. posilit laboratorni vySetfeni pro stanoveni adekvatni véasné diagnézy MDR a XDR-TB
4. rozsitit surveillanci MDR a XDR-TB pro lepsi porozuméni vyznamu (dulezitosti) a
trendiim rezistence 1éCiv a souvislosti s HIV

5. vyvinout a aplikovat kontrolni méfeni ndkazy k zamezeni pfenosu MDR a XDR-TB
jako ochrana pro pacienty, zdravotnické pracovniky a oblasti S vysokym vyskytem HIV
nakazy

6. nutna je osvéta (poucent) lidi

7. dilezité je ziskani a rozdéleni finan¢nich zdroji

8. musi se propagovat vyzkum a rozvoj nové diagnostiky, 1éCiv a vakcin

Global Response Plan 2007- 2008 uvadi ptesné ¢iselné (finan¢ni) udaje, které bude

tieba vynalozit k feSeni vazné situace v oblasti Siteni MDR a XDR-TB.

[17], [18]
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1.7 ANTITUBERKUKOTIKA
1.7.1 Antituberkulotika 1.linie

o)
N
[ N NH,
=
N

Pyrazinamid (PZA-amid pyrazin-2-karboxylové kyseliny) je dulezité 1éCivo 1. linie

a) Pyrazinamid

Vv 1écbé tuberkuldzy. Tato sloucenina ma pozoruhodné sterilizaéni ucinky, usmrcuje i
spici mykobakterie (persistujici tuberkulozni bacily). Pusobi pouze proti M. tuberculosis
komplexu organizmt (M. tuberculosis, M. africanum a M. microti), avSak nepisobi
proti M. bovis.

Mechanizmus ucinku: Pyrazinamid je prolécivo. Jeho aktivni formou je pyrazin-2-

karboxylova kyselina, ktera vznika plsobenim bakterialni
pyrazinamidasy/nikotinamidasy a zabudovdva se do nikotinamidovych nukleotidi
namisto kyseliny nikotinové. Aktivita pyrazinamidu je zavisla na pH prostredi, ve kterém
ma pusobit. Pfedpokladem toho jsou zjisténé MIC hodnoty pyrazinamidu, v pH 5,5 je 50
pg/ml. Pii pH 5,8 se MIC = 100 pg/ml a pti pH 6,1 je MIC = 200 pg/ml.

Za piitomnosti pyrazinkarboxylové kyseliny je v kyselém prostiedi vyznamné
redukovan uptake uracilu a methioninu, ¢imz dochazi ke snizeni syntézy RNA a proteind.
Inhibici syntézy RNA, proteinli a uptake serinu dochazi k naruSeni membranového
potencialu, ktery je nezbytny pro membranovy transport. Cilovym mistem plsobeni
pyrazinamidu a pyrazinkarboxylové kyseliny je tedy buné¢na membrana, ve které dojde k
naruSeni jeji funkce a membranového transportu. Kyselé pH je nezbytné pro aktivitu
pyrazinamidu, jelikoZ usnadiiuje vytvareni protonizované pyrazinkarboxylové kyseliny a
jeji prunik pfes membranu a naslednou kumulaci anionti a kationi kyseliny uvnitt
buniky.Dalsi vyznam kyselého pH, je zvySeni Uc¢inku pyrazinamidu a jeho schopnost

snizovat membranovy potencidl v jinych bakteriich. Tento fakt nebyl v kontextu s
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pyrazinamidem dfive pozorovan, az do t¢ doby nez bylo poukazano na schopnost
pyrazinamidu sniZzovat membranovy potencial. Pyrazinamid zkracuje dobu terapie TBC
tim, Ze je schopen zabijet nereplikujici 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  mykobakteriich spolu s deficitem mechanismu efluxu
pyrazinkarboxylové kyseliny a dale s relativné nizkou schopnosti udrzovat membranovy
potencial, vytvaii slabinu pro atak pyrazinkarboxylovou kyselinou v kyselém prostiedi.
Mykobakteria pak zanikaji na zéklad¢ poskozeni membranového potencialu, nikoliv na

pH gradient. Membranovy potenciél je nutny pro syntézu ATP F F ATPasou. Vysledkem

je pokles syntézy ATP ve starych a spicich mykobakteriich, které maji samotné jiz nizkou
zasobu energie.
Rezistence:

PZA-rezistentni klinické izolaty M. tuberculosis maji casto narusenou strukturu
pyrazinamidasy. Tato skutecnost dobte koreluje s faktem vzdjemného vztahu rezistence
pyrazinamidu a slabé cinnosti tohoto enzymu. Je zndmo, Ze hlavnim divodem PZA
rezistence jsou mutace pncA genu. Tyto ,,missense mutace” genu pncA se mohou
vyskytovat v jeho tfech mistech, a to v poloze 3-17, 61-85 a 132-142 aminokyselin. Pro
PZA rezistenci je jedinecny vysoky pocet mutaci genu pncA, avSak diky nepodstatnosti

pyrazinamidasy jako enzymu, jsou tyto mutace tolerovany.

Jako 1é¢ivo se pyrazinamid dobie perordln¢ absorbuje a distribuuje do vSech tkani a
télnich tekutin véetné likvoru. Mezi nezadouci ucinky patii hepatotoxicita a nefrotoxicita,

vzestup kyseliny mocové a s tim spojeny vznik dny, GIT potize a bolesti hlavy.

Sloucenina 5-chlorpyrazin-2-karboxamid pusobi inhibi¢né na synthetasu I mastnych
kyselin (FAS I).
[26], [28], [31], [32]
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b) Isoniazid
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Isoniazid (INH) je hydrazid kyseliny isonikotinové. Pasobi vylu¢né na mykobakterie,
na rostouci formy baktericidné a na klidova stadia pouze bakteriostaticky. Jedna se o
prolécivo, které ke své aktivaci, a tim ziskdni antituberkulotického ucinku potiebuje
aktivovanou mykobakterialni katalasu. Tento enzym urcuje citlivost M. tuberculosis k
isoniazidu [6]. Pro Gisp&sné plsobeni proti M. tuberculosis je nezbytny podil jak pyridinu,
tak hydrazidu. Rizné derivaty isoniniazidu jsou bud’ méné ucinné, nebo vykazuji horsi
farmakokinetické vlastnosti. M. tuberculosis snadno podléha ptisobeni isoniazidu, MIC
hodnoty se pohybuji v rozmezi 0,01-0,25 pg/ml. Isoniazid nevykazuje zadné ucinky proti

M. tuberculosis Vv anaerobnich podminkach. Mechanizmus tGéinku pifedpoklada

interferenci se syntézou kyseliny mykolinové- dllezité soucasti mykobakteridlni stény.
Isoniazid se v mykobakterialni buiice méni na kyselinu isonikotinovou, kterd se zde
hromadi. Dochazi k interferenci skyselinou nikotinovou (niacinem), jejiz amid je
soucasti koenzymu NAD'. NAD" je koenzymem oxidoreduktas. Plisobenim isoniazidu je
naruSena funkce téchto enzymd, které se ticastni syntézy kyseliny mykolinové.

Po perordlnim podani se dobfe absorbuje a distribuuje vcetné likvoru. Eliminace
spociva v acetylaci a ve vylu€ovani moci (€astecné v nezmeénéné formée). Mezi nezddouci
ucinky patii alergické reakce, hepatotoxicita, nedostatek vitaminu Bg (tvorba
hydrazonového komplexu) - postizeni centralniho i periferniho nervového systému. Pfi
dlouhé monoterapeutické 1€cb¢ isoniazidem muze vzniknout rezistence a mnoho bunék

schopnych tvofit kolonie (CFU) mohou zacit v infikovanych organech znovu bujet.

[4], [26]
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c¢) Ethambutol
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Ethambutol (EMB) je syntetické chemoterapeutikum se strukturou blizkou D-
arabinose. Po chemické strance jde o synteticky aminoalkohol [dextro-2,2-
(ethylendiimino)-di-1-butanol]. Poprvé bylo zavedeno v roce 1961. Sloucenina vykazuje
bakteriostaticky ucinek a jeji spektrum aktivity zahrnuje M. tuberculosis a fadu dalsi

pomalu se d¢licich netuberkuldéznich mykobakterii. Mechanizmus ucinku a zaklad

molekularni rezistence neni zcela zndmy. Rané studie zkoumajici ethambutol uvadeji
jako zaklad pro uUcCinek a bakteriostatické vlastnosti prostorové uspotadani molekuly
Vv absolutni S,S konfiguraci. Bylo navrzeno nékolik moznych hypotéz pro mechanizmus
Gginku EMB. Rada pivodnich studii zabyvajicich se aktivitou struktury EMB ukazuje, Ze
ucinek prisuzovany ethambutolu zahrnuje inhibici:

a) RNA metabolismu mykobakterii,

b) syntézy fosfolididti mykobakterii,

¢) ptenosu mykolovych kyselin do bunééné stény ve spojeni s arabinogalaktanem,

d) syntézy spermidinu,

e) ptemény glukdzy v monosacharidy (rand faze pfemény), které se podileji na tvorbé
polysacharidi (arabinogalaktan a arabinomannan). Tyto latky tvofi bunéénou sténu
mykobakterii.

Nedavné studie ukazaly, Ze arabinosyltransferasa IlIl. je zodpovédna za polymeraci
arabin6zy na arabinany, a dale pak na arabinogalaktany, které jsou nutné k syntéze
bunécné stény mykobakterii. Tento objev je povazovéan za primarni cil 1écby TBC. Tento
derivat etylendiaminu je uzivan v peroralni formé& rano nalac¢no. Z nezadoucich u¢inkt
lze uvést napf. neuritida n.optici (miZe vést k oslepnuti, zhorSeni ostrosti vidéni a
k poruSe vnimani zelené barvy). EMB je uzivan v kombinacich s jinymi antituberkulotiky

predevsim s isoniazidem a rifampicinem. [4], [26], [28], [29]
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d) Streptomycin

Streptomycin (STM) je aminoglykosidové antibiotikum s baktericidnim uc¢inkem
izolované ze Streptomyces griseus, které se sklada ze tfi komponent — streptidinu,
streptozy a N-methyl-L-glukosaminu. Po mnoho let byl STM uzivan jako lé¢ivo 1. linie
v1écbeé TBC. Ackoli byla u ného prokdzana zna¢na rezistence vici M. tuberculosis
pfi monoterapii, je tato latka stale bézné uzivana v rozvojovych zemich pii pocatecni
lécbé TBC (prvni 2 mésice chemoterapie) jako 1é¢ivo v kombinaci s dalsimi
antituberkulotiky 1. linie. Od roku 1960 postupné klesa v ekonomicky vyspélych zemich
kvili ¢astym nezadoucim ucinkim STM a diky existenci U€innéjsich 1é¢iv uziti tohoto

antibiotika. Mechanizmus u¢inku spociva v inhibici syntézy proteini vazbou na

ribosomalni podjednotku 30S, dale zplGsobuje chybné cteni genetické informace a
inhibici v inicidlni fazi translace mRNA. Rezistence STM byla intenzivné zkoumana u
mnohych bakterii a jako vysledek se uk4zal omezeny pocet chybnych mutaci v rpsL
genu, ktery se podili na kédovani ribozoméalniho proteinu S12. Dalsi mutace, zpisobujici

rezistenci na STM, byly odhaleny u 16S rRNA genu (rrs) v nukleotidech 530 a 912.
Mezi jeho hlavni nezadouci ucinky patii poskozeni ototoxicita, nefrotoxicita,

agranulocytoza, trombocytopenie a neutropenie.

[4], [29], [33]
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e) Rifampicin
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Tato latka je fazena mezi 1éciva 1. linie v 1é€bé TBC. Rifamipicin je semisyntetickym
ansamycinovym antibiotikem, které je produkovano kulturami Streptomyces
mediterranei. V nizsich davkach vykazuje tato latka bakteriostaticky a ve vysSich
davkach baktericidni ucinek. Plisobi na aktivni i latentni formy TBC. Mechanizmus
pusobeni je zaloZen na inhibici bakteridlni DNA-dependentni RNA-polymerasy, kterd
vytvafi zdkladni bilkoviny pro rlst mykobakterii a je zodpovédna za kopirovani jejich
genetické informace. Navzdory dulezitosti rifampicinu se v 1écbé TBC objevuji nové
rezistentni kmeny mykobakterii, které zptisobuji globalni problémy. Tato rezistence se
vyskytuje béhem terapie aktivni TBC a vznikd mutaci B-podjednotky genu ribozomalni
polymerasy. Rifampicin se po perordlnim podéni dobte absorbuje, 1épe nalacno. Pacienta
je tieba upozornit na nezaddouci ucinky jako je hepatitida, trombocytopenie, GIT obtize a
oranzové zbarveni slin, moce, potu a slz. Tato latka patfi mezi nejvyznamnéjsi
antituberkulotika, je rezervovan prioritné na terapii TBC, v dalsi fadé pak na atypicka
mykobakteria (M. leprae, stafylokokové infekce). Pouziva se v kombinaci s jinymi
antituberkulotiky, aby se ptedeslo riziku vzniku rezistence, a to pfedevs§im s isoniazidem
a etambutolem.

[26], [27], [30]
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1.7.2 Dalsi antituberkulotika pouZivand v terapii

a) Fluorochinolony
y
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Slouceniny struktury 7-fluor-4-oxo-1,4-dihydro-chinolin-3-karboxylové kyseliny jsou
dilezitou skupinou fluorovanych latek. Vykazuji silny antibakteridlni ¢inek se Sirokym
spektrem plsobeni proti G+ a G- bakteriim, mykobakteriim, anaerobim a organizmui
rezistentnim na antibakterialni 1é¢iva. Vyznam fluorochinoloni v boji proti infekéni
nemoci je datovan od 80tych let minulého stoleti, kdy byl vyvinut norfloxacin. Tato
sloucenina vykazovala Siroké spektrum ucinku a lepsi farmakokineticky profil proti G- a
nékterym G+ bakteriim diky kombinaci atomu fluoru na pozici 6 a piperazinilové skuping
na pozici 7. Po tomto UspéSném objevu bylo nasyntetizovano velké mnozZstvi
fluorochinolonti s vylepSenymi vlastnostmi jako je rozpustnost, antimikrobakterialni
ucinek, prolongovany poloCas rozpadu, niz§i pocet vedlejSich ucinki, peroralni a
parenteralni cesta podani. Do této skupiny se jmenovité tadi nésledujici léciva:
levofloxacin, moxifloxacin, oxifloxacin, gatifloxacin a sparfloxacin. Primarné se uzivaji
v piipadech zahrnujicich rezistenci nebo nesnasenlivost k 1. linii antituberkulotik.
Nejlepsi baktericidni a steriliza¢ni aktivitu vykazuje z uvedenych moxiloxacin.

Mechanizmus uc¢inku fluorochinoloni probiha skrze inhibici dvou bakteridlnich

enzymu, které se podileji na jejich mnozeni. Enzymy se nazyvaji: (1) DNA gyrasa
(topoizomerasa II) a (2) topoizomerasa IV. DNA gyrasa je enzym nezbytny pfi replikaci,
transkripci a opravé bakteridlni DNA. Topoizomerasa IV se podili na odstranéni
propojeni mezi dcefinymi chromozomy, ¢imz dojde Kk rozdéleni ve dvé dcefiné bunky na
konci celé replikace. Pro G- organizmy je ucinna DNA gyrasa, pro G+ bakterie je

ucinnéjsi topoizomerasa IV. Vys§i efektivity novych fluorochinoloni ve srovnani
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a proti topoizomerase IV. Tim se také zabranuje rezistenci na fluorochinolony.
[26], [27], [30]

b) Cykloserin

Cykloserin ((R)-4-amino-isoxazolidin-3-on) ze Steptomyces garyphalus respektive
Steptomyces orchidaceus je antibiotikum se Sirokym spektrem ucinku. Pisobi na
grampozitivni i gramnegativni bakterie, v€etné mykobakterii. Pfipravuje se vyhradné
synteticky z hydrochloridu methylesteru D-serinu, ktery se reakci s chloridem
fosfore¢nym pifevede na methyl-2-amino-3-chlorpropanoat. Ten s hydroxylaminem
cyklizuje na cykloserin.

Mechanizmus t¢inku je zalozen na inhibici enzymu alanin-racemasy (konvertuje L-ala

na D-ala) a D-alaninsyntetasy. Tim se brani biosyntéze peptidoglykanu (syntéze bunééné
stény).

Cykloserin se dobie absorbuje z GIT a distribuuje do tkani. VétSina latky je aktivné
vyloucena do moci.

Uziva se jako antituberkulotikum v kombinacich, kdyz jsou kmeny M. tuberculosis

rezistentni k antituberkulotikim 1.linie.

[34]
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c) Kapreomycin
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Tato sloucenina je cyklicky peptid. Tato latka mé schopnost piisobit proti Siroké Skale

N
H

bakterii, kterd zahrnuje také bakterie vyvolavajici tuberkuldzu. Maji baktericidni Gc¢inek.

Mechanizmus u¢inku je zaloZzen na vazbé kapreomycinu na 70S ribozomalni

podjenotku, a tim dochazi k syntéze abnormalnich proteint. K pruniku polypeptidd do
bunky dochazi pomoci na kysliku zavislého aktivniho transportu v ramci polyamidového
transportniho systému.

Polypeptidova antibiotika ptsobi baktericidné a tento uc¢inek je podpoten plisobenim
»agenta®, ktery zabranuje syntéze bunécné stény.

Kapreomycin se jako léCivo uziva v kombinacich sjinymi 1éCivy plsobicimi na
mykobakterie, které je velmi obtizné eliminovat. Pti uzivani kapreomycinu v monoterapii
vznikd v kratkém obdobi rezistence. Je uZivan v pfipadé, kdyZz ostatni 1éciva
s antituberkulotickou aktivitou jiz vykazuji rezistenci. Kapreomycin se podava injekéné
kvili jeho nizké absorbci z traviciho traktu. Mezi jeho nejCastéjsi nezddouci U€inky patii
nefrotoxicita (poSkozeni bunék tubull) a otoxicita.

[35]
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d) Isoxyl
OO

Isoxyl (thiokarlid 4,4 -diisoamyloxydifenylthiomocovina) je znam jako uc¢inné
antituberkulotikum v klinickém uzivani. Je G¢inny i proti MDR-TB. V sou¢asné dobé
bylo prokazano, ze isoxyl ma zna¢nou antimykobakterialni in vitro aktivitu a paisobi proti
riznym klinickym izolatim ,,multidrug™ rezistentnich kmenti M. tuberculosis v citlivém

rozsahu 1-10 pg/ml. Mechanizmus udinku této latky je zaloZen na inhibici syntézy

mykolovych kyselin bunécné stény a kratkych fetézcli nenasycenych mastnych kyselin.

[36]
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e) Makrolidy

we 1 Makrolidy jsou bakteriostatickd ATB
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o N:CHgoH jako je M. leprae a M. avium. Jsou
HO e © odvozena od erythromycinu (1952),
jehoz struktura je tvofena 14ti ¢lennym
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makrocyklickym laktonovym kruhem, k
Klarithromycin némuz jsou piipojené dva cukerné
zbytky. Bohuzel byl rozvoj makrolidu
omezen kvili nedostateéné uc¢innosti proti tuberkuldoznimu bacilu na ptipady MDR-TB.
Rezistence makrolidii k mykobakteridlnimu komplexu existuje kviili vyskytu genu erm37
u mykobakterii. V soucasnosti je nejvice ucinnym makrolidem klarithromycin, ktery
inhibuje 8 z 23 kmenti M. tuberculosis s MIC < 8 pg/ml. Do této skupiny dale patii
erythromycin, spiramycin, josamycin, roxithromycin, dirithromycin a azithromycin.

Mechanismus ucinku spo¢iva v inhibici syntézy bilkovin. Makrolidy se vazi

reverzibiln€ na receptor umistény na 50S podjednotce ribosomu, a tim dojde k inhibici
bakteridlni syntézy proteind.
Nov¢jsi derivaty se od erythromycinu lisi velikosti a substituci laktonového kruhu..

Spole¢né nezadouci Gi€inky zahrnuji Spatnou gastrointestinalni toleranci.
Pouziti:
VétSina makrolidovych ATB sice inhibuje rGst mykobakterii, ale nemaji dostate¢né

vysokou antituberkulotickou aktivitu. Pouze azitromycin vykazuje ucinnost na atypicka

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

[27].[29]
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1.7.3 Potencionalni antituberkulotika

a) Diarylchinolony

Nova skupina 1éc€iv, kterd je pfibuzna s chinolony a fluorochinolony. Blokuji syntézu
bakteridlni ATP syntetasy a mohou potlacit rist mykobakterii do jednoho tydne.
V soucasné dobé existuje 20 molekul s antituberkulotickou aktivitou. Nejvice u¢innou
latkou z této série je R207910. Je to Cisty enantiomer s€ dvémi chirdlnimi centry. Smés
diastomert je pfipravovana v 5ti krocich a R207910 je ziskana z vysledné smési ¢tyfech
izomeru. Jedna z prednosti této latky je selektivni antimykobakterialni aktivita in vitro.
MIC pro M. tuberculosis je 0,03-0,12 ug/ml a pro ostatni mykobakterie (M. smegmatis)
0,003-0,500 pg/ml, coz jsou celkem nizké hodnoty. Kdezto vyssi MIC vykazuji testy u
béznych patogent jako je Staphylococcus aureus (MIC > 32 pg/ml), Streptococcus
pneumoniae (MIC > 32 pg/ml). Tato selektivni aktivita by se mohla osvédcit
k uspé€snému snizovani klinického uziti vyhradné u 1é¢by TBC a non-TBC mykobakterii
a tim omezit rozvoj 1ékové rezistence. R207910 vykazuje in vitro aktivitu u kmenti M.
tuberculosis rezistentnich na existujici antituberkulotika (isoniazid, rifampicin,
streptomycin, ethambutol, pyrazinamid a moxifloxacin). Vyzkum také ukazal, Ze inhibuje
rast MDR-TB kment. Objev rezistence mykobakterii k této latce je spojen s rezistenci
k rifampicinu. Tyto rezistentni kmeny vSak snadno podléhaji jinym antituberkulotikiim.
Dospélo se knazoru, ze R207910 inhibuje protonovou pumpu M. tuberculosis
(Mechanizmus uéinku spo¢iva v inhibici mykobakteridlni protonové pumpy Fo F; H*
ATPasy.

[27]
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b) Cerulenin

Cerulenin je inhibitorem syntetasy mastnych kyselin typu I a II, a to skrze ireverzibilni
inhibici B-ketoacyl syntetasy, ktera slouzi jako enzym pro kondenzaci v biosyntéze
mastnych kyselin. Buné¢na sténa mykobakterii zahrnuje velké mnozstvi komplext lipidd,
které se skladaji z dlouhych fetézcti mastnych kyselin. Produkty syntetasy mastnych
kyselin jsou mastné kyseliny s dlouhymi fetézci. Mykobakterie obsahuji syntetasu
mastnych kyselin typu I a II. Autofi se domnivaji, Ze jedine¢né plisobeni ceruleninu na
mykobakterie je zaloZzeno na pusobeni proti syntetasam mastnych kyselin typu I a IL
Ukézalo se, ze cerulenin vykazuje in vitro synergistické pusobeni v kombinaci
s rifampicinem, isoniazidem, ofloxacinem, amikacinem a klofaziminem. Jeho u¢inek je
srovnatelny s ethambutolem. Soucasné vyzkumy potvrdily inhibici u fady mykobakterii

zahrnujicich i rezistentni M. tuberculosis s hodnotou MIC v rozmezi 1,5- 12,5 pg/ml.

[27]
c) kyselina trans-cinnamova

WDH

Trans-cinnamova kyselina vykazuje synergistické plsobeni pifi pouziti s fadou
antituberkulotik (rifampicin, isoniazid, ofloxacin, amikacin a klofazimin), a to u deseti
z osmnacti kombinaci. Tento synergisticky uéinek vykazuje kyselina u citlivych i
rezistentnich organizmu. I pies tento zdarny objev byl dal$i vyzkum trans-cinnamové

kyseliny pozastaven [27].
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d) Nitroimidazopyrany

Tyto slouceniny jsou svoji strukturou piibuzné antimykobakterialni latce metronidazolu.
Pouziti nitroimidazopyranu bylo zamysleno pro oblast onkologie, kde by tyto latky
slouzily jako radiosenzitizéry. Avsak jejich pouziti bylo rozsiteno i pro oblast 1écby TBC,
nebot’ vykazuji G¢inek proti kulturam replikujicich se M. tuberculosis. Ve vyvoji téchto
sloucenin bréanily jejich mutagenni vlastnosti, které jsou u sloucenin vyvijenych
Vv soucasné dob¢ vyruSeny, i kdyz si latky zachovavaji antituberkulotickou aktivitu.
Nejaktivnéj$i zéstupci:

1. PA-824

V soucasné dob¢ je tato latka ve fazi klinického vyvoje. Byla u ni in vitro prokazana
aktivita proti M. tuberculosis. U¢inek vykazuje jak proti pomalu se délicim, tak i proti
rychle se délicim mykobakteriim. Pfedpokldadd se ucinek na latentni formy i
multirezistentni kmeny M. tuberculosis. MIC této latky se pohybuje v rozmezi 0,015-
0,250 pg/ml. PA-824 také vykazuje dobrou in vitro aktivitu u MDR-TB izolatd s MIC
v rozmezi 0,039-0,531 pg/ml. Mechanizmus uU¢inku je jedine¢ny. Inhibuje syntézu
ketomykolové kyseliny. Rovnéz tato latka inhibuje syntézu bilkovin a mastnych kyselin,
které jsou nezbytné pro syntézu bunécné stény. PA-824 je prolécivem, u néhoz dochézi
k redukci nitroskupiny na aminoskupinu. Tato latka vykazuje tuberkulocidni G¢inek pii
peroralnim podani.
[27], [30]
2. OPC-67683
Farmaceuticka spole¢nost Otsuko, Japonsko ptipravila sérii opticky aktivnich 6-nitro-
2,3-dihydroimidazo[2,1-bJoxazolti pro 1écbu TBC. Jako ucinnou se jevi OPC-67683
sloucenina se silnou in vitro a in vivo aktivitou proti citlivym i rezistentnim kmeniim M.

tuberucolsis.
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In vitro data

Tato sloucenina byla podrobena testim proti standardnim i proti klinicky izolovanym
kmeniim M. tuberculosis. Proti standardnim kmentim (zahrnuji citlivé i monorezistentni
kmeny) vykazovala MIC prekvapivé nizkou (0,006-0,012 pg/ml). In vitro aktivita byla
porovnana s aktivitou u isoniazidu, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, a PA-824.
Vysledky byly shledany jako vyrazné nizs$i u OPC-67683. U testovani OPC-67683 proti
klinicky izolovanym kmenim byly vysledky velmi ptekvapivé. OPC-67683 vykazala
MIC 0,012 pg/ml, coz je minimalné¢ 8krat siln¢j$i ucinek nez u ostatnich testovanych
1é¢iv. Dale byl prokazan G¢inek proti rezistentnim kmentm, pii kterém nebyla potvrzena
zktizena rezistence s nékterym z uzivanych antituberkulotik. Pfi sou¢asném podani vice
1éciv proti TBC nepusobi jako jejich antagonista. OPC-67683 taky ucinkuje proti
intracelularni M. tuberculosis v T bunikach. Tento G¢inek je porovnatelny s rifampicinem

ve vyssich koncentracich a je lepsi nez u isoniazidu a PA-824 [27].
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e) Oxazolidinony

PNU-100480

Tyto latky pfedstavuji novou skupinu s antimykobakteridlni aktivitou v poslednich
20ti-30ti letech. V roce 1987 byly objeveny 2 slou¢eniny DuP 721 a DuP 105. Tyto latky
vykazovaly parenteralni a perordlni aktivitu. Kviili jejich toxicité byl jejich dalsi vyvoj
pozastaven. Bez ohledu na tyto komplikace se 2 farmaceutické spolecnosti rozhodly
pokracovat ve zkoumani téchto latek. V roce 1996 byly uveiejnény 2 netoxické derivaty
pod nazvy eperezolid (U-100592) a linezolid (U-100766). Dosud je v klinické praxi
pouzivany pouze linezolid, ktery vykazuje dobrou in vitro i in vivo aktivitu. Jiné
slouceniny z této skupiny vykazuji srovnatelnou aktivitu s isoniazidem a rifampicinem
(MIC= 2-4 png/ml), avsak nebudou v budoucnu pfipravovany (napi. PNU-100480).
Nejnovéjsi soucasné slouceniny — RBx 7644 a RBx 8700 — vykazuji slibnou MIC proti

MDR-TB kmenim. Mechanizmus 1u¢inku spoc¢ivd v inhibici zahdjeni syntézy
peptidového fetézce, kdy se na sebe navazuji ribozomy, mRNA a ,startovni komplex
tRNA + aminokyselina®.

Jak jiz bylo uvedeno, v klinické praxi je ztéto skupiny latek pouzivany pouze
linezolid. Proto zde blize popiSi jeho vlastnosti. V perordlnim uvZziti ma 100%ni
biodostupnost a maximalni plazmatické koncentrace dosahuje za 1-2 hodiny po poziti.
Tato latka vykazuje nizkou vazbu na plazmatické bilkoviny a bez omezeni se distribuuje

do dobie propustnych tkani.
[27]
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f) Pyrroly

Vyzkum nékterych azolovych derivatii vykazal silny inhibi¢ni u¢inek in vitro a in
vivo. To vedlo k odhaleni pyrrolového derivatu BM 212 jako mimotadné silné 1écivo se
selektivné antimykobakteridlnimi ucinky. Jeho MIC se pohybuje v rozmezi 0,7 — 1,5
ug/ml. U mnoha kmeni M. tuberculosis zahrnujici kmeny rezistentni k ethambutolu,
isoniasidu, amikacinu, streptomycinu, rifampicinu a rifabutinu. Jeden kmen rezistentni na
amikacin vykdzal vys§si MIC, ktera ma hodnotu 6,25 pg/ml. BM 212 inhibuje
intracelularni mykobakterie podle zplsobu davkovani (cca do sedmi dni). MIC se
pohybuje v hodnoté 0,5 pg/ml, pii koncentraci v hodnoté 1,0 pg/ml sméfuje ke 100%ni
inhibici. Tato latka vykazuje silny Gc¢inek proti kandidam. BM 212 slouzi jako zékladni
struktura pro vyvoj dalSich slouCenin s jesté vys$Simi antimykobakteridlnimi ucinky.
V soucasné dob¢ byly uvedeny derivaty s pyrrolovym jadrem na pozici 1 a 5. Nejnovéjsi
slouéeninou z téchto vyzkumu je 1-(4-fluorfenyl)-2-methyl-3-(thiomorfolin-4-yl) methyl-
5-(4-methylfenyl)-1H-pyrrol,5. Tato sloucenina je velmi aktivni proti M. tuberuculosis
sMIC = 0,4 pg/ml a vykazuje vysoky index ochrany (160). Oproti této slouceniné
vykazuji isoniasid a rifampicin index ochrany pouze 128. K jinym pyrrolim jako je LL-
3858 existuji pouze dil¢i informace. Tato latka je v soucasné dobé v 1. fazi klinickych
studii. V murinovych modelech vykazuje LL-3858 vysoky baktericidni u¢inek na rozdil
od monoterapie s isoniazidem. Preklinické studie na zvifatech ukazaly, Ze se tato latka
dobte absorbuje pii hodnotach v séru vysSich nez MIC, ma lepsi polocas rozpadu a Cpax

nez isoniazid [27].
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g) Analoga ethambutolu

OH

H
\)iN/\/N

H
HO

Diky jednoduché struktufe etambutolu a ucCinku proti M. tuberculosis se
kombinatorialni chemie zacala zabyvat piipravou derivatii etambutolu. Touto metodou
bylo otestovano ptes 63000 sloucenin na in vitro ucinek proti M. tuberculosis. Skrze
proces UspéSnosti testli in vitro a in vivo byla vyselektovana jedna velmi Gspésna latka —
SQ 109. Jeji struktura je zaloZena na 1,2-dietylendiaminu a obsahuje ve své struktuie
tricyklicky fragment adamantin. Tricyklicky fragment ptispiva k dobrému umisténi této
slouCeniny v plicich, jak je patrné i u jinych latek obsahujicich adamantin (napf.
rimantadin). SQ 109 bylo testovana proti citlivym i monorezistentnim kmendm M.
tuberculosis. MIC SQ 109 proti Erdman je 0,385 pug/ml, proti etambutol rezistentnim
kmentm je 0,77 a 0,54 pg/ml, proti izoniazid rezistentnim kmentim je 0,77 pg/ml a proti
rifampicin rezistentnim kmentim je < 0,385 pg/ml. Nizkd MIC hodnota proti etambutol
rezistentnim kmenlim je obzvlasté zajimanych a povzbudivym vysledkem. Vyzkumnici
vV této oblasti se domnivaji, ze SQ 109 jiny cil plsobeni nez etambutol, odliSny

mechanizmus ucinku a cestu pisobeni na mykobakterie [27].
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h) Rifamyciny

Rifamycinova antibiotika jsou zndma jako jedny z nejvice ucinnych antituberkulotik.
Jejich objeveni a Siroké pouziti znamenalo obrat v 1é¢bé TBC, protoze se diky témto
latkam zkratila doba 1é¢eni na Sest mésici. Mezi rifamyciny se tadi: rifampycin (nékdy
uvadény pod nazvem rifampin), rifabutin, rifapentin, rifalazil a rifametan. Blizsi
informace o charakteristice a mechanizmu pisobeni rifampicinu jsou uvedeny

v samostatné kapitole.

Rifabutin

Tato sloucenina je prvnim rifamycinem schvalenym FDA (Food and Drug
Administration) na prevenci Mycobacterium avium komplex (MAC) zpusobujicich
onemocnéni u lidi s virem HIV. Lidé s MAC jsou siln¢ vy€erpani, maji nizkou hmotnost,
bolesti bficha, no¢ni poceni, horecky, ledvinnou nedostate¢nost a jsou v ohrozeni Zivota.
Rifabutin je pouzivan v kombinaci s jinymi lé¢ivy napiiklad ciprofloxacin, ethambutol,
amikacin, azitromycin a klaritromycin. Ve studiich srovnavajicich aktivitu mezi
slouceninami ze skupiny rifamycint dosahl rifabutin srovnatelné nebo i vyssi sterilizacni
ucinky nez rifampycin. Studie potvrdily, Ze ¢asnd baktericidni aktivita rifabutinu je nizsi

nez aktivita rifampycinu.

Rifapentin

Tento substituovany cyklopenyil byl schvalen FDA v roce 1998 a ma stejné spektrum
ucinkd jako rifampicin. Dtlezity rozdil mezi témito dvéma 1éCivy je v polocase rozpadu.
Rifapentin ho vykazuje 4krat delSi, a to diky své vysoké lipofilité, kterd usnadiuje

penetraci latky pres tkané.
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Rifalazil

Tato sloucCenina je derivatem bensoxazinorifamycini, kterda je také uvadéna pod
nazvem KRM 1648. Vykazuje silny baktericidni uc¢inek proti M. tuberculosis in vitro i in
vivo. Studie in vitro prokazaly, ze rifalazil 64krat ucinngjsi proti M. tuberculosis nez
rifampycin. M4 dobrou peroralni aktivitu a polo¢as rozpadu 60 hodin.
Rifametan

Tento semisynteticky analog, ktery je uvadén i pod oznaceni SPA-S-565, se
vV souCasné dob€ nachdzi ve druhé fazi farmakokinetickych studii. Jiz v prvni fézi
vykazoval lepsi vysledky nez rifampycin.

[26], [27], [30]

1) Thioacetazon

H,C N
H

Tato slouCenina uzivana v 1é€be tuberkulozy vykazuje pouze slabou aktivitu proti M.
tuberculosis . Slouzi spiSe k pfedejiti rezistence na ucinnéjsi 1é¢iva jako je isoniazid a
rifampicin. Nepouziva se jako 1é¢ivo samostatné, nybrz v kombinacich. Pisobi podobné
jako ethambutol. Lécba thioacetazonem je vyhodna z divodu ceny, protoZe je velmi
levny, a proto je uZivan piedevsim v zemich ttetiho svéta. Avsak 1 zde jeho pouZiti klesa.
Thioacetazon zpusobuje zavazné, Castokrat az fatalni, kozni reakce u HIV pozitivnich

pacientd. [37]
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2  TEORETICKA CAST

21 LECIVA NA BAZI PYRAZINU PRIRODNIHO A
SYNTETICKEHO PUVODU

Nesubstituovany pyrzin, 1,4-diazin, pfedstavuje velice symetrickou molekulu. Jedna
se o slabé aromatickou slouceninu, kterd se svymi vlastnostmi blizi vlastnostem
terciarnich alifatickych amini a chova se jako slaba dvojsytnd baze. Jednoduché
pyraziny, nejcastéji alkylované, alkoxylované ¢i sirné derivaty se v pfirodnich zdrojich
vyskytuji v relativné malych mnoZstvich. V rostlindich a hmyzu plni pyraziny tlohu
atraktantd, feromon ¢i signalnich latek, v potravinadch maji vyrazné senzorické vlastnosti
(vonidla, chutidla).

Mechanismus  tvorby pyrazinového jadra Vv pfirodnich  zdrojich  spociva
v autokondenzaci  a-aminokarbonylovych  sloucenin, popf. kondenzaci  o,B-
dikarbonylovych a o,B-diaminosloucenin, vznikajicich pfi fermentaci sacharidi a
bilkovin.

Biologicky aktivni pyraziny jsou jak pfirodniho, tak syntetického ptivodu. Rozmach
syntézy pyrazinovych sloucenin nastal teprve na ptelomu 70. a 80. let 20.stoleti.

Vedle ptiznivych 1é€ebnych Gcinkli se objevily 1 zpravy o nezadoucich a toxickych
vlastnostech. Velmi toxické diaziny (resp. imidazochinoxaliny) vznikaji zahfivanim
smési sacharidl, aminokyselin a kreatininu. Ke tvorbé karcinogennich a mutagennich
heterocyklickych amini (pyrazint, pyridintt) dochdzi zejména pfi zahtivani masa. Jedna
se o typické produkty Maillardovy reakce, neboli neenzymového hnédnuti, které nastdva
zahfivanim nebo skladovanim produktd, které obsahuji cukry, aminokyseliny nebo jiné

dusikaté latky.
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2.1.1 Pyrazin v pfirodnich slouéeninach:
- kakaové maslo a kakaové boby (chut’ a viin¢ ) — 2,3-dimethylpyrazin

2-ethyl-3,5-dimethylpyrazin
triethylpyrazin
- cervené vino — 3-isopropyl-2methoxypyrazin

- vaiené a smazen¢ jidlo (vafené hovézi maso, syr, pivo...)

Pyrazinové slouceniny jsou tvofené celou fadou plisni.

- Dbaktericidné¢ ucinné antibiotika kyselina aspergillova  (6-sec-2-hydroxy-3-
isobutylpyrazin-1-oxid) z Aspergillus flavus.

- antifungaln¢ aktivni pigment kyselina pulcherriminova (kyselina je produkovéna
kvasinkou Candida pulcherrima

- antifungalné aktivni sloucenina izolovana z kmene Streptomyces- ememycin (3-

hydroxypyrazin-1-oxid).

2.1.2 Pyrazin v syntetickych sloucenindch:
Synteticky pfipravované pyraziny vykazuji rovnéz celou Skalu farmakologickych ucinkda.

Rada znich se pouziva jako dilezitd 1é¢iva. Prvnimi 1é¢ivy, ktera byla zavedena do
klinické  praxe, byla sulfonamidova  chemoterapeutika  sulfapyrazin  (2-
sulfanylaminopyrazin v roce 1941) a jeho pozdéji zavedena strukturni varianta sulfalen.
Pyrazinové jadro zde neni farmakoforem; 1,4-diazin v téchto molekulach je soucasti

postranniho substituentu ovliviiujiciho pouze farmakokinetické vlastnosti 1écive latky.

H.N

sulfapyrazin (R = H)

H
_N_ _N
O/’S\‘ | N sulfalen (R = OCH,)
o =
R N
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Diametraln¢ odlisna role piipadd pyrazinovému kruhu v ptfipadé antituberkulotika
pyrazinamidu (amidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny). Jedna se o prekurzor (prolécivo),
nebot’ uvnitf tuberkulotické buniky hydrolyzou vznika antimykobakteridlné velmi aktivni
pyrazin-2-karboxylova kyselina. Mechanizmus u¢inku pyrazinamidu spociva
Vv intracelularni inhibici nikotinamidasy, resp. pyrazinamidasy.

Modifikace struktury antituberkulotika pyrazinamidu se stala od konce 50tych let 20.
stoleti nosnym programem fady laboratofi, které se snazily a stdle se snazi vyvinout
antimykobakterialn¢ aktivnéjsi 1éCivo nez pyrazinamid. K perspektivnim latkdm patii
jednoduché chlorované pyrazinové derivaty, které maji charakter proléciv (estery ¢i
amidy pyrazinkarboxylové Kkyseliny: terc-butylester 5-chlorpyrazin-2-karboxylové
kyseliny; 5-chlorpyrazin-2-karboxamid).

Dalsimi syntetickymi latkami obsahujicimi pyrazinovy kruh jsou naptiklad:
- kalium Settici diuretikum amilorid, ¢asto uzivany v 1é¢bé hypertenze,
- peroralni antidiabetikum glipizid s vyraznou hypoglykemickou aktivitou,

- eszopiklon jako prvni latka z rodiny nebenzodiazepinovych hypnotik.

[19]
Q oH.C
N
¢y X Ik e =
=
N e
pyrazinamid amilorid terc-butylester 5-
chlorpyrazin-2-karboxylové
kyseliny
0 N=—
L)
[ NN
o\fo
eszopiklon [Nj
I
CH
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2.2 VLASTNOSTI PYRAZINOVEHO JADRA

Pyrazin, 1,4-diazin, piedstavuje vysoce symetrickou molekulu. Jednd se o slabé
aromatickou slouceninu, kterd se svymi vlastnostmi blizi vlastnostem tercidrnich
alifatickych amini a chova se jako slaba dvojsytna baze (pK;= 0,57; pK; = 5,51).
Pyrazinové jadro je planarni utvar, ktery miize byt zndzornén jako rezonan¢ni hybrid

nékolika zakladnich struktur.
N\ /N . "N N." .
| P - | - [ | - [ j - etc.
~ ~ P
N N N N

Z hustot II-elektront v pyrazinovém a pyridinovém kruhu je zfejmé, Ze hustota I1-

elektroni je zvySend na dusikatych atomech oproti uhlikatym atomim. Vypoctené
hodnoty se od naméfenych téméf nelisi. Z toho plyne, ze hustoty II-elektron na o-
uhlicich pyrazinu a pyridinu jsou velmi podobné a miizeme proto ofekavat podobnou
chemickou reaktivitu a-substituovanych pyrazina a pyriding.

Meziatomové vzdalenosti jsou u pyrazinu a ostatnich diazini sice podobné, ale poloha
druhého dusikatého atomu zna¢né€ ovliviiuje geometrické molekuly.

Pyrazin, podobné jako ostatni diaziny, nepodléhd snadno elektrofilnim substancim,
napt. Friedel-Craftsovym aromatickym substitucim, které vedou k piipravé arylketont.
Ptimy elektrofilni atak je ztiZzen induktivnim efektem dusikovych atomt pyrazinu, a tedy

existenci rezonancnich struktur, které jsou pfi¢inou kladného naboje na atomech uhliku

S 4

[19]
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2.3 PRIPRAVA N-OXIDU

N-oxidy pyrazinu se nejcastéji piipravuji pomoci peroxidu vodiku v prostiedi kyseliny
octové. V zavislosti na délce zahtivani, teplot¢ a molarni koncentraci H,O, piechazi
pyrazin na 1-mono nebo 1,4-dioxid [20].

V mém piipadé jsem pouzila jak vychozi sloueninu pyrazinamid. Po oxidaci pomoci
H,0, v prostiedi kyseliny octové za podminek 6 h., 90 °C vznikd smés tii pyrazin-N-
oxidu v poloze 1-N-oxid, 4-N-oxid nebo 1,4-N,N-dioxid.

Pro syntézu dal$ich latek uzivam pouze 1-N-oxid-pyrazinkarboxamidu.

O
N
| \])kNHz
=
|}l+
O.

+
N Hzoz N

| X NH, > [ A NH,
P CH,COOH _
N

(6h, 90°C) N

[22]
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2.4 HALOGENACE PYRAZINOVEHO JADRA
Obecné:

Halogenpyraziny umoziiuji piipravu mnoha jinak nedostupnych derivati diky snadné
zamén¢ atomu halogenu za nukleofil (molekula s volnym elektronovym pérem).
Halogenderivaty se daji pfipravit tfemi klasickymi zplsoby. Prvni z metod spociva
Vv piimé reakci pyrazinu s halogenem v plynné fazi, druha metoda je zaloZena na zaméné
hydroxylu ¢i aminoskupiny na pyrazinovém jadfe halogenem piisobenim chloridu ¢i
bromidu fosforylu. Nejcastéji se vSak halogenderivaty pyrazinu ptipravuji nukleofilni

halogenaci N-oxidu pyrazinu. Halogenace probiha nejcastéji do polohy 2, méné ¢asto do

polohy 3 . [21]
Moje syntéza:
Naslednou chloraci N-oxidu-pyrazinkarboxamidu plsobenim POCl;

(fosforoxychloridu) za odstépeni molekuly vody (dehydratace) vznika smés tii
chlorovanych pyrazinkarbonitrili. A to: 3-chlorpyrazin-2-karbonitril, 5-chlorpyrazin-2-
karbonitril a 6-chlorpyrazin-2-karbonitril. Jednotlivé latky se od sebe oddé€luji ,,flash*

kolonovou chromatografii.
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[22], [23]
2.5 AMIDACE

Amidace je dalSim krokem v syntéze sloucenin. Probihd za pomoci formamidu
(HCONHy) a persiranu amonného ((NHz)2S20s).
Vznika smé¢s tii produkti :
3-chlor-5-kyanpyrazin-2-karboxamid, 5-chlor-6-kyanpyrazin-2-karboxamid a 3-chlor-6-
kyanpyrazin-2-karboxamid [24].

Na dalsi syntézu uzivam 3-chlor-5-kyanpyrazin-2-karboxamid.

0 N
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N
N //N HZN)i \]/
X |
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2.6 AMINODEHALOGENACE

Touto reakci dochdzi k navazani arylu na pyrazinové jadro a k odStépeni kyseliny

X

chlorovodikové diky plisobeni pyridinu.
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2.7 PRIPRAVA FUNKCNICH DERIVATU KARBOXY-
LOVYCH KYSELIN

R R
HN.__N__CN a . HN._ _N.__CSNH,
1y 1y
H,NOC™ "N H,NOC™ N

R Q/R
a HN

HNIN\j/CN o IN\j/C
| _
NG N CSNH;” N

2
R = alkyl, halogen, nitril, alkynyl
a...(NHy),S/CH30H, b...POCl3, c...Lawessonovo ¢inidlo

SNH,

[25]

V mém piipade¢ se jedna o chemickou syntézu za pouziti ¢inidla a) (sirniku amonného
v prostfedi methanolu) za vzniku karboxamidi a karbothioamidd a cinidla b)
(fosforoxychloridu) za vzniku dikarbonitrilti. Pouziti ¢inidla ¢) (Lawessonova ¢inidla) je

pro ziskani karbothioamidl také moZzné, avsak ja jsem tento krok neprovadéla.
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3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1 PRISTROJE A CHEMIKALIE

U pouzitych chemikalii byly ovéteny fyzikalni konstanty. Rozpoustédla byla pied
pouzitim vysusena a ¢iSténa obvyklym zpisobem.

Pribé¢h reakci 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
soustaveé propanol - amoniak (2:1). Detekce byla provadéna UV svétlem o vinové délce
254 nm.

Latky pro analyzu byly pfecistény krystalizaci s aktivnim uhlim.

Teploty tani 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.

Infracervena spektra byla zméfena pani Vencovskou na KAOCH FaF UK na

spektrometru Nicolet Impact 400. Latky pevného charakteru byly méfeny v tabletach

-1
bromidu draselného (navéazka 0,7 mg latky na 200 mg KBr), vinocty jsou uvadény v cm .

1 13
Ha C NMR spektra byla méfena na pfistroji Varian Merkury — Vx BB 300 (299,95

1

1 3
MHz — Hand 75,43 MHz — C) Bruker Comp. (Karlsruhe, Némecko). Méfeni provedl a

spektra vyhodnotil doc. PharmDr. J. Kune§, CSc. z KAOCH FaF UK. Chemické posuny
jsou vztazeny k Si(CH,)4.

Log P slou€enin byl vypocten pomoci programu CS ChemOftice Ultra, verze 7.0
(CambridgeSoft, Cambridge, MA, U.S.A)).
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3.2 POPIS JEDNOTLIVYCH SYNTEZ

AMINODEHALOGENACE

Cl pyrazm
j/ toluen I j/
H,NOC

H,NOC

2-karbamoyl-3-chlor-5-kyanpyrazin (3 mmol) byl rozpustén v bezvodém toluenu (50
ml), ptidal se arylamin (3 mmol) a pyrazin (3 mmol) a smés se nechala vatit pod zpétnym
chladicem 1 hodinu pii 110 °C. Po vafeni se smés zfiltrovala, rozpoustédlo se
oddestilovalo za snizené¢ho tlaku na vakuové rotaéni odparce a surovy produkt byl

piekrystalizovan ze smési voda/ethanol.

PRIPRAVA FUNKCNICH DERIVATU KARBOXYLOVYCH KYSELIN

sirnik amonny

CSNH,
I j/ methanol I j/

H,NOC H,NOC

Substituovany 3-arylamino-5-kyanpyrazin-2-karboxamid (I mmol) byl rozpustén
v methanolu (50 ml), byl pfidan nasyceny vodny roztok sirniku amonného a smés byla
ponechdna pies noc v mrazni¢ce. Smés se zfiltrovala, rozpoustédlo se odstranilo na

vakuové odparce a surovy produkt se prekrystalizoval z vody s trochou aktivniho uhli.
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fosforoxychlorid
Ny CN - HN. _N._ _CN
1y 1y
~ —
N NC”™ "N

Substituovany 3-arylamino-5-kyanpyrazin-2-karboxamid (2 mmol) byl rozpustén

HN

H,NOC

s fosforoxychloridem (2 ml) a zahtivan pii 90 °C. Smés se pfi této teploté udrzovala po
dobu jedné hodiny. Poté se nechala zchladnout a po kapkach se nalévala na drobné kusy
ledu nepfesahujici teplotu 5 °C . Vodny roztok se extrahoval chloroformem a
rozpoustddlo se odstranilo pfes siran hofednaty a paru ve vakuu. Cistd sloutenina se

prekrystalizovala ze smési voda/ethanol.

CSNH,

HN N\ CN sirnik amonny HN | N\j/
I /j/ methanol —
NCT N CSNH;~ N

Substituovany 3-arylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (1 mmol)

byl rozpus§tén v methanolu (50 ml). Ptidal se nasyceny vodny roztok sirniku amonného (1
ml) a vyslednd smés se nechala vafit pod zpétnym chladicem celou noc. Smés se
zfiltrovala, rozpoustédlo se odstranilo destilaci na vakuové odparce a produkt se

prekrystalizoval z vody s trochou aktivniho uhli.
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3.3 NOVE PRIPRAVENE DERIVATY PYRAZINKARBO-

XYLOVE KYSELINY
3.3.1 3-(5-brom-4-fluor-2-methylfenylamino)-5-kyanpyrazin-2-karboxamid
F
Br
H,C \
HN Nj///
| N
H,N
2 N/
O
Sumarni vzorec C13HoBrFNsO
Vytézek 64,95 % (1,134 Q)
M.h. 350,15
Tt 235-238°C
Rf 0,83
Cistota [%] 95,94

Elementarni analyza

Vypocteno: C 44,59 %; H 2,59 %; Br 22,82 %; F
5,43 %; N 20,00 %; O 4,57 %
Nameéieno: C 45,44 %; H 3,08 %; N 19,55 %

IC spektrum (KBr),
[cm™]

3225 (NH), 3154 (CHs), 2360 (CN) 1690 (C=0),
1612 (fenyl), 1575 (NH), 1397, 1272, 1194

(pyrazin).

'H NMR (300 MHz,

11,38 (s, 1H pyrazin), 8,67 (s, NH,), 8,53 (s, 1H),

DMSO), [5] 8,24 (s, 1H), 7,81 (d, 1 H), 7,38 (d, 1H), 4,20 (CHs).
BC NMR (75 MHz, | 167,41; 156,23; 155,18; 139,64; 136,11; 132,58;
DMSO, [5] 131,29 129,33; 118,87; 116,87; 115,21; 105,87 a

26,97.
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3.3.2 5-kyan-3-(3-jod-4-methylfenylamino)pyrazin-2-karboxamid

CH,

N
HN Nj///
| N
H N =
0

Sumarni vzorec C13HoIN5sO
Vytézek 49,32 % (0,667 g)
M.h. 379,16

Tt 220-225°C

Rf 0,84

Cistota [%] 97,59

Elementarni analyza

Vypocteno: C 41,18 %; H 2,66 %; 133,47 %; N 18,47 %;
04,22 %
Nameéteno: C 40,91 %; H 2,72 %; N 18,62 %

IC spektrum (KBr),
[cm™]

3239 (NH), 3138 (CH3), 2366 (CN) 1682 (C=0), 1610
(fenyl), 1575 (NH), 1410, 1346, 1272, 1184 (pyrazin).

'H NMR (300 MHz,

11,36 (s, 1H pyrazin), 8,57 (s, NH,), 8,51 (s, 1H), 8,22 (s,

DMSO), [6] 1H), 7,68 (d, 1 H), 7,28 (d, 1H), 4,18 (CHs).
“C NMR (75 MHz, | 166,51; 156,54; 154,05; 139,38; 137,39; 131,99; 131,13;
DMSO, [d] 128,63; 118,97; 117,13; 114,22; 106,37 a 24,68.
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3.3.3 5-kyan-3-(3-ethynylfenylamino)pyrazin-2-karboxamid
A
N
HN Nj///
| N
H.N
2 N/
O
Sumarni vzorec C14sHgNsO
Vytézek 53,79 % (0,739 g)
M.h. 263,26
Tt 235-237°C
Rf 0,82
Cistota [%] 59,01

Elementarni analyza

Vypocteno: C 63,87 %; H 3,45 %; N 26,60 %; O 6,08 %
Naméieno (1): C 63,14 %; H 3,75 %; N 26,12 %
Naméieno (2): C 62,57 %; H 3,65 %; N 26,03 %

IC spektrum (KBr),
[cm™]

3294 (NH), 3154 (CCH), 2300 (CN) 1682 (C=0), 1608
(fenyl), 1589 (NH), 1431, 1271, 1190 (pyrazin).

'"H NMR (300 MHz,

10,17 (1H pyrazin), 8,61 (NH,), 8,16 (s, 1H), 7,62 - 7,23

DMSO), [5] (m, 4H), 4,20 (CCH), 4,14 (NH).
BC NMR (75 MHz, | 167,54; 150,85; 138,55; 135,84 131,53; 129,70; 128,59;
DMSO, [5] 126,98: 123,05: 122,51: 121,17; 116,16; 83,47 a 81,11.
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3.34 5-kyan-3-(3-kyanfenylamino)pyrazin-2-karboxamid
X
N
HN Nj///
| N
H,N =
| N
@)

Sumarni vzorec C13HgNgO
Vytézek 39,71 % (0,550 g)
M.h. 264,25

Tt 258-260 °C

Rf 0,79

Cistota [%] 99,84

Elementarni analyza

Vypocteno: C 59,09 %; H 3,05 %; N 31,80 %; O
6,05 %
Naméfeno: C 59,26 %; H 3,47 %; N 30,57 %

IC spektrum (KBr),
[cm™]

3213 (NH), 2228 (CN) 1698 (C=0), 1644 (fenyl),
1575 (NH), 1438, 1275, 1188 (pyrazin).

'"H NMR (300 MHz,

10,22 (1H pyrazin), 8,70 (NH,), 8,05 (s, 1H), 7,81 -

DMSO), [5] 7,33 (m, 4H), 4,15 (NH).
BC NMR (75 MHz, |167,44; 151,25; 138,57; 134,94; 130,98 128,72:;
DMSO, [5] 128,39: 126,98: 123,03; 121,51; 120,57; 118,57:

116,14 a2 112,13.
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3.35 3-(3-ethynylfenylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitril
X
N
HN. _N. “Z
N
pog
A
Sumarni vzorec C14H7Ns
Vytézek 65,75 % (0,254 g)
M.h. 245,25
Tt 191-193 °C
Rf 0,83
Cistota [%] 91,26

Elementarni analyza

Vypocteno: C 68,57 %; H 2,88 %; N 28,56 %
Naméfeno: C 61,07 %; H 3,58 %; N 24,73 %

IC spektrum (KBr),
[cm™]

3344 (NH), 2235 (CN) 1684 (C=0), 1614 (fenyl),
1571 (NH), 1374, 1267, 1198 (pyrazin).

'H NMR (300 MHz,

10,24 (1H pyrazin), 8,70 (s, 1H), 7,98 - 7,60 (m,

DMSO), [5] 3H), 4,20 (CCH), 4,14 (NH).
BC NMR (75 MHz, | 162,54; 140,85; 138,71; 130,85; 129,33; 128,70;
DMSO, [3] 128,29: 127,18; 123,05; 122,51; 121,17 116,16

82,17 a 81,54.
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3.3.6 3-(3-kyanofenylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitril
X
N
HN. N FZ
N
pog
A
Sumarni vzorec C13HsNs
Vytézek 20,70 % (0,077 g)
M.h. 246,23
Tt 236-238°C
Rf 0,91
Cistota [%] 97,57

Elementarni analyza

Vypocteno: C 63,41 %; H 2,46 %; N 34,13 %
Nameéteno: C 63,41 %; H 2,85 %; N 32,90 %

IC spektrum (KBr),
[cm™]

3342 (NH), 2361, 2344, 2232 (CN) 1600 (C=0),
1568 (fenyl), 1538 (NH), 1418, 1365, 1254, 1199

(pyrazin).

'"H NMR (300 MHz,

10,25 (1H pyrazin), 8,71 (s, 1H), 7,98 - 7,60 (m,

DMSO), [3] 3H), 4,15 (NH).
BC NMR (75 MHz, |152,35; 139,02; 138,74; 130,36; 129,12; 128,21;
DMSO, [d] 127,09; 125,29; 119,87; 118,77; 115,58; 114,73 a

111,69.
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3.3.7
karboxamid

5-karbamothioyl-3(3-ethynylfenylamino)pyrazin-2-

X
S
HN. N
N NH,
H.N
2 N/
@)
Sumarni vzorec C14H11NsOS
Vytézek 84,20 % (0,097 g)
M.h. 297,34
Tt 212-214 °C
Rf 0,98
Cistota [%] 96,81

Elementarni analyza

Vypocteno: C 56,55 %; H 3,73 %; N 23,55 %; O
5,38 %; S 10,78 %

Naméreno: C 56,96 %; H 3,60 %; N 22,72 %;
S9,10 %

IC spektrum (KBr),
[cm™]

3284 (NH), 2926 (CCH), 1674 (C=0), 1608 (fenyl),
1573 (NH), 1414, 1388, 1264, 1194 (pyrazin).

'"H NMR (300 MHz,
DMSO), [5]

11,44 (1H pyrazin), 10,40 (CSNH,), 9,58 (CONH,)
8,75 (s, 1H), 8,58 - 7,18 (m, 3H), 4,18 (CCH), 4,16
(NH).

C NMR (75 MHz,
DMSO, [5]

194,06; 168,21; 149,48; 148,15; 139,15; 132,36;
129,63; 128,93; 126,40; 122,96; 122,47; 121,05;
83,65 a 80,87.
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3.3.8 3-(3-ethynylfenylamino)pyrazin-2,5-bis(karbothioamid)
A
S
HN N
N NH,
H,N
2 N/
S
Sumarni vzorec C14H 11N582
Vytézek 35,46 % (0,045 q)
M.h. 313,40
Tt 298-301 °C
Rf 0,97
Cistota [%] 87,10

Elementarni analyza

Vypocteno: C, 53.65; H, 3.54; N, 22.35; S, 20.46
Naméifeno: C 52,51 %; H 3,02 %; N 20,36 %:; S
15,67 %

IC spektrum (KBr),
[cm™]

3278 (NH), 2924 (CH5), 2360, 2233 (CN,
nedistota?) 1670 (C=0), 1607 (fenyl), 1574 (NH),
1418, 1267, 1177 (pyrazin).

'H NMR (300 MHz,
DMSO), [8]

11,64 (1H pyrazin), 10,42 (CSNH,), 10,28
(CSNH,) 8,65 (s, 1H), 8,68 - 7,22 (m, 3H), 4,20
(CCH), 4,15 (NH).

C NMR (75 MHz,
DMSO, [8]

182,26; 156,25; 149,38; 146,11; 138,97, 133,02;
129,14; 128,65; 126,87; 122,57; 122,13; 121,65;
82,95 a 81,14.
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4  BIOLOGICKE HODNOCENI

4.1 ANTITUBERKUKOLICKA AKTIVITA

Hodnoceni antimykobakterialni aktivity

Testovani antituberkulotické aktivity nové syntetizovanych derivatl pyrazinu
provadéla MUDr. Michaela Svobodova z Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové.

Latky byly testovany in vitro na u¢innost proti M. tuberculosis H37Rv, M. avium
No. 152/73, M. avium No. 80/72 a M. kansasii PKG 8 na tekuté Sulové pidé zied’ovaci
metodou ve srovnani s pyrazinamidem pii pH 5,4. Testované latky byly rozpustény v
dimethylsulfoxidu v koncentracich 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 a 2 ng/ml. Vysledky
byly odecitany po dvou a tfech tydnech. Aktivita PZA se li§i in vitro v zavislosti na
kyselosti pady, na jejim slozeni i velikosti inokula. Hodnoty MIC pro PZA se v literatuie
pohybuji v rozmezi od 6,25 do 50 ug/ml [38], [39].

MIC [mg-l ] ([umol‘l )
Sloucenina M. tuberculosisi M. avium 80 @ M. avium 152 : M. kansasii
H37 Rv
PZA 16 mg/I >256 mg/I >256 mg/I >128 mg/I
1 >128 mg/I >128 mg/I >128 mg/I >128 mg/I
2 >128 mg/I >128 mg/I >128 mg/I >128 mg/I
3 32 mg/I 128 mg/I 128 mg/I >128 mg/I
4 16 mg/I 32 mg/l 64 mg/I >128 mg/I
5 32 mg/I 64 mg/I 64 mg/I >128 mg/I
6 32 mg/l 64 mg/I 64 mg/I >128 mg/I
7 256 mqg/l 256 mg/I 256 mg/l >128 mg/I
8 256 mg/I >256 mg/I >256 mg/| >128 mg/|
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4.2 ANTIMYKOTICKA AKTIVITA

Antifungalni hodnoceni

Nove¢ syntetizované derivaty pyrazinu byly testovany in vitro na antifungalni aktivitu na
KBLV FaF UK v Hradci Kralové Mgr. Marcelou Vejsovou a pani Idou Dufkovou se
spolupracovniky.

Ptipravené slouceniny byly zkouSeny in vitro na antimykotickou aktivitu pomoci
mikrodiluéni bujénové metody [40], [41]. Testovana latka byla dvojité fedéna v roztoku
RPMI 1640, ktery byl pufrovany na pH 7,0 pomoci 0,165 M roztoku MOPS (Sigma).
Konecné koncentrace latek se pohybovaly v rozmezi od 1000 do 0.975 puM. Soucasti
testovani byly jednak slepé pokusy (bez ucinné latky), jednak urceni aktivity standardu
(ketokonazol) vici jednotlivym kmentim. MIC byly odecitany po 24 a 48 hodinach pfi
teploté 35 °C. V piipadé Trichophyton mentagrophytes byly MIC zaznamenany po 48
a 72 hodinach inkubace. Vybrané slouéeniny byly testovany na aktivitu proti Candida
albicans ATCC 44859, C. tropicalis 156, C. krusei E28, C. glabrata 20/1,
Trichosporon ashaii 1188, Trichophyton mentagrophytes 445, Aspergillus fumigatus
231 a Absidia corymbifera 272.

Tabulka hodnot MIC/ICg, standardu ketokonazolu

MIC/ICso (umol.Ih)

Testované
kmeny
CA CT CK CG TA AF AC ™
, 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h
Deélka

inkubace | 43,  48h  48h | 48h | 48h  48h | 48h | 48h

ketokonazol
(standard) 0,24 1,95 0,98 0,49 0,24 7,81 31,25 0,98
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KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICsgo (umol.I™)
(kéd) 1 2 3 4 5 6 7 8

CA  24h | >125 * 62,5  >500 250 : >250 @ 250 15,62
48h | >125 ¢ * | >125 i >500 : >250 . >250 | 250 31,25

CT 240 | 125 * 3125 >500 : 125 = 250 @ 250 : >250
48h | >125 ¢ * | 62,5 >500 . >250 @ >250 | 250 . >250

CK | 24h | >125 * 62,5  >500 125 : >250 @ 250 = >250
48h | >125 * >125 | >500 | >250 : >250 250 >250

CG | 24h | >125 * 1562 >500 @ 125 | 250 | 62,5 @ >250
ah | >125 1 * 625 >500 | >250 | >250 | 125 | >250
TA | 24h | >125  * 13125 >500 | 125 | -250 @ 125 | 31,25
ash | 125 @ * 125  >500 250 | 250 @ 125 @ 62,5

AF | 24n | >125 * 5125 500 | >250 | >250 . 250 @ 250
48h | >125 1 *  >125 500 : >250 | >250 | 250 . >250

AC 240 | >125 @ * 5125 | >500 | >250 | >250 @ 250 = 250
48h | >125 ¢ *  >125 5500 : >250 @ >250 @ 250 . >250

(tm)  7h | >125  * 13125 >500 @ -250 . -250 @ 31,25 @ 62,5
120h | >125 | * 125 | >500  >250 | >250 . 125 = 250

* vysledky budou doplnény v rigordzni praci
pozndmka: tuéné vyznacené hodnoty MIC /ICg, (umol.l-}) se nachazi v rdmci
testovaného rozmezi koncentraci
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5 DISKUZE

Syntézou osmi novych, v literatuie dosud nepopsanych, sloucenin jsem pfispéla dalSim
dilem do mozaiky vyzkumu Katedry farmaceutické chemie a kontroly lé¢iv.
Latky odvozené od pyrazinkarboxylové kyseliny (karbonitrily, amidy, thioamidy) byly

piipraveny na sebe navazujicimi reakcemi. A to halogenaci pyrazinového jadra

pusobenim POCI; (fosforchloridu) za odstépeni molekuly vody (dehydratace), amidaci za
pomoci formamidu (HCONHy,) a persiranu amonného ((NH4)2S,0s),

aminodehalogenaci dochdzi k navazani arylu na pyrazinové jadro a k odStépeni kyseliny

chlorovodikové diky pusobeni pyridinu. V  pfipravé funkénich  derivath

pyrazinkarboxylové kyseliny se jedna o chemickou syntézu za pouziti ¢inidla a) (sirniku

amonného v prostfedi methanolu) za vzniku karboxamidi a karbothioamidi a ¢inidla b)
(fosforoxychloridu) za vzniku dikarbonitrilt.. Pouziti ¢inidla ¢) (Lawessonova ¢inidla) je

pro ziskani karbothioamidl také mozné, avSak ja jsem tento krok neprovad¢la.

Syntézy probihaly vcelku hladce, vytézky se pohybuji od 20,7 % do 84,2 %.
Ziskané latky byly charakterizovany teplotou tani, TLC, IC spektry, 1H a 13C NMR
spektery a elementarni analyzou. Cistota substanci se odviji od piecisténi rekrystalizaci

ze smeési voda/ethanol s aktivnim uhlim.

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 rozdé€lovaciho koeficientu v soustavé n-oktanol/voda, pfi 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 C log P od1,14 do 4,01 a log P od 0,92 do 3,17.

Vyssi lipofilitu vykazuji slouceniny s halogeny substituovanym anilinem a diky tomu
maji 1 vyssi molekulovou hmotnost. Piedpoklada se, ze dostate¢na lipofilita je jednou z
dilezitych a zdkladnich podminek pro prinik ptes vysoce lipofilni mykobakterialni sténu.
Vysledky lipofility se v mém ptipadé nepohybuji v zdpornych hodnotach, které
odpovidaji hydrofilni struktufe.
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Byly urceny hodnoty kapacitniho faktoru K za pouziti HPLC Waters Alliance 2695 XE a
Waters Photodiode Array Detector 2996 (Waters Corporation, Milford, MA, U.S.A.).
Jako mobilni faze byla pouzita smés methanolu p.a. (70 %) a vody (30 %). Detekce
probihala spektrofotometricky pii 210 nm. Byl zméfen retencni ¢as TR (vzdéalenost od
nastfiku k maximu piku) a mrtvy retencni cas TD (vzdalenost od nastiiku k maximu piku
neadsorbované latky; pouzit roztok KI v methanolu). Kapacitni faktor byl spocitan

pouzitim programu Millennium 32R podle vzorce:

K=(TR-TD)/TD
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Log K je pak spocitan z kapacitniho faktoru K a je pouzit jako index lipofility.
Vypocitané hodnoty lipofility (log P) a chromatograficky stanovené hodnoty log K

Sloucenina logP logK

1 2,80 0,8870
2 3,17 1,0056
3 1,49  0,6318
4 1,36 | 0,5303
5 2,61 -
6 2,49 -
7 0,92 | 0,6945
8 1,48 -

Vsechny findlni latky byly otestovany na antimykobakterialni aktivitu MUDr. Michaelou
Svobodovou z Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové.
Slouceniny byly testovany in vitro na uc¢innost proti M. tuberculosis H37Rv, M. avium
No. 152/73, M. avium No. 80/72 a M. kansasii PKG 8 na tekuté Sulové pidé zied’ovaci
metodou ve srovnédni s pyrazinamidem pii pH 5,4. Testované latky byly rozpustény v
dimethylsulfoxidu v koncentracich 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 a 2 pg/ml. Vysledky
byly odecitany po dvou a tfech tydnech. Aktivita PZA se li8i in vitro v zavislosti na
kyselosti piidy, na jejim slozeni 1 velikosti inokula. Hodnoty MIC pro PZA se v literatufe
pohybuji v rozmezi od 6,25 do 50 ug/ml.

Nejlepsi aktivitu:

- proti M. tuberculosis H37Rv vykazuje latka <cislo 4  (5-kyan-3-(3-

kyanfenylamino)pyrazin-2-karboxamid) s hodnotou 16 mg/I

- proti M. avium No. 152/73 wvykazuje latka cislo 4 (5-kyan-3-(3-

kyanfenylamino)pyrazin-2-karboxamid) s hodnotou 32 mg/|
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- proti M. avium No. 80/72 vykazuji latky 4 (5-kyan-3-(3-kyanfenylamino)pyrazin-2-
karboxamid), 5  (3-(3-ethynylfenylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitril), 6  (3-(3-
kyanofenylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitril) s hodnotou 64 mg/I

- proti M. kansasii PKG 8 vykazuji vSechny latky stejnou hodnotu a to >128 mg/1.

Vzorky nasyntetizovanych sloucenin byly také odeslany na tstav TAACF (Tuberuculosis
Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility), USA. Vysledky nejsou zatim

znamy, budou soucasti navazujici rigordzni prace v pristim roce.

Dalsi zjistovanou hodnotou byl prikaz antifungdlni aktivity pomoci mikrodilu¢ni
bujonové metody. Testovana latka byla dvojité fedéna v roztoku RPMI 1640, ktery byl
pufrovany na pH 7,0 pomoci 0,165 M roztoku MOPS (Sigma). Kone¢né koncentrace
latek se pohybovaly v rozmezi od 1000 do 0.975 uM. Soucasti testovani byly jednak
slepé pokusy (bez ucinné latky), jednak urCeni aktivity standardu (ketokonazol) vici
jednotlivym kmentim. MIC byly odec€itany po 24 a 48 hodinach pii teploté 35 °C. V
pfipad€¢ Trichophyton mentagrophytes byly MIC zaznamenany po 48 a 72 hodinach
inkubace. Vybrané slouceniny byly testovany na aktivitu proti Candida albicans ATCC
44859, C. tropicalis 156, C. krusei E28, C. glabrata 20/I, Trichosporon ashaii 1188,
Trichophyton mentagrophytes 445, Aspergillus fumigatus 231 a Absidia corymbifera
272.

Vysledky piinesly poznani nejlepsich hodnot MIC/IC80 (umol.I™) v hodnoté od 15,62 do
250 a to u sloucenin 3, 7, 8.

Vsechny udaje jsou uvedené v pribéhu diplomové prace.

V akademickém roce 2006/2007 jsem se zcastnila Studentské védecké konference
(SVK) sprezentaci casti diplomové prace v chemické sekci. Postoupila jsem do
Nadnarodniho kola SVK pofddaného Vv Praze spole¢nosti Zentiva a.s. Svoji ucast na

téchto akcich hodnotim jako velmi pfinosnou pro moji dalsi profesni orientaci.
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6

ZAVER

V ramci této diplomové prace jsem plnila nasledujici ukoly:

A. S pouzitim dostupné odborné literatury a internetu jsem provedla reserSi zaméfenou

© N o oA W N P 0O

na soucasny vyznam tuberkuldzy ve svété a trendy v terapii.

V dostupné chemické literatuie jsem zjistila metody pfipravy derivati

pyrazinkarboxylové kyseliny

Ptipravila jsem tyto v literatufe dosud nepopsané slouceniny:

. 3-(5-brom-4-fluor-2-methylfenylamino)-5-kyanpyrazin-2-karboxamid
. 5-kyan-3-(3-jod-4-methylfenylamino)pyrazin-2-karboxamid

. 5-kyan-3-(3-ethynylfenylamino)pyrazin-2-karboxamid

. 5-kyan-3-(3-kyanfenylamino)pyrazin-2-karboxamid

. 3-(3-ethynylfenylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitril

. 3-(3-ethynylfenylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitril

. 3-(3-kyanofenylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitril

. 5-karbamothioyl-3-(3-ethynylfenylamino)pyrazin-2-karboxamid

Vyse uvedené latky jsou charakterizovany teplotou tani, elementrni analyzou, IC

spektry, 1H a 13C NMR spektry.

D.

Série latek jsem podrobila in vitro biologickému hodnoceni:

Ziskala jsem udaje o antimykobakterialni aktivité a antimykotické aktivité.

Vypocetla jsem a graficky zpracovala log P a ClogP nové ptipravenych latek: log P
ptipravenych slou¢enin se pohyboval v rozmezi 0,92 — 3,17 a ClogP v rozmezi 1,14
—4,01.

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

sérii ptipravenych latek (vysledky jsou uvedeny v diskuzi).
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