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Abstrakt

Derivaty pyrazinu jako potancialni lIé€iva lll.

Tuberkul6za je problém v celosvétovém méfitku. Rostouci po€et nakazenych lidi, vznik
|ékové rezistentnich kmenU Mycobacterium tuberculosis a ko-infekce HIV vedly k naléhavé
potfebé novych antituberkulotik. Tato diplomova prace referuje o sou¢asnych IéCivech
pouzivanych pfi Ié€bé tuberkul6zy a nékterych novych potencialnich antituberkuloticich.
Také bylo v ramci diplomové prace syntetizovano deset novych latek, derivatd anilida
kyseliny pyrazin-2-karboxylové, které byly charakterizovany jejich fyzikalnimi vlastnostmi a

poté byla zkouSena jejich antimykobakterialni a antifungalni aktivita in vitro.

Abstract

Pyrazine derivatives as potential drugs lil.

Tuberculosis is a health problem worldwide. The increasing number of infected people,
emergence of drug resistant strains Mycobacterium tuberculosis and HIV co-infection have
resulted in the urgent need for new antituberculosis drugs. This degree work reviews drugs
used in current treatment for tuberculosis and some of new potential anti-tuberculosis drug
candidates. Within the task of this work were also synthesized ten new compounds,
derivatives of anilides of pyrazin-2-carboxylic acid, which were characterized by physical

properties and then was assayed their antimycobacterial and antifungal activity in vitro.
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1 Cil diplomové prace

Cilem diplomové prace byla snaha pfipravit biologicky (tj. antifungalné a pfedevsim
antimykobakterialn&) aktivni derivaty pyrazinkarboxylové kyseliny.
Konkrétnimi ukoly bylo:
* Provést literarni reSerSi zamérenou predevsim na potencialni antituberkulotika.
» Pfipravit substituované amidy pyrazinkarboxylové kyseliny, ve kterych je pfipojeny
aromaticky kruh v raznych polohach substituovan riznymi substituenty.
» Posoudit vztah mezi strukturou, biologickym ucinkem (antituberkulozni,
antimykoticka) a lipofilitou v sérii pfipravenych latek.
Tato diplomova prace je dil¢im pFispévkem k feSeni vyzkumnych ukoll katedry

farmaceutické chemie a kontroly I&Civ.



2 Uvodni éast

2.1 Tuberkuléza a jeji Ié€ba

Tuberkuléza je infekéni onemocnéni $itené vzduchem. Castymi pfiznaky byvaji
pretrvavajici kasSel, bolest na hrudniku, hemoptyza (vykaslavani krve), teplota, zimnice,
nocni poceni, ztrata chuti k jidlu, ztrata télesné vahy a unavnost. Tuberkuléza vétSinou
napada plice, av8ak ve 25% pfipadu baktérie pronika do krevniho fecisté a napada jiné
Casti téla jako pleura (pohrudnice), mozkové pleny, lymfaticka &i urogenitalni systém, kosti
a klouby [1,2].

Naprosta vétsina infekci tuberkulézy je zpusobena kmenem Mycobacterium tuberculosis
(M. tb.), ale jiné blizce pfibuzné kmeny mykobakterii mohou taktéz zplUsobit onemocnéni.
M. tb. je acidorezistentni obligatné aerobni bacil, délici se velmi malou rychosti. Chemické
slozeni bunéCnych stén zahrnuje peptidoglykany a komplexni lipidy, specialni mykolové
kyseliny, které vyznacné& podminuji virulenci tohoto kmene. Jedinecna struktura bunéénych
stén M. tb. umoznuje ulozit se do dormantni podoby na mnoho let jako latentni infekce,
CasteCné protoze muze snadno rust uvnitf makrofagu, ukryty pfed imunitnim systémem
hostitele [1].

Za navrat tuberkul6ézy jsou zodpovédné faktory jako lidé nakazeni HIV, migrace obyvatel,
valka, hladomor, bezdomovectvi, nedostatek novych léki a nedokon&ena €i pferusovana
|éEba vedouci k vzniku kmenu rezistentnich na soucasna léCiva. Proto jsou nejvice
postizeni lidé ve vyvojovych zemich, ale vyskyt tuberkulézy roste i v zemich s vysokou
hospodafskou urovni. Podle WHO je rozloZeni infektované populace toto: Afrika (35%);
Jizni a Severni Amerika (18%); Blizky vychod (29%); Evropa (15%); Jihovychodni
Asie (44%) a Zapadni Pacifik (35%). Statistiky pfedpovidaji, Zze bez jakéhokoliv usili
o zvladnuti této situace bude roku 2020 tuberkulézou nakazeno az miliarda lidi [2].

Infekce jako je HIV potladujici imunitni systém, déla jedince nachylngjSi k TB nebo
umoznuje aktivaci latentni infekce TB. DalSi ko-infekce urychluji postup TB i HIV. Navic je
bézna retroviroticka |écba HIV/AIDS nesluditelna se soucasnou lécbou TB, kvdli
spolecnym toxicitam a lékovym interakcim.

Soucasné léky prvni volby uzivané pfi |éCbé TB jsou starsi vice nez 40 let a IéCba

sestava hlavné z rifampicinu a isoniazidu. Tyto antibiotika jsou efektivni proti aktivnim,
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lékové citlivym mykobakteriim, zajistuji dokoncCeni IéCby [1].

Multi-rezistentni tuberkuléza (MDR-TB)

Objevily se rezistentni bakterie, na které nepusobi léky prvni volby. Zatimco rezistence
na jedno antituberkulotikum je €asta, zasazeny pacient reaguje dobfe na standartni 1éCbu.
MDR-TB je vétSinou definovana u pacientd s aktivné probihajici TB s bakteriemi
rezistentnimi minimalné na rifampicin a izoniazid. Nicméné nyni je 79% MDR-TB
TB a podle WHO pribyva 300 000 novych pfipadd MDR-TB ro¢né. Hlavni pfi¢ina MDR-TB
je preruSovana Ci nepfiméfena léCba a nedostateCné fungujici systém vefejného zdravi.
Také kompliance pacientd je mala vzhledem k cené Iékl, nezadoucim uc€inkim, Casové
naroc¢nosti pro plné vyléCeni a mnozstvi davek IéCiv. Pokud dojde k MDR-TB, lécba
vyzaduje trvani dvou let méné aktivnimi a mnohem drazSimi Iéky, zahrnujici léky prvni
volby, na které jsou bakterie stale citlivé a Iéky druhé volby. Podle WHO, by méla Ié¢ba
obsahovat alespon Ctyfi léky, které nebyly dosud pacientem uzivany. Pyrazinamid
a ethambutol mohou byt pouzity diky nizSi pravdépodobnosti vzniku rezistence na né

nez na ostatni Iéky prvni volby [1,2].

Mnohocetné lékoveé rezistentni tuberkul6za (XDR-TB)

Mnohocetné Iékové rezistentni tuberkul6za (XDR-TB) je forma TB zpUsobena bakteriemi
rezistentnimi ke vSem nejucinnéjSim antituberkulotikim a vznika diky Spatnému vedeni
MDR-TB Iécby. XDR-TB je rezistence vuci rifampicinu a isoniazidu a rezistence na léky
druhé volby a jsou teoreticky nelécitelné. XDR-TB vyvolava obavy o budouci epidemii TB
s velmi omezenou moznosti 1éCby. Poté, co jednou vznikne XDR-TB, muze se Sifit z jedné

osoby na druhou [1].



2.2 Antituberkulotika prvni volby

vigvivs

v plicich a eliminovat pomalu se replikujici a semidormantni bakterie, které mohou
zpusobit relaps nemoci. WHO doporucila DOTS (directly observed treatment, short
course) lécbu TB podavanim ¢tyf |ékd: izonoazid (INH), rifampicin  (RIF),
pyrazinamid (PZA) a ethambutol (EMB) nebo streptomycin (SM), které jsou oznacovany
jako léky prvni volby. Ty jsou podavany po dva mésice, aby zajistily destrukci bakterii
ve vSech fazich rastu. Poté lécba pokracuje podavanim jen RIF a INH po Ctyfi mécice,
kdy jsou zniCeny zbylé dormantni bakterie rifampicinem a INH znici bakterie rezistentni
vuci RIF [1].

Rifampicin a ostatni ryfamyciny

Rifamyciny jsou skupina ansamycinovych antibiotik charakterizovana chromoforni
naftohydrochinonovou ¢&i naftochinonovou skupinou pfemosténou dlouhym alifatickym
mustkem. To vede k charakteristickému zbarveni téchto latek do Zluta az Cervena. Tyto
antibiotika jsou vyrabény bioisynteticky z izolatu Streptomyces mediterranei rifamycinu B
[2,3,4]. Mechanismus ucinku je zalozen na inhibici DNA-dependentni RNA-polymerazy,
ktera je zodpovédna za pFenos informace z DNA do bilkovin. Rifamyciny interaguji

s B jenotkou, coz vede ke stabilni konformaci celého enzymu [2].

Rifampicin

Rifampicin je nejstar§im IéCivem této skupiny. Ma Siroké spektrum ucinku, zahrnujici
grampozitivni i gramnegativni bakterie, nékteré anaeroby, chlamydie a ricketsie [3].

Diky kombinaci rifampicinu s ostatnimi Iéky prvni volby bylo mozno zkratit trvani léCby
z 12 na 6 mésicu. Vznik rezistence na rifampicin zvysil nebezpeci tuberkulézy a problém

jeji kontroly v celosvétovém méfitku. Tato rezistence vznika béhem terapie aktivni infekce

vrve



vrwve

zkfizena mezi vdemi rifamyciny [2].

Rifabutin

Rifabutin je prvni rifamycin povoleny pro prevenci MAC (Mycobacterium avium complex)
u lidi s pokrocilou infekci HIV. Tento rifamycin je uzivan v kombinaci s dalSimi |éCivy jako
ciprofloxacin, ethambutol a amikacin [2].
Rifametan
Rifametan ma znacné vyhodnéjSi farmakokineticky profil nez rifampicin. Nedavno

vstoupil rifametan do faze Il klinického zkouseni [2].

Isoniazid

Isoniazid , hydrazid kyseliny isonikotinové, pusobi bakteriostaticky az baktericidné
na aktivné metabolizujici i klidova stadia M. tb. INH je prolécivo, které musi byt aktivovano
mykobakterialni katalazou-peroxidazou. Tento enzym urcuje citlivost M. tb k isoniazidu
[3,4]. Aktivovany INH inhibuje mykolatsyntetazu, enzym zajiStujici syntézu kyseliny
mykolové, ktera je nutna pro tvorbu bunécné stény mykobakterii [3]. Mykolatsyntetaza je
jedineCna pro mykobakterie. INH je vysoce aktivni i proti Mycobacterium tuberculosis
komplex (M. tb., M. bovis, M. africanum a M. microti) [4].

Po peroralnim podani nalaéno se rychle a skoro uplné vstfebava. Dobfe pronika i
do mozkomisniho moku. Nezadouci ucCinky jsou zavislé na davce a nejCastéji byva
postizena nervova soustava a jaterni funkce. Postizenim nervového systému byva
periferni neuropatie projevujici se paresteziemi hornich a dolnich koncetin. INH snizuje

hladinu pyridoxinu (vit. B6) a nasledkem toho také GABA, coz vede ke kfeCim. Proto je
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pyridoxin pfi 1éEbé isoniazidem podavan preventivné. INH je uréen k |éCbé vSech plicnich i
mimoplicnich forem tuberkulézy, pfedevS§im v kombinaci s jinymi antituberkulotiky, a

profylaxi plicnich forem [4,5].

X
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Streptomycin (pfesnéji streptomycin A) je aminoglykosidové antibiotikum izolované
ze Streptomyces griseus. Sklada ze ftfi strukturalnich komponent — streptidinu, streptozy
a N-methyl-L-glukosaminu. Jedna se o prvni ucinné l|éCivo, které se proti TB zacalo
pouzivat. Mechanismus uc€inku spoc€iva v inhibici biosyntézy proteind. Z duvodl nizké
absorpce z gastrointestinalniho traktu se aplikuje intramuskularné (do svalu) a velmi
vyjime€né i intrathekalné (lumbalni punkce v bederni oblasti patefe). Vzhledem k mnozZstvi

toxickych ucink( na periferni i centralni nervovy systém neni ¢asto pouzivan [3,4].

Ethambutol P WL

Ethambutol (EMP) je synteticky aminoalkohol (ethylendiamino-di-1-butanol) specificky
pusobici bakteriostaticky na aktivné rostouci rdzné kmeny mykobakterii jako M. th.,
M. bovis, M. kansasii, ale ma malou sterilizaéni aktivitu. Je u€inny po peroralnim podani,
ktery se velmi dobfe vstiebava [4,5]. Mechanismus ucinku pravdépodobné spociva
v inhibici  biosyntézy lipoarabinomannanu a arabinogalaktananu, nezbytnych
pro zachovani integrity mykobakterialni stény. Aktivita I&Civa je stereospecificka, ucinny je
hlavné pravotoCivy S,S-(+)-izomer (600krat ucinnéjSi nez R,R izomer), ostatni
sterecizomery jsou spiSe neucCinné a toxické [3,4]. NejzavaznéjSim nezadoucim

pusobenim ethambutolu je retrobulbarni neuritida se snizenim ostrosti vidéni, zuzenim
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zorného pole, centralnim nebo perifernim skotomem a Cerveno-zelenou barvosleposti.

Ethambutol se nepouziva samostatné, ale je pridavan do Iékovych kombinaci. Zkfizena
rezistence nebyla prokazana. Primarni rezistence na etambutol je v rozvinutych zemich
fidka, ale pokud se etambutol pouzZiva samostatné, snadno vznikaji rezistentni kmeny
M. tb. [5].

0
" l
Pyrazinamid [ = NH,
o
N

Pyrazinamid (dale PZA) je analog nikotinamidu (prekurzor vitaminu B3). Objev PZA
koncem 40. let jako uc€inného léCiva TB byl zalozen na pozorovani, Ze nikotinamid ma
antituberkulézni u€inek na zvifecich modelech. PZA je dilezitym pfednim léCivem a hraje
kliCovou roli ve zkraceni lé€by z 9-12 mésich na souCasnych 6 mésicl. To je mozné
diky baktericidnimu uc€inku na populaci pomalu se délicich semidormantnich
tuberkulotickych bakterii pfrezivajicich v kyselém prostfedi (vzniklém béhem aktivniho
zanétu), které nebyly usmrceny jinymi antituberkulotiky. PZA je povazovan za ucinny
na mykobakterie i uvnitf makrofagu [6,7,8].

Mechanismus uc€inku: Je pfedmétem intenzivniho vyzkumu, protoze stale neni jasné

vysvétlen. Mame predpokladany model zplUsobu ucinku PZA, kde jako lipofilni prolécivo
prochazi bunécnou sténou a v cytoplazmé je hydrolyzovan na aktivni kyselinu pyrazin-2-
karboxylovou (dale POA). Hydrolyzu zajiStuje mykobakterialni pyrazinamidaza (Pzaza)
kédovana genem pncA [6,8,9].

M. tb. je jedinym druhem citlivym na PZA. Citlivost M. tb. na PZA koreluje s pfitomnosti
tohoto enzymu s nikotinamidazovou a pyrazinamidazovou aktivitou [8]. Kmeny M.t b.,
které jsou rezistentni k PZA maji Casto defektni aktivitu Pzazy. Bylo dokazano, ze mutace
genu pncA je hlavnim mechanismem vzniku rezistence [8,9]. Malé mnozstvi mutaci
zodpoveédnych za rezistenci vu¢i PZA se naléza i mimo gen pncA, ale ty zatim nebyly
charakterizovany blize [10].

POA vznikla hydrolyzou poté difunduje zpét na povrch bunééné stény slabym efluxnim
systémem. V kyselém prostfedi je POA, jako slaba kyselina, protonovana a bez naboje
prochazi spontanni difuzi zpét do bacilu. Takto miaze spontanné difundovat jakakoliv slaba

kyselina v protonované formé do dosazeni rovnovahy. Rovnovahy je dosazeno, kdyz se
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koncentrace protonované POA na obou stranach membrany vyrovnaji. ProtoZe cytosol
Zijici bunky M. tb. udrzuje pH hodnotam blizkym 7, vétSina POA je zde v disociované
formé pyrazinoatu a celkova koncentrace POA je vice nez 1 000x vyS$Si nez protonované
POA. Takto je rovnovaha posunuta ve prospéch protonované formy jen v kyselém
prostfedi a akumulace je dosazeno rozdilem pH vné a uvnitf bunky. Tento vztah maze byt
vyjadfen Henderson-Hasslebalchovou rovnici [6].

Tato hypotéza predpovida, Ze snizeni vnéjSiho pH o 1 jednotku by mélo vést k zvySeni
akumulace 10x. Nicméné pozorované zvySeni akumulace bylo jen 3-4nasobné. Jeden
z moznych divodd muaze byt pomaly eflux POA. Nicméné rychlost pasivni difuze POA
znacné prevySuje rychlost aktivniho efluxu, coz vede k obrovské akumulaci POA
v burikach [8].

M. t. Na rozdil od M. smegmatis a jinych bakterii jako Escherichia coli (E. coli), které jsou
vnitiné rezistentni vaci PZA (MIC > 2000 mg/L) postrada ucinny efluxni mechanismus, coz
umoznuje akumulaci POA ,a mozna lepSi schopnosti zachovavat energii membrany a
pH homeostazu. Nedostate€ny efluxni mechanismus je proto povazovan za puvod této
jedinec¢né citlivosti na POA mezi dalSimi mykobakteriemi [6,9].

V riznych bakterialnich systémech vyzaduje pfijem mnoha zivin do burfiky membranovy
potencial (protonovou hnaci silu). Vstup protonované formy POA muze poskodit
membranovy potencial, coz muze pripadné vést k inhibici transportnich funkci membrany.
Staré nebo semidormantni bakterie maji méné aktivni metabolismus a mensi zasoby
energie, maji i niz8i membranovy potencial. Nizky membranovy potencial téchto starych
nereplikujicich se bakteriich a neefektivni eflux POA s relativné malou schopnosti udrzovat
energii membrany vytvari prostor pro uc€inek POA v kyselém prostiedi, ktera snizuje
membranovy potencial na jeSté nizSi hodnoty. Jako nasledek tohoto snizeni
membranového potencialu, ktery je potfebny pro membranovy transport, je také nejlépe
vysvétlena sou€asna inhibice syntézy ruznych makromolekul, jako jsou bilkoviny a RNA,
a uptake serinu. (Inhibice syntézy RNA a bilkovin byla potvrzena pozorovanim velké miry
inhibice vychytavani uracilu a methioninu v pfitomnosti POA v kyselém prostredi.) [6,7]

ProtoZe je membranovy potencial dulezity i pro syntézu ATP F.F, ATPazou, snizeni
membranového potencialu zplsobeném POA zpUsobi ve starych bakteriich s malymi
zasobami energie vycCerpani energie a tim i sniZeni Zivotaschopnosti. Tyto udaje
signalizuji, Ze cilem POA nebo PZA je membrana a interferuji s aktivitou a funkénosti
membrany [7].

Tento model tak nejlépe vysvétluje charakteristické vlastnosti PZA, jako je podminka
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kyselého pH pro aktivitu, upfednostnéné usmrcovani pomalu metabolizujicich starych
mykobakterii a vysSi aktivita v anaerobnich podminkach. Tento model je také potvrzen
vyraznou specifickou potenciaci uc€inku PZA energetickymi inhibitory jako N,N‘-
dicycklohexylkarbodiimid (inhibitor H-ATPazy), azid (inhibitor cytochrom c-oxidazy)
a rotenon (inhibitor NADH-dehydrogenazy) [6].

Jako dalS$i cil u€inku PZA byla pfedpokladana inhibice syntazy mastnych kyselin (,Fatty
acid synthasa“, dale FAS). FAS je nezbytna pro udrzeni bunééné stény, protoze katalyzuje
sekvencni kondenzaci acetyl-koenzymu A a malonyl-CoA do dlouhych fetézcl mastnych
kyselin. Struktura tohoto enzymatického komplexu se velmi liSi u prokaryot a eukaryot.
Ve vétsiné prokaryot jsou syntazy slozeny z minimalné sedmi peptidl, které predstavuji
jednotlivé komponenty enzymu a jsou zpravidla klasifikovany jako syntaza mastnych
kyselin typu Il (FAS-II). Naopak u savcu a mykobakterii zajiStuje syntézu mastnych kyselin
jediny vysokomolekularni multifunkéni peptidicky fetézec neboli syntaza typu | (FAS 1) [9].

Bylo v8ak prokazano, ze POA nevykazuje dostate¢nou inhibici FAS | izolované
z M. smegmatis (POA je ucinny inhibitor FAS | az pfi koncentraci 0.37 mg/ml, coz je 6
az 23x vyssi koncentrace nez MIC) [9,11]. Nicméné se zjistilo, ze 5-CI-PZA irreverzibilné
na pyrazinovém jadru. To usnadnuje atak pfislusného nukleofilu na uhlik v tomto kruhu
avznik kovalentni vazby, coz by vysvétlovalo neucinnost dialyzy pfi pokusech
hydrolyzovat tuto vazbu [11].

Dale byl prokazan vliv dalSich faktor( na u€innost PZA in vitro a to: stafi kultury, velikost
inokula, hypoxické podminky, UV zafeni (synergni uc€inek — vyrazné zvySuje citlivost
na PZA pravdépodobné tim, ze diky nému vznikaji radikaly, které poskozuji
makromolekuly jako DNA a taky buné&fnou membranu), pfitomnost nékterych dalSich
slabych kyselin (benzoova, sorbova, propylhydroxybezoova), Zeleza [6].

Faktory, které ovliviiuji aktivitu PZA, jsou nejlépe ukazany na zkouskach |ékové expozice
(z angl. ,drug exposure assays) a ne konvenénim méfenim MIC. To je zplUsobeno
neobvyklou povahou PZA, ktery je vice aktivni proti semidormantnim bakteriim nez rychle
metabolizujicim a rostoucim bakteriim, coz je vlastnost uplné opac¢na nez maji bézna
antibiotika. DalSi neobvykla vlastnost PZA je Casova zavislost vykazané aktivity. To
znamena, ze trva nékolik dni az tydnld nez se projevi néjak vyznamna aktivita.
Pfedpokladem je reakce na Casovou latenci nez je PZA hydrolyzovan na POA a nez se
vyCerpaji energetické zasoby pro zachovani zivotaschopnosti bakterie a nemoznost

zkoumat pomalu metabolizujici jedince v médiu, které podporuje rust bakterii.

14



Prikladem je i méfeni citlivosti perzistujicich E.coli na PZA zkouSkou Iékové expozice.
PZA nema Zzadnou aktivitu proti E. coli, jak bylo dokazano naméfenou rezistenci
na koncentrace PZA vy3$si nez 2000 mg/L pfi pH 5,5 pomoci zkousky méfici MIC. Ale kdyz
byly rostouci bakterie usmrceny vystavenim pulsobeni ampicilinu, zbylé perzistujici
bakterie s pomalym metabolismem byly citlivéjSi na pusobeni PZA [6,8].

Aktivni 1éCivo POA neni k |é€bé TB uzivano pfimo, protoze bakterialni aktivita POA
po oralnim podani infikovanym mysim nedosahovala aktivity PZA. Pfedpokladem je nizka
absorpce gastrointestinalnim traktem a znacna vazba na sérové proteiny [8].

Farmakokinetika: VSeobecné se pfedpoklada, ze je PZA témér uplné absorbovan z

gastrointestinalniho traktu. Zda se, ze u déti je absorpce opozdéna Ci snizena. PZA je
distribuovan do vétSiny tkani vc€etné plic, ledvin, jater, pronika hematoencefalickou
bariérou do mozkomisniho moku a prochazi membranou makrofaga. Vaze se na proteiny
z 10-20%. PZA je v jatrech metabolizovan mikrozomalni deaminazou na aktivni metabolit
POA a nasledné hydroxylovan na 5-hydroxy-POA. PZA ma stfedni interindividualni
variabilitu u dospélych, stfedni clearense u déti je vy3Si, coz sniZzuje poloCas PZA 0 43%.
Nehydrolyzovany PZA je v ledvinach filtrovan a poté zCasti zpétné reabsorbovan.
Metabolické produkty jsou vyluCovany také ledvinami [10,12].

Nezadouci ucCinky: NejbéznéjSim vaznym nezadoucim ucinkem je Iékoveé vyvolana

hepatitida. Toxické ucinky PZA jsou zavislé na davce a trvani podavani Iéku a mohou se
objevit kdykoliv b&éhem [éCby. Incidence vedlejSich uCinkd byva zvySena u Zen, starSich
pacientl, asiatl, pacientu s renalni insuficienci a HIV pozitivnich. Je doporu¢eno vySetifeni
zakladnich funkci jater jesté pfed zaCatkem |éCby PZA. Také snizuje renalni exkreci uratu,
coz muze vést ke dné u predisponovanych jedincl. Pokud je hyperurikémie vazna nebo je
doprovazena akutnim zachvatem dny, podavani PZA by mélo byt pferuSeno. DalSimi
nezadoucimi uc€inky jsou ataralgie, nauzea, zvraceni, dysurie, teplota a sideroblasticka
anémie [10,12].

Interakce: PZA snizuje ucinnost allopurinolu. V dobé podavani PZA by mélo byt
omezeno uzivani alkoholu. PZA je kontraindikovan pacientlim uzivajicich nadmérné
mnozstvi alkoholu, pacientdm s latentni tuberkulézou, ktefi uzivaji potencialné
hepatotoxické |éCiva, nebo tomu, kdo jiz prodélal onemocnéni asociované na uzivani
izoniazidu. V téchto pfipadech by musel pfinos lécby prevazit nad riziky jaternich

nezadoucich ucinku [10,12].
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2.3 Antituberkulotika druhé volby

Léciva byvaji fazeny mezi léCiva druhé volby ze dvou duvodu:
1) jsou méné efektivni nez I1éCiva prvni volby nebo maji toxické vedlejsi ucinky
2) mizou byt nedostupné v mnoha vyvojovych zemich.
Mezi |éCiva druhé volby patfi tyto skupiny:aminoglykosidy (amikacin, kanamycin),
polypeptidy  (kapreomycin, viomycin), fluorochinolony (ciprofloxacin), thioamidy

(ethionamid, protionamid), cykloserin, kyselina p-aminosalicylova a klofazimin [4].
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Kanamycin je aminoglykosidové ATB pouzivané na riizné typy bakterialnich infekci
vCetné zpusobenych M. tb. Amikacin je od kanamicinu odvozen, ma vSak delSi biologicky
poloCas a je méné ototoxicky [3]. Mechanismus ucinku spociva v inhibici syntézy bilkovin.
Kanamycin (amikacin) se vaze na na 30S podjednotku ribosomu a blokuje translaci

MRNA. Nezadoucimu ucinky je nefrotoxicita, jiZ zminéna ototoxicita a neurotoxicita [4].
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Kapreomycin je polypeptidové ATB s bakteriostatickym uc€inkem pusobici
na intracelularné uloZzena mykobakteria, pfedevSim na M. tb. Kapreomycin se vaze RNA a
tim zabranuje splicingu a inhibuje syntézu bilkovin. Ma Casto zkfizenou rezistenci
s neomycinem, a kanamycinem. Mezi hlavni nezadouci ucinky patfi nefrotoxicita
a poskozeni VIII. Hlavového nervu. Kapreomycin patfi mezi antituberkulotika, které se

uzivaji vyhradné v kombinaci [4].

Fluorochinolony

Fluorochinolony (kyselina 7-fluoro-4-oxo-1,4-dihydro-chinolin-3-karboxylova) jsou
dllezita skupina s Sirokym spektrem antibakterialni aktivity proti grampozitivnim a
gramnegativnim bakteriim, anaerobim a mykobakteriim. Ma velky terapeuticky potencial
obzvlasté u organismu rezistentnich na jiné skupiny antibiotik. Dulezitost fluorochinolont
v boji proti infekCnim nemocem zacala, kdyz byl objeven norfloxacin. Tato sloucenina
prezentovala Siroké spektrum uCinku a lepSi farmakokinetické  vlastnosti
proti gramnegativnim a nékterym grampozitivnim bakteriim v zavislosti na kombinaci
atomu fluoru na pozici 6 a piperazinylu na pozici 7. Po tomto dulezitém objevu bylo
syntetizovano velké mnozstvi fluorochinolont z cilem zdokonalit nékteré vlastnosti jako
rozpustnost, antimikrobni aktivitu, prodlouzit sérovy polo¢as, snizit nezadouci ucinky a to
cestou p.o. i parenteralni. V tomto kotextu mohou byt vyzdviZzeny napf. ciprofloxacin,
ofloxacin a enofloxacin [2,4].

Jejich ucinnost je zaloZena na inhibici bakterialni DNA gyrazy (=topoizomeraza Il) nebo
topoizomerazy IV DNA gyraza je nezbytny enzym pro replikaci, transkripci a reparaci
bakterialni DNA. Topoizomeraza IV zodpovédna za rozdéleni DNA do dvou dcefinnych
bunék na konci replikace. V gramnegativnich bakteriich je primarni cil DNA gyraza,

zatimco u grampozitivnich bakterii je poSkozena topoizomeraza IV [2].
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Stupen rezistence k fluorochinolonima jejich relativné nizka baktericidni ucinnost

na mykobykterie je limitujici pro jejich pouziti pfi I€Cbé tuberkulozy [1].

Thioamidy

Thioamidy jsou derivaty kyseliny isonikotinové a jsou zastoupeny dvémi latkami —
ethionamid a protionamid [4]. Jsou to relativné toxicka bakteriostaticka antituberkulotika.
Strukturné maji blizko k INH a maji téméF stejny inhibi¢ni ucinek na syntézu kyseliny

mykoloveé [3,4].

g CHCHLIH,

Ethionamid =

ST NH,

Ethionamid je aktivni proti M. tb., M. leprae, M. kansasii, a nékterym kmenim MAC.
Nezadouci uc€inky ethionamidu a protionamidu jsou gastrointestinalni potize (anorexie,
slinéni, nauzea, bolest bficha a prujem), psychické poruchy (deprese, uzkostna porucha,
zmatenost, ospalost a bolesti hlavy) [4]. Tyto vedlejSi u€inky omezily jejich pouZiti jen

pro IéCbu plicni a mimoplicni MDR-TB [3,4].

“NH
Cykloserin

HzM 0
Cykloserin je strukturni analog aminokyseliny D-alaninu s Sirokym spektrem

proti bakteriim vcetné M. tb. Cykloserin inhibuje biosyntézu peptidoglykanu v ¢asném
stadiu a tim i tvorbu bunécné stény. Nezadouci ucinky se projevuji jako postizeni centralni
nervové soustvy bolestmi hlavy, depresemi a kfeCemi. Cykloserin se uplatiuje v 1éCbé

aktivni TB jen v pfipadech, kdy selhala Ié¢ba antituberkulotiky prvni volby [4].

Para-aminosalicylova kyselina OH
H,N H
Para-aminosalicylova kyselina ma slabsi aktivitu na M. tbh., na které puUsobi

bakteriostaticky [4]. Za mechanismus ulinku se dfive pokladala kompetetivni inhibice
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syntézy kyseliny dihydrolistové (strukturni podobnost s kyselinou p-aminobenzoovou),

pravdépodobnéjsi je zabranéni prfenosu kationtll Zeleza jejich chelataci. Nevyhodou je
nutnost vysokych terapeutickych davek a vysokeé riziko vzniku rezistence [3].
Pouziva se pfi lécbé MDR-TB v kombinaci se SM a INH [4].

Cl

CHs

M N/I\CHg

Urcita ucinnost na M. tb. byla zaznamenana i u klofaziminu, slou€eniny odvozené

Klofazimin

od iminofenazinu. Mechanismus ucinku spociva ve vazbé na guanin mykobakterialni DNA.
Diky své lipofilité ma velmi dlouhy biologicky poloc¢as.
Klofazimin se pouziva hlavné pfi 1éCbé lepry, zpusobené M. leprae a vyuziva se

pfi terapii mykobakteriéz u imunodeficitnich pacientu [3].
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2.4 Potencialni lécCiva

Situace se vSeobecné zkomplikovala s rostoucim poctem pacientd s MDR-TB, kdy je
léCba vedena méné ucinymi, vice toxickymi a drazsimi léky, a ko-infekci HIV/AIDS, ktera
aktivuje latentni formu TB a/nebo urychluje jeji postup. Proto je nutna potifeba novych Iéku,
s ko-infekci HIV/AIDS [4].

Nyni jsou zkoumany a vyvijeny ruzné skupiny slou€enin k objevu novych
antituberkulotik. Napfiklad thiolaktomycin a analogy, analogy ethambutolu, analogy
meflochinu, deazapteridiny, benzylpuriny, benzoxaziny, diterpenoidy, imidazo(4,5-c)
pyridiny, tryptanthrin a analogy, fenaziny, 1,2,4 triazoly, analogy isoniazidu,
fulleropyrrolidiny, derivaty toluidinu, sacharidy, chinolony, oxazolidinony,a analogy
mikonazolu. Mezi novymi patenty, jsou nové skupiny s antituberkulotickou aktivitou jako
derivaty pyrrolidin-2,5-dionu a piperidin-2,6-dion0, sulfoslou¢eniny, halogenovana kyselina
p-aminosalicylova a thioacetazony a p-guanidinosalicylat [2]. Nedavno byly zkoumany
nové cile jako inhibitory signalizacnich kinaz. Preziti M. tb. navzdory fagocytéze
makrofagem se zaklada nejen na pfitomnosti silné bunécéné stény, ale i na funkci mnoha
mykobakterialnich kinaz a fosfataz, které naruSuji obranné mechanismy bunék
hostitele [4].

Zde jsou uvedena néktera potencionalni antituberkulotika:

H
)W 2
SQ109 e \@

SQ109 je diaminovy analog ethambutolu (EMB) a obsahuje nenasycené izoprenoveé
jednotky a objemny adamantinovy kruh. Byl vybran diky své vyborné aktivité in vitro i
in vivo v€etné proti kmenim M.tb. Rezistentnim na EMB, INH a RIF. Jeho biologicka
dostupnost je sice omezena, ale ma velky objem distribuce do riznych tkani, obzviasté
do plic, coz je pravdépodobné diky pfitomnosti adamantinového kruhu. SQ109 je rychle
metabolizovan v jatrech a je mozné, Ze je ve skuteCnosti proléCivem, jehoz mechanismus
ucinku neni pfesné znam, i kdyz se Vvéfi, Ze je to syntéza bunécné stény jeko u EBM, ale

jinym zplasobem, protoze je aktivni i na EBM-rezistentni kmeny. To naznacuje existenci
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jiného specifického cile nebo zblUsobu aktivace. Nebyl sledovan antagonismus SQ109
s zadnym lékem prvni volby, pficemz kombinace s RIF (nebo INH) vykazuje synergismus,
pravdépodobné zvySenou aktivaci SQ109 diky indukci cytochromu P450 (CYP), ktery
produkuje aktivni oxidované metabolity. Bylo by zajimaveé zjistit, zda se tento synergismus
zachovan i s rifabutinem, ktery indukuje CYP mnohem méné. Experimenty na mySich
modelech také ukazali synergismus, kdyZ je SQ109 pouZit v kombinaci s INH, RIF a PZA.
Zda se, ze SQ109 by mohl zkratit trvani 1éEby TB. Prvni zpravy z klinické studie faze la,
dokoncené 2007, popisuji rychlou a obsahlou distribuci do tkani po podani p.o. a dlouhy
poloc¢as. To napovida, ze podavani jednou tydné muze byt dostateéné. U pacientl nebyly

pozorovany zadné vazne vedlejSi uCinky [1].

PA-824 & e
0

Bicyclicky nitroimidazo[2,1-b]Joxazin PA-824 nema navzdory chemické spfiznénosti
k mutagennim nitroimidazofuranim zadné nepfiznivé mutageni vlastnosti a zaroveri ma
vysokou antituberkulotickou aktivitu. PA-824 vykazuje vysokou antimykobakterialni aktivitu
in vitro proti metabolicky aktivnim, nereplikujicim se i rezistentnim bakteriim. Mechanismy
u€inku jsou dva — inhibice syntézy lipidd a proteint bunécné stény a druhy, ktery neni
zatim vysvétlen, ale diky némuz Iécivo pasobi na nereplikujici se mykobakterie.

PA-824 je ve skuteCnosti proléCivo, které je pravdépodobné aktivovano redukci
aromatické nitroskupiny na aminoskupinu. Rezistenci si bakterie vytvaFi ztratou specifické
glukozy-6-fosfat-dehydrogenazy nebo jejiho deazaflavin kofaktoru F420, ktery zajiStuje
elektrony pro redukéni reakci [1,4]. Tyto problémy v8ak nemusi byt zasadni, protoze
pozadovana nitroredukce bude dosazena nizkym redoxnim potencialem prostredi, které
vznika v lidskych hypoxickych kaseodznich loziscich, ale ne v mysSich loziscich. Nebyla
zjiSténa zkfizena rezistence k jinym sou€asnym antituberkulotik(im.

PA-824 ma dlouhy poloCas a asi se v téle kumuluje, ale zatim neni dostatek informaci
tykajicich se metabolismu, které by mohly vysvétlit tyto farmakokinetické vlastnosti.
Nahrada INH PA-824 v bézné 1éCbé vede k vysSi efektivité na mysich modelech. Nicméné
substituce RIF ¢i PZA je neprospésna pro ucinnost IéCby a byla sledovana vyssi frekvence

relapst po Sesti mésicich 1é€by RIF, INH a PA-824, coz naznacCuje omezenou baktericidni
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schopnost PA-824.
PA-824 v této dobé podstupuje klinické zkousSeni faze I1 [1].

OO
f \ QO M
CF 0 W

Syntéza a testovani fady 6-nitro-2,3-dihydroimidazo[2,1-b]Joxazoli vedla k objevu latky

OPC-67683

oznacené OPC-67683 , ktera vykazuje vybornou aktivitu in vitro proti citlivym i rezistentim
kmenim M.tb. A zaroven nebyla pozorovana zkfizena rezistence k zadném IéCivu prvni
volby. Nepravidelné nebo nizké davkovani muze byt také ucinné. Dlouhy poloc€as, nizky
metabolismus enzymy CYP a vysoka ucinnost u imunokompromisnich mysi napovida, ze
toto IéCivo by mohlo byt pouzito pfi I€€bé pacientu s ko-infekci TB/HIV.

Jedine€na struktura bunécné stény mykobakterii, bohata na mykolovou kyselinu, je
cilem ucinku OPC-67683, ktery inhibuje syntézu kyseliny methoxy-mykolové a keto-
mykolové jako INH, ale v zna¢né& nizSich koncentracich. Neni znamo, jestli plsobi
na syntézu bilkovin (jako v pfipadé PA-824) nebo interaguje s jinymi cilovimi strukturami
M.tb. OPC-67683 je prolécCivo, které M.tb. Metabolizuje na hlavni metabolit desnitro-
imidazooxazol. OPC-67683-rezistentni kmeny mykobakterii nemetabolizuji 1éCivo na tuto
aktivni formu.

Kombinace OPC-67683 s Iéky prvni volby RIF, INH, EMB a SM nevykazuje zadné
antagonistické interakce, pfes synergistické interakce vyskytujici se s RIF nebo EMB
in vitro. Kombinace OPC-67683 s RIF a PZA na 2 mésice nasledovana kombinaci s RIF
na dalSi dva meésice na mySich modelech prakticky eliminovala vSechny plicni
mykobakterie béhem tfi mésich a uplné je eliminovala béhem dalSich &tyf mésicl. To
napovida, ze OPC-67683 ma velkou baktericidni schopnost a mohl by zkratit I€éCbu.

v v v

Nedavno byla uspésné dokonc&ena lIl. faze klinického zkouseni [1].
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TMC207

Ze série diarylchinolini (DARQs), které byly zkouSeny proti M.tb in vitro i in vivo, je
nejsilngjSi latka TMC207. Ta vykazuje vynikajici aktivitu k Iékové citlivym, MDR a XDR
kmenim M.tb. Zda se, ze TMC207 ma vétsi potenci proti mutovanym a lékové
rezistentnim kmenUim nez uplné citlivym [1]. Zaroven je U&inny i na dalS$i vyznamné
mykobakterie jako MAC, M. kansai a rychle rostouci M. fortium a M. abscessus [4].

Mechanismus ucinku TMC207 spociva v inhibici mykobakterialni ATP syntazy vazané
na membranu. Tento jedine€ny mechanismus u¢€inku ma velkou budoucnost, protoze je
mala podobnost mezi lidskou a mykobakterialni C jednotku ATP syntazy kdédovanou
genem atpE, ktera byla uréena jako specificky cil TMC207. Mnozstvi mutaci TMC207-
rezistentnich kmenu bylo zjisténo pravé v jednotce C. ATP syntdza ma dvé strukturni
domény (Fo a F1), které pracuji jako biologicky rotacni motor: Fi je v cytoplasmé, kde
vyrabi ATP a F, se klene membranou a je usporadana do tvaru disku a je tvofena jednou
jednotkou A a 9-12 jednotkami C. Proud protonu fidi rotace tohoto disku. Normalné
postrani fetézec jednotky A pfijima rozprostfenou konformaci, ktera dosahuje k jednotce C
a predava proton. To vede k konformacni zméné jednotky A do kompaktni podoby a rotaci
jednotky C. Pfedpokladanym mechanismem ucinku na molekularni urovni je napodobeni
jednotky A. To brani rotaci jednotky C i produkci protonu.

Pokud jsou mykobakterie rezistentni na TMC207, zlstavaji nadale citlivé na ostatni
antituberkulotika jako RIF, INH, SM a EMB.

Uziti TMC207 samotného se zda stejné efektivni jako kombinace RIF, INHa PZA a vic
nez RIF sam na mySich modelech. TMC207 ma vysokou baktericidni schopnost u
guinejskych prasatek a zaroven je 100x efektivnéjSi nez konvencni kombinace RIF, INH a
PZA. TMC207 je u lidi dobfe resorbovan po podani per os, ma dlouhy poloCas, ktery
vysvétluje ucinnost pfi davkovani jednou tydné mysim. TMC207 je metabolizovan CYP3A4
a proto je jeho hladina po podavani s RIF znacné snizena, proto neni vhodny pro
pouzivani béhem lécby antiretrovirotiky. Kombinace TMC207 s léky prvni volby RIF, INH a
PZA vede k nepfitomnosti mykobakterii v mySich modelech jizZ po dvou mésicich. Byl také

sledovan synergismus TMC207 a PZA, kdy byly plicni mykobakterie zcela vyhubeny jiz
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po dvou mésicich. To muize byt nasledkem jiz zmifiované inhibice ATP syntazy
pyrazinamidem. Kombinace TMC207 se sou¢asnymi doporu¢enymi léCivy na lé€bu MDR-
TB (amikacin, ethionamid, moxifloxacin a PZA) byla uspésna pfi eradikaci infekce v plicich
a sleziné béhem dvou mésict na mysich modelech.

Faze lla klinického zkouSeni ukazala dobrou toleranci pacienty, ale nizSi samostatnou
aktivitu nez pfi monoterapii RIF nebo INH. DalSi studie zkoumajici dlouhodobou
bezpec€nost a ucinnost u pacientd s MDR-TB zacala v poloviné roku 2007 [1].

DalSi nadéjnou latkou ze skupiny DARQs je R207910, jejiz MIC je stejna nebo nizsi

nez referencnich sloucenin [4].

Fluorochinolony ¢tvrté generace

V soucasnosti se vice pozornosti vénuje novéjSim fluorochinoloniim, které jsou fazeny
do Cctvrté generace, vzhledem k jejich menSim toxickym G&inkim, zdokonalenym
farmakokinetickym vlastnostem a vysSi aktivité proti grampozitivnim a gramnegativnim
bakteriim, v€etné rezistentnich kmenu oproti star§im fluorochinoloniim. Rozdil v u€innosti
starSich a novéjSich fluorochinolonu je jejich dualni aktivita v inhibici obou enzymu, coz i
omezuje moznost vzniku rezistence. Jako pfiklady této generace mohou byt uvedeny

gatifloxacin, moxifloxacin a trovafloxacin [2].

F COoH

Moxifloxacin H e

Moxifloxacin vykazuje vybornou aktivitu proti Skale riznych bakterii, které zpUsobuji
infekce jako pneumonie, brochitida a sinusitida. Také ma velmi dobrou aktivitu proti M. tb.
in vivo a in vitro, ktera byla srovnavana s dalSimi fluorochinolony oproti nimz ma dobrou
baktericidni aktivitu. Moxifloxacin ma také vybornou biologickou dostupnost po podani p.o.
a dlouhy polo€as. Diky svym vyhodnym vilastnostem je klinicky zkouSen pro Ié¢bu
tuberkulozy.

Vzhledem k dulezitosti fluorochinolont v boji s tuberkul6zou jsou jiné chinolony v
preklinickém a klinickém zkouSeni jsou i dalSi zastupci jako sitafloxacin, gemifloxacin,
PD 161148, CS-940 a T-3811ME [2].
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o/—\N—Q—N/H\O i
Linezolid N/ . J\
F \_k/JI

Patfi do skupiny oxazolidinont, nové skupiny antibakterialnich |éCiv. Po zjisténi
antibakterialni aktivity nékterych zastupcl, byly vyvijeny dalSi latky této skupiny dale
navzdory tomu, Zze mnoho latek bylo pro svou toxicitu opustény. Pozdéji byly objeveny dvé
netoxické latky, které byly pojmenovany linezolid a eperezolid. Linezolid byl FDA schvalen
pro léCbu infekci zpusobenych grampozitivnimi bakteriemi, které jsou rezistentni na jina
antibiotika napf. vankomycin a penicillin. Tato skupina ma novy mechanismus ucCinku
zalozeny na zastaveni syntézy bilkovin konkrétné zablokovanim inicialni faze translace
vazbou N-formylmethionyl-tRNA k 70S ribozomalni jednotce.

Oxazolidinony maiji slibnou akivitu proti M. tb. obzvlasté pfi 1ébé MDR-TB. Byly
provedeny studie, pfi nichz se dokazalo, Ze linezolid je pfi |IéCbé MDR-TB ucinny

(v kombinaci s dalSimi antituberkulotiky) a pro pacienty bezpecny [2].

Thiolaktomycin w TS
3

Pfirozené se vyskytujici (5R)-thiolaktomycin (TLM) vykazuje aktivitu in vivo proti mnoha

0

patogenim bakteriim, v€etné gramnegativnich, grampozitivnich bakterii. TLM se ziskava
zizolatu rodu Nocardia, druhu aktinomycet, a ma jedineCnou strukturu, ktera neni
zpfiznéna s zadnymi jinymi skupinami znamych antibiotik. TLM pfimo inhibuje rostlinnou a
bakterialni FAS |l a fazi prodluzovani pfi biosyntéze kyseliny mykolové.

Zatim nebyly publikovany zadné zpravy o ucinnosti va¢i M. tb. na zvifecich modelech.
Nedavno byla dokazana i antimalaricka aktivita. TLM ma zanedbatelnou toxicitu a
poskytuje znacnou ochranu pred zanéty mocovych cest a intraperitonealnimi infekcemi.
U hlodavci je thiolaktomycin dobfe absorbovan po podani p.o.

O toto nové antibiotikum je projevovan znacny zajem diky jeho Sirokému spektru ucinku,

vyhodnym fyzikalnim a farmakokinetickym viastnostem a nizké toxicité [4].
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Cl

CH=

N N/L\CHg
seod=9

Bylo zjisténo, Ze tetramethylpiperidinové derivaty fenazinu B4169 a B4128 maji znac¢né

Analogy klofaziminu

vetsi aktivitu proti M. tb., vCetné klinicky MDR kmenu, nez klofazimin (viz obrazek) .
protizanétlivé pasobeni, nizky vyskyt vzniku rezistence a pomala metabolicka eliminace,

coz z nich déla nadéjné kandidaty pro IéCbu mykobakterialnich infekci [4].

Tryptanthrin N

Tryptanthrin je strukturné originalni indolinazolinonovy alkaloid, aktivni proti MDR
kmenum M. tb. s nizkou hodnotou MIC. Po ur€eni toxikologickych udaji by mohl tento
strukturni prototyp sloucit k Iécbé MDR-TB [4].

Dalsi latky s moznym novym mechanismem ucéinku

Mnozstvi latek je v klinickém Ci preklinickém zkousSeni. Jedna z téchto sloucenin, pyrrol
LL-3858, analog INH, ma pravdépodobné fazi | klinického zkouSeni za sebou. DalSi
zajimavou latkou je OPC-37306, aktivni molekula objevena pfi skriningové studii inhibice
biosyntézy kyseliny mykolové. OPC-37306 je aktivni na citlivé i rezistentni kmeny a zda
se, ze je na mySich modelech vic aktivni nez RIF. O slou¢eniné FAS20013 je tvrzeno, ze
ma schopnost eliminovat vic nez 99% M.tb (vCetné latentnich) béhem 24 h, zaroven
nebyly pozorovany zadné rezistentni kmeny a ma dobry farmakokineticky profil. Jina
slibna sloucenina je SQ-609 (jez interferuje se syntézou bunécné stény, ale pfesny cil
uCinku zatim nebyl objeven) a SQ641 (inhibitor translokazy |, enzymu potfebného

pro syntézu peptidoglykanu bunécné stény), které jsou stale v preklinické fazi [1].
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2.5 Perspektivy dalSiho vyvoje

Vzhledem k Sifici se MDR-TB a XDR-TB stale pfetrvava nutnost vyvijet nova uc€inna
léCiva s niz8imi nezadoucimi ucinky, zdokonalenou farmakokinetikou, s vysSi aktivitou i
proti rezistentnim kmenim. Také je dulezité, aby nové vyvijené Iéky mohly zkratit délku
|éCby Dale je nutno poznamenat, ze pfi tomto vyvoji I&Civ, jejichz plsobeni je zalozeno
na inhibici bakterialnich struktur, je dulezité vice porozumét faktorim jako je lidsky imunitni
systém, podminénost citlivosti na genomu mykobakterii, u€inek lékl a vznik rezistence

vuci nim na molekularni arovni [4].
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Vlastnosti pyrazinového jadra

Pfed vice nez Ctyriceti lety vySel v Chemickych listech od autorl Libora Novacka, Karla
Palata a Milana Celadnika souborny referat s nazvem Chemie pyrazinu. Za uplynulou
dobu bylo v této oblasti ziskano obrovské kvantum novych informaci. Pyrazin, 1,4-diazin,
predstavuje vysoce symetrickou molekulu. Jedna se o slabé aromatickou slouceninu, ktera
se svymi vlastnostmi blizi vlastnostem terciarnich alifatickych amin( a chova se jako slaba
dvojsytna baze (pK: = 0,57; pK; = -5,51). Pyrazinové jadro je planarni utvar, ktery maze
byt znazornén jako rezonancéni hybrid nékolika zakladnich struktur. Pyrazin, podobné jako
ostatni diaziny, nepodléha snadno elektrofilnim substitucim, napf. Friedel-Craftsovym
aromatickym substitucim. Pfimy elektrofilni atak je ztizen induktivnim efektem dusikovych
atomu pyrazinu, a tedy existenci rezonancnich struktur, které jsou pfi¢inou kladného

naboje na atomech uhliku heterocyklu. Vyhodnéjsi jsou z tohoto duvodu substituce
nukleofilni [13,14,15,16].
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3.2 Priprava acylhalogenidu

Acylhalogenidy jsou pro svou velkou reaktivitu velmi dulezitymi funkénimi derivaty
kyselin. Nejvyhodnéjsi syntézou z hlediska Cistoty pfipravovaného acylhalogenidu se jevi
byt pouZiti chloridu thionylu (thionylchlorid SOCI,), protoZe veskeré zplodiny této reakce

jsou plynné a daji se pomérné snadno z reakéni smési odstranit [17].

R-COOH + SOCIl;— R-COCI + SO, + HCI

3.3 Priprava anilidi karboxylovych kyselin

Nejpouzivanéjsi metodou pfipravy anilidd pyrazinkarboxylové kyseliny je aminolyza
chloridu kyseliny. Aminolyza chloridi probiha ve vétSiné pfipadu za velmi pfiznivych
podminek. Do reakéni smési se pfidava pyridin, ktery je dllezity jako akceptor protonu
uvolnéné kyseliny, Ize pouZzit i jiny terciarni amin. Jinak uvolnény chlorovodik vyvaze 1 mol

aminu [18].

o \@m@é

g Q
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pristroje a chemikalie

U pouzitych chemikalii byly ovéfeny fyzikalni konstanty. Rozpoustédla byla
pfed pouzitim vysusena a Cisténa obvyklym zpasobem.

Prubéh 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 obsahuijici volnou karboxylovou skupinu byly vyvijeny
v soustavé propanol — amoniak (2:1). Detekce byla provadéna UV svétlem o vinové délce
254 nm.

Latky pro analyzu byly precistény krystalizaci s aktivnim uhlim.

Teploty tani byly stanoveny v kapilafe na pfistroji Stuart Scientific, SMP3, Bibby Sterling
LTD, UK, Bibby Sterling LTD, UK, a jsou nekorigované.

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

InfraCervena spektra byla zméfena pi. Vencovskou na KAOCH FaF UK na spektrometru
Nicolet Impact 400. Latky pevného charakteru byly méfeny v tabletach bromidu
draselného (navazka 0,7 mg latky na 200 mg Kbr), vinocty jsou uvadény v cm-.

'H a 3C NMR spektra byla méfena na pristroji Varian Merkury — Vx BB 300 (299,95 Mhz
— '"H a 75,43 Mhz — "*C) Bruker Comp. (Karlsruhe, Némecko). Méfeni proved| a spektra
vyhodnotil doc. PharmDr. J. Kunes$, Csc. Z KAOCH FaF UK. Chemické posuny jsou
vztazeny k Si(CHzs)s.

Log P slouc€enin byl vypocéten pomoci programu CS ChemOffice Ultra, verze 7.0
(CambridgeSoft, Cambridge, MA, U.S.A)).
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4.2 Vychozi struktury

pyrazin-2-karboxylova

5-methylpyrazin-2-
karboxylova

6-chlorpyrazin-2-karboxylova

kyselina
0
5-terc-butylpyrazin-2 A =
-terc-butylpyrazin-2- _>—I-El
karboxylova Mr’ )
6-chlor-5-terc-butylpyrazin-2- H—0Q M=
karboxylova m y t-Bu
3-ethynylanilin Ho
|‘ =
H
anilin

3-aminofenyl-1-karbonitril
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4.3 Obecny postup pripravy anilida pyrazin-2-karboxylové kyseliny

4.3.1 Priprava chloridl pyrazin-2-karboxylové kyseliny

0,0027 mol pyrazin-2-karboxylové kyseliny se rozpustila v 25 ml vysuSeného toluenu
v barnice s kulatym dnem. K roztoku se pfidalo 0,073 mol (10 ml) thionylchloridu. Barika
byla opatfena zpétnym chladi€em a zahfivala se v olejové lazni k varu pfi teploté 120 °C
1 hodinu. Poté se nezreagovany podil thionylchloridu oddestiloval za snizeného tlaku
na rotacni vakuové odparce. Aby se oddestiloval vSechen thionylchlorid z produktu, pridalo
se na zavér malé mnozstvi toluenu pro azeotropni destilaci. Surovy produkt v barnce se

dale nedistil, ale pouzil se k nasledujici reakci.

4.3.2 Priprava amidl pyrazin-2-karboxylové kyseliny

0,0027 mol substituovaného anilinu bylo rozpusténo v cca 10 ml bezvodého acetonu
v Erlenmayerové barice opatfené magnetickym michadlem. K roztoku bylo pfidano
0,0027 mol (0,23 g) bezvodého pyridinu. Za stalého michani na elektromagnetické
michaCce byl po kapkach pfidavan roztok 0,0027 mol chloridu kyseliny pyrazin-2-
-karboxylové v bezvodém acetonu. Smés byla michana asi jednu hodinu pfi laboratorni
teploté. Poté byl aceton oddestilovan za sniZzeného tlaku na rotaCni vakuové odparce.
Surovy produkt byl pfekrystalizovan ze smési voda:ethanol. Pfipadné nasledné precisténi
bylo provedeno preparativni kapalinovou chromatografii.

Nasledné se provedla kontrola pribéhu reakce pomoci TLC za pouZiti vyvijeci soustavy

toluen:aceton (1:1). Hned po reakci se zméfila teplota tani ziskaného produktu.
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5 Vysledky

5.1 Charakteristiky pfipravenych derivatu pyrazinu

Kod latky MD 473 MD 474
2 | , . 4
U 2 ix \_/
: ‘-\. l'}lr-\.
'_
Systematicky 6-chlor-N-(3-kyanfenyl)pyrazin- 6-chlor-N-(3-ethynylfenyl)pyrazin-
nazev -2-karboxamid -2-karboxamid
Sumarni Cr2HCINSO C1sHsCIN:O
vzorec
Vytézek, [%)] 11,5 30,5
M. h., [g/mol] 258,67 257,68
Tt [°C] 145-147 143-146
RF 0,85 0,87
. o/ - . o/ - . o/ - . o/ -
Elementarni C: 585,72 %; H: 2,73 %,; C: 60,60 %; H: 3,13 %,;

analyza teor.

Cl: 13,71 %; N: 21,66 %;

Cl: 13,76 %; N: 16,31 %;

0:6,19% 0:6,21%
Elementarni C: 55,62 %); C: 60,49 %;
analyza prakt. H: 2,68%); H: 3,02 %;

N: 21,80 % N: 16,20 %;

IC spektrum
(KBr), [cm™]

3330 (NH), 2231 (CN),
1693 (C=0), 1607 (fenyl),
1589 (NH),

1435, 1268, 1137 (pyrazin)

3352 (NH), 3281 (ethynyl),
1688 (C=0), 1586 (fenyl),
1535 (NH),

1429, 1283, 1170 (pyrazin)

"H NMR 10,96 (s, 1H, pyr.), 9,19 (s, NH), | 10,86 (s, 1H, pyr.), 9,20 (s, NH),
(300 MHz, 8,78 (s, 1H, pyr.), 7,72, 7,62, 8,80 (s, 1H, pyr.), 7,78, 7,60, 7,46,
DMSO), [5] 7,26, 7,22 (4H, arom.) 7,32 (4H, arom.), 3,41 (CH)
3¢ NMR 162,45: 149 50; 147.32; 136,70: | 162,62, 146,21; 146,58, 144,32,

: : : » | 142.81; 135,90: 129,78; 129,22;
(75 MHz, 133,42; 129,84; 128,66; 126,15 | 05'0c 10200 150" s g5 g9
DMSO), [5] 123,36: 122.36: 118.05: 113,48 90, 120,80, 122,46, 02,90,

81,11
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Kod latky MD 480 MD 481
) ) V4 ) ] Vi
{fw {KM
l'-\. Jr'f" _.-\. J}Ir-\.
F H
Systematicky N-(3-ethynylfenyl)pyrazin- N-(3-kyanfenyl)pyrazin-
nazev -2-karboxamid -2-karboxamid
Sumarni CirsHeNsO CrzHeN4O
vzorec
Vytézek, [%] 79,4 52,7
M. h., [g/mol] 223,24 224,22
Tt [°C] 173-176 145-150
RF 0,71 0,73
Elementarni C: 69,95 %; H: 4,06 %,; C: 64,28 %; H: 3,60 %;
analyza teor. N: 18,82 %; O: 7,17 % N: 24,99 %; O: 7,14 %
Elementarni C: 70,08 %; H: 3,06 %; C: 64,37 %; H: 3,58 %,;

analyza prakt.

N: 19,11 %

N: 25,13 %

IC spektrum
(KBr), [cm™]

3344 (NH), 3207 (ethynyl),
1698 (C=0), 1587 (fenyl),
1563 (NH),

1430, 1290, 1163 (pyrazin).

3294 (NH), 2232 (CN),
1680 (C=0), 1607 (fenyl),
1587 (NH),

1418, 1267, 1177 (pyrazin)

"H NMR
(300 MHz,
DMSO), [3]

10,98 (s, 1H, pyr.), 9,13 (s, NH),
8,89 (s, 1H, pyr.), 8,82 (s, 1H,
pyr.), 7,81, 7,58, 7,56, 7,29 (4H,
arom.), 3,38 (CH)

10,98 (s, 1H, pyr.), 9,15 (s, NH),
8,89 (s, 1H, pyr.), 8,80 (s, 1H,
pyr.), 7,82, 7,64, 7,36, 7,22 (4H,
arom.)

3C NMR
(75 MHz,
DMSO), [5]

162,65; 146,20; 146,41; 144,20;
142,80; 135,92; 129,80; 129,20;
127,95; 126,80; 122,57; 82,91;
81,08

162,25; 149,38; 146,11; 138,97,
133,02; 129,14, 128,65; 126,87;
122,57;122,13; 118,65; 112,95
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Kod latky MD 500 MD 501
= /©\ = ‘
/[E)kl = /( | | =
S H ~— i
Me o Me .
Systematicky | 5-methyl-N-(3-kyanfenyl)pyrazin- S-methyl-
, . -N-(3-ethynylfenyl)pyrazin-
nazev -2-karboxamid )
-2-karboxamid
Sumarni
vzorec C13H1ON4O C14H11NSO
Vytézek, [%)] 37,1 59,6
M. h., [g/mol] 238,09 237,09
Tt [°C] 173-179 124-127
RF 0,75 0,79
Elementarni C: 65,54 %; H: 4,30 %; C: 70,87 %; H: 4,67 %;
analyza teor. N: 23,52 %; O: 6,72 % N: 17,71 %; O: 6,74 %
Elementarni C: 65,68 %; H: 4,32 %; C:71,02%; H: 4,77 %:;

analyza prakt.

N: 23,80 %

N: 18,08 %

IC spektrum
(KBr), [cm™]

3344 (NH), 2997 (methyl),
2239 (CN), 1688 (C=0),
1588 (fenyl), 1548 (NH),
1485, 1292, 1147 (pyrazin)

3353 (NH), 3281 (ethynyl),
2968 (methyl); 1685 (C=0),
1584 (fenyl), 1535 (NH),

1429, 1283, 1172 (pyrazin)

10,91 (s, 1H, pyr.), 9,07 (s, NH),

10,88 (s, 1H, pyr.), 9,21 (s, NH),

1

(;IO(TII\GEZ 8,90 (s, 1H, pyr.), 8,78 (s, 1H, | 8,82 (s, 1H, pyr.), 7,76, 7,60, 7,48,

DMSO) [,6] pyr.), 7,84, 7,64, 7,38, 7,20 (4H, | 7,30 (4H, arom.), 3,41 (CH), 1,35
’ arom.), 1,36 (3H) (3H)

136 NMR 162,27; 149,27; 146,31; 139,27;| 162,64; 146,20; 146,60; 144,29;

(75 MHz 132,78; 129,04; 128,90; 126,88; | 142,80; 135,89; 129,76; 129,20;

DMSO) ,[6] 122,27; 122,03; 118,55; 113,42; | 128,07; 126,82; 122,46; 82,91,
’ 26,58 82,16, 26,38
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Kod latky MD 586 MD 587
JN\_/ VA
— N/ :>7 : —>— £BuU
// O A ,—"{I{"’ o o]
C 5-terc-butyl- 5-terc-butyl-
ﬁg:;c\elmatlcky -N-(3-ethynylfenyl)pyrazin- -N-(3-kyanfenyl)pyrazin-
-2-karboxamid -2-karboxamid
Sumarni
vzorec C17H17N3O C16H16N4O
Vytézek, [%] 67,4 73,5
M. h., [g/mol] 279,34 280,32
Tt [°C] 152-153 189-191
RF 0,78 0,77
Elementarni C:73,10 %; H: 6,13 %; C: 68,55 %; H: 5,75 %;
analyza teor. N: 15,04 %; O: 5,73 % N: 19,99 %; O: 5,71 %
Elementarni C: 73,28 %; H: 6,25 %; C: 68,81 %; H: 5,89 %;

analyza prakt.

N: 14,88 %

N: 20,16 %

3365 (NH), 3280 (ethynyl),
2979, 2949, 2929 (terc-butyl);

3304 (NH), 2987, 2936, 2912,
2864, (terc-butyl), 2238 (CN)

;f(gse'[‘g:ﬂ']‘ 1665 (C=0), 1585 (fenyl), 1686 (C=0), 1593 (fenyl),
’ 1535 (NH), 1553 (NH),
1430, 1281, 1142 (pyrazin) 1481, 1249, 1173 (pyrazin)

1H NMR 10,88 (s, 1H, pyr.), 9,21 (s, NH), | 10,88 (s, 1H, pyr.), 9,09 (s, NH),
(300 Miiz 8,82 (s, 1H, pyr), 7.76, 7.60.|8.92 (s, 1H, pyr). 878 (s, 1H.
DMSO) T3] | 748 7.30 (4H, arom.), 341 (CH), | pyr, 7.84, 7.64, 7,38, 7,20 (4H,

’ 1,35 (3H) arom.), 1,38 (9H)
G NMR 162,64, 146,20, 146,60, 144,29, | 162,25, 149,38, 146,11, 138,97,
(75 Mhs 142.80; 135.89; 129,76, 129.20: | 133.02: 129.14; 128.65. 126.87;
DMSOL (5] | 12807 12682 12246; 8291;| 122557, 12213, 11865 112,95;

: 82,16; 26,38 26,65, 26,12, 25.98
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Kod latky

MD 524

==

L=z

X
/ £Bu

W

" = -Bu

5-terc-butyl-6-chlor-

5-terc-butyl-6-chlor-

ﬁg:;c\elmatlcky -N-(3-ethynylfenyl)pyrazin- -N-(3-kyanfenyl)pyrazin-
-2-karboxamid -2-karboxamid
Sumarni
vZOrec C+7H16CIN;O C16H15CIN,O
Vytézek, [%)] 46,6 29,3
M. h., [g/mol] 313,79 314,78
Tt [°C] 138-140 127-130
RF 0,71 0,73
. o/ - . o/ - . o/ - . o/ -
Elementarni C: 65,07 %; H: 5,14 %,; C: 61,05 %; H: 4,80 %,;

analyza teor.

Cl: 11,30 %; N: 13,39 %;

Cl: 11,26 %; N: 17,80 %;

0:5,10 % 0: 5,08 %
Elementarni C: 64,87 %; H: 5,04 %,; C: 60,87 %; H: 4,52 %,;
analyza prakt. | N: 13,39 % N: 17,52 %
3296 (NH), 3240 (ethynyl), 3345 (NH), 2977, 2938, 2912,

IC spektrum
(KBr), [cm™]

2975, 2960, 2934 (terc-butyl);
1663 (C=0), 1583 (fenyl),
1538 (NH),

1436, 1293, 1149 (pyrazin)

2874, (terc-butyl), 2231 (CN)
1688 (C=0), 1588 (fenyl),
1538 (NH),

1434, 1291, 1147 (pyrazin)

10,98 (s, 1H, pyr.), 9,15 (s, NH),

"H NMR 10,88 (s, 1H, pyr.), 9,21 (s, NH),

(300 MHz, 7,76, 7,60, 7,48, 7,30 (4H, arom.), ﬁ’ﬁ% o2 1A s a6 722 (411:’
DMSO). [e] | 341(CH). 1.33 (9H) arom.), 1,37 (OH) ’
C NMR 162,65, 146,23, 146,48, 144,32, | 162,35, 149,50, 146,14, 138.99;
(75 MHz 142,80; 142, 68; 135,95; 129,80; | 133,05; 129,15; 128,66; 126,88;
DMSOLTs] | 12952 128,107 126,80; 122,66 | 12267; 122,14; 118,64; 11292

82,92, 82,10, 28,65, 28,04, 27,85

28,75; 28,02; 27,98
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5.2 Log P, Clog P, log K

Kapacitni faktory K byly vypocCitany pomoci programu Millennium32® Chromatography
Manager Software podle vzorce K = (Tr — Tp)/Tp, kde Tk je retenéni €as, kdy detekovana
latka dosahne maxima piku, a To je mrtvy Cas, ktery je charakterizovan dobou
mezi nastfikem a maximem piku nezadrzeného analytu. K HPLC byly pouzity 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. A vody. Detekce
probihala spektrofotometricky pfi 210 nm. Log K je pouzivan jako index lipofility.

Dale byly uréeny hodnoty Clog P a log P pomoci programu CS ChemOffice Ultra verze
11.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, U.S.A). Hodnota Clog P je rozdélovaci koeficient
oktanol/voda, pfi jehoz ur€eni jsou vzaty v potaz mozné chemické interakce. Hodnota
log P je rozdélovaci koeficient v soustavé n-oktanol/voda. Hodnota lipofility je vyznamny
parametr pro predikci prostupu nové syntetizovanych latek pfes mykobakterialni sténu.
Optimalni hodnoty se u podobnych pyrazinovych derivata pfipravenych v minulosti

pohybovaly v rozmezi log P = 2,0 — 3,0 [19].

ke lthy log K e
MD 473 0.5007 2.36 +0.45 1.52/1.69639
MD 474 0.6233 244 +0.48 1.65/2.47619
MD 480 0.3564 1.32+0.46 0.75/1.73448
MD 481 0.2667 1.24 + 043 0.62/0.970735
MD 500 0.5867 1.36 + 0.45 1.33/1.46974
MD 501 0.6122 1,86 £ 0.47 1.45/2.23348
MD 586 0.7954 3.01+£0.47 2.88/3.56048
MD 587 0.6759 293+0.44 2.7512.79673
MD 524 1.0559 4.13+0.49 3.78 /4.30219
MD 525 0.8841 4.05+ 047 3.65/3.52239
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5.3 Antifungalni aktivita

Vykonal: Mgr. Vejsova M., Dufkova |.

Testované latky

Kéd latky m.h. Kod latky m.h.

MD 473 _ nedpina rozpusty DMSO 258,67 MD 501 237,09
MD 474 257,68 MD 586 279,34
MD 480 223,24 MD 587 280,32
MD 481 224,22 MD 524 313,79
MD 500 238,09 MD 525 314,78
Médium: RPMI 1640 s glutaminem pH / pufr: 7,0 / MOPS (0,165M)
Délka inkubace: 24 - 48h (u TM 48h-72h) Teplota: 35°C

Zpusob inkubace: staticky, ve tmé&, humidni atmosféra

Odecditani: vizualni / fotometrické (OD 540nm); MIC = ICg, (80% inhibice kontroly)

Testované kmeny (kod, Cislo)

1.CA1 -Candida albicans ATCC 44859

2.CT -Candida tropicalis 156

3. CK2 -Candida krusei E28

4. CG -Candida glabrata 20/I

5. TB -Trichosporon beigelii 1188

6. AF -Aspergillus fumigatus 231

7. AC -Absidia corymbifera 272

8. TM -Trichophyton mentagrophytes 445

Vysledky
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) Standart
MIC/ICg (umol.I*
(kod) MD 473 | MD474 [MD480 | MD481 | MD500 | MD501 | MD586 | MD 587 | MD524 | MD525 K:;‘;';‘I’

CA1 | 24n 62,5 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | 125 | >250 | <0,24

48h | >125 | >500 [ >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >125 | >250 | <0,24

CT 24h | 31,25 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >125 | >250 | 1,95

48h 62,5 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >125 | >250 | 3,91

CK2 | 24h 62,5 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | 62,5 | >250 | 0,98

48h | >125 | >500 [ >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >125 | >250 | 1,95

CG 24h | 15,62 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | 62,5 | >250 | 0,49

48h | 62,5 | >500 [ >500 | >500 [ >500 | >500 | >500 | >250 | >125 | >250 | 1,95

B 24h | 31,25 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >125 | >250 | <0,24

48h 125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >125 | >250 | <0,24

AF 24h | >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | 125 | >250 | 7,81

48h | >125 | >500 [ >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >125 | >250 | 7,81

AC 24h | >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >125 | >250 | 31,25

48h | >125 | >500 [ >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >125 | >250 | 31,25

™ 72h | 31,25 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >125 | >250 | 0,98

120h | 125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >125 | >250 | 1,95
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6 Diskuze

Potfeba novych antituberkulotik, ktera by méla vyhodné farmakokinetické vlastnosti, byla
vysoce ucinna na citlivé i rezistentni kmeny M. tb., bezpecna a zkracovala délku lécby,
vedla i k hledani analogd PZA. Na katedfe Farmaceutické chemie a kontroly IéCiv
na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové bylo v minulosti pfipraveno mnoho sérii latek
tohoto typu, u kterych se na aromatickych jadrech vyskytovaly v rliznych polohach rizné
substituenty. Anilidy pyrazin-2-karboxylové kyseliny, které byly pfipraveny v ramci této
diplomové prace, jsou jen malou Casti skupiny latek, kterymi se tato katedra zabyva.

Vlastni syntéza u kazdé z téchto latek obnasela pfipravu chloridu substituované pyrazin-
-2-karboxylové kyseliny a syntéza anilidu z pfisluSné kyseliny aminolyzou. Reakce
probihaly vétSinou hladce a vytéZzky se pohybovaly v rozmezi 11,5 — 79,4 % v zavislosti
na reaktivité substituovaného anilinu. Cisténi latek bylo provadéla rekrystalizaci ze smési
ethanol/voda, pfipadné pomoci HPLC.

Dale byly u latek zjiStény hodnoty lipofility Clog P a log P. Log P pfipravenych sloucenin
se pohyboval v rozmezi 1,24 — 4,13 a ClogP v rozmezi 0,62 — 3,78. Optimalni hodnoty
log P se u podobnych pyrazinovych derivata pfipravenych v minulosti pohybovaly
vrozmezilog P = 2,0 — 3,0 [19]. Pfedpoklada se, Ze dostateCna lipofilita je jednou
z dulezitych a zakladnich podminek pro prinik pfes vysoce lipofilni mykobakterialni sténu.
Ze ziskanych hodnot je patrné, Ze lipofilita stoupa s molekulovou hmotnosti. DalSi vliv
na lipofilitu maji substituenty na pyrazinovém jadie — lipofilita roste od slou€enin
bez substituce na pyrazinovém jadre pres substituované methylem, atomem chloru, terc-
butylem k nejlipofilnéSim slou€eninam soucasné substituovanym atomem chloru a ferc-
butylem. Z porovnani dvojic latek (se stejnou substituci na pyrazinovém jadre) z hlediska
pritomnosti ethynylové i kyanoskupiny, Ize dle oekavani pozorovat vyssi lipofilitu u latek
s ethynylovou skupinou.

Nicméné po vyhodnoceni biologického hodnoceni in vitro na antifungalni aktivitu, byla
zjisténa urcita aktivita jen u dvou latek a to u MD 473 a MD 524. Latka MD 473 pusobila
na kmeny Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, Trichosporon beigelii a
Trichophyton mentagrophytes, ale méné nez standart (ketokonazol). Latka MD 524 byla
jesté méné ucinna a jen na kmeny C. albicans, C. krusei, C. glabrata a Aspergillus
fumigatus. To vypovida o nizkém potencialu téchto latek stat se novymi antimykotiky.

Pripravené slouceniny byly odeslany na testovani in vitro na u€innost proti
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M. tuberculosis H37Rv v ramci mezinarodniho programu uréeného pro testovani novych
antituberkulotik TAACF (Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility).
Antimykobakterialni aktivita syntetizovanych latek bude testovana na M. tuberculosis
H37Rv v mediu BACTEC 12B pouzitim BACTEC 460 radiometrického systému. Vysledky
biologického zkou$eni na antimykobakterialni aktivitu nebyly v dobé odevzdani této prace
k dispozici [20].
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7 Zavér

Bylo pfipraveno deset novych latek, které byly charakterizovany teplotou tani, Re,
elementarni analyzou, IC, 'H a *C NMR spektry. Dale bylo u t&chto latek vypo&teno log P
a ClogP: log P pfipravenych slou€enin se pohyboval v rozmezi 1,24 — 4,13 a ClogP
vrozmezi 0,62 — 3,78. Tyto latky byly podrobeny biologickému hodnoceni in vitro
na antimykobakterialni a antifungalni aktivitu. Vysledky biologického zkouSeni na
antimykobakterialni aktivitu nebyly v dobé odevzdani této prace k dispozici a antifungalni

aktivita pfipravenych latek nebyla dostatecna.
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