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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

TBC - tuberkuldza

ISBT - Informac¢ni Systém Bacilarni Tuberkuldzy

WHO - World Health Organisation

MDR-TB - multi-drug resistant tuberculosis

XDR-TB - extreme-drug resistant tuberculosis

IUATLD - International Union Against Tuberculosis and Lung
Diseases

AT - antituberkulotikum, antituberkuloticky

MbT - Mycobacterium tuberculosis

TDM - dimykolatu-trehalosy

IFN-y — interferon gama

PCR — Polymerase Chain Reaction

BCG - Bacillus Calmette-Guerin

DOTS — Directly Observed Therapy Short course

ATB — antibiotikum

CNS - Centralni Nervova Soustava

PAD - Peroralni AntiDiabetika

FK - farmakokinetika, farmakokineticky

NU - NeZ&douci U&inky

ATP - adenosintrifosfét

TRN - oddéleni Tuberkuldzy a Respiracnich Nemoci

FAS-1 - Fatty Acid Syntethasa

t. t. - teplota téani

Rf — retenc¢ni faktor

IC - infradervené spektrum

MIC - minim&lni inhibic¢ni koncentrace

TLC - tenkovrstvad chromatografie (Thin Layer Chromatography)
m. h. — molekulovd hmotnost



1. TEORETICKA CAST

1.1 Tuberkulédza

Tuberkuldza je infekéni bakteridlni onemocnéni zplsobené
mikroorganismy z rodu Mycobacterium. A to predevsim takzvanym
Mycobacterium tuberculosis komplexem, do kterého se fadi 4
zadkladni druhy - M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum a M.
microti, z nichz nejcastéjs$im agens vyvolavajicim tuberkuldzu
pfiblizné v 95% je prvni jmenovand mykobakterie - M.

tuberculosis.?t

Ve vétsiné ptripadd se jednd o onemocnéni
postihujici plice. Existuji vsak i mimoplicni lokalizace této
nemoci, 1 kdyz tato forma tvori jenom pribliZné asi 10%
celkového pod&tu TBC onemocnéni.?

Samotnéd plicni tuberkuldza méd mnoho priznakt, které jsou
vSak dost nespecifické a proto dochédzi cCasto k urceni diagnodzy
pozdé, kdy uZz infekce vypukla naplno. Mezi hlavni symptomy
patt?i tnava, pokles vykonnosti, nechutenstvi spolu s ubytkem
hmotnosti (v minulosti byl proto jednim z nézvd pro toto
onemocnéni ,oubyté ¢i ubyté“ nebo také frecké oznaceni
phthisis, které znamenalo Ubytek Zivotni energie &i hmoty),
nadmérné poceni béhem spanku, kolisavost teplot, kasel,
hemoptyza (tento priznak je v dnedni dobé pomérné vzacny) a
nakonec to méZe byt i pleurdlni bolest na hrudi, kterou je ale
pacient schopny sam primo lokalizovat.!

Zzdrojem nakazy je dnes predevsSim nakaZeny clovék. Od néj
poté dochédzi k prenosu infekce kapénkovou cestou primo nebo
naptriklad vdechovénim mykobakterii ptritomnych ve vzduchu bez
pritomnosti bacilonosic¢e. Dalsim, i kdyZz v soucasnosti jizZ
pomérné vzacnym zplsobem nakaZeni, je primy kontakt
s biologickym agens. Jednd se tedy hlavné o pracovniky, kteri
pfijdou do ptrimého styku s infekénim materidlem - patologové,

veterinari,



V soucasnosti se rozlis3uji dvé faze onemocnéni. A to
primadrni infekce a postprimarni infekce.
U primarni tuberkuldzy se jedna o infekci, kdy se organismus
s patogennim puvodcem onemocnéni setkava poprvé. Dochazi
k inhalaci kapének, které by mély obsahovat alespon 5000
mykobakterii v jedné kapénce. Dale se bakterie mnozi v plicni
tkdni bohaté zasobené kyslikem (horni plicni laloky) do té
doby, nez se v organismu vyvine tzv. bunéé¢na imunita. Poté
vznika centralni nekrotické loZisko obklopené granulaéni tkani
a nasleduje Sifeni mykobakterii miznimi cestami do mistnich
lymfatickych uzlin. Tento jev tak dava vzniknout tzv.
primdrnimu tuberkuldéznimu komplexu. Nasledny prubéh pak mtzZe
mit nékolik variant. V tom lepsSim pfipadé dochdzi diky vzniklé
imunité k potlaceni infekce a spontdnnimu zhojeni. V misté
nekrbézy pak dochédzi ke kalcifikaci. V hor$im pripadé pak
vlivem pfecitlivélosti dochazi k rozvoji zanétu a ke
kaseifikaci (nebo také ,zesyrovaténi“) napadené plicni tkéané a
nidsledné 1 k mozZné kavernizaci. To pak dojde k vyprazdnéni
obsahu nekrotického loziska i s zivymi bakteriemi a zanét se
tak rozs$iri dédle v organismu. Pt¥i vyprazdnéni do plic se
pacient stavéa infekénim pro své okoli. P¥i prestupu
mikroorganismt do krve dochézi k Sifeni infekce do dals$ich
mist v plicich, anebo mtZe dojit k Sifeni krevni cestou.
Nejhor$i forma asi je, kdyZz se kaverna vyprazdni ¢i se provali
do plicnice. Pak dochézi k jiZz zminované hemoptyze. Bakterie
se poté usidluji v dalsich orgadnech a davaji tak vzniknout
vySe zminéné mimoplicni TBC (naptiklad tuberkuldzni
meningitidé, postiZeni urogenitdlniho systému, kloubu,
dlouhych kosti nebo mizniho sytému - mista s vysokou
kyslikovou tenzi).
Tato primdrni infekce ve vétsSiné pripadd probéhne v détském
véku, u dospé€lého jedince je vyskyt minimalni.
Postprimadrni infekce vznikd u osob, které jiz prisly do

kontaktu s mikroorganismem v minulosti, a prodélali tak
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primarni fazi. Ke vzniku onemocnéni mGZe dojit dvéma zplsoby.
Za prvé se muze jednat o dalsi exogenni infekci, kdy
organismus napadnou nové mykobakterie po masivni expozici
zdroji nakazy. Za druhé pak progresi ¢i reaktivaci primarni
tuberkulédzy, at uz v plicich ¢i jinych postiZenych organovych
soustavach.

Postprimarni infekce probihd u dospélych jedincu.'
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1.2 Historie a soucasnost

(situace ve svété& a v CR)

OznacCeni tuberkuldza poprvé pouzil v roce 1834 Schoénlein.
A to proto, Ze pf¥i onemocnéni pozoroval v plicni tkani tvorbu
uzliku jako charakteristicky rys této nemoci.

Pivodce nemoci byl objeven ale az skoro o padeséat let
pozdéji a to v roce 1882 diky slavnému védci Robertu Kochovi
(podle né&j nese puvodce i jedno ze svych jmen - Kochv bacil) .’

I pres to, Ze puvodce onemocnéni byl objeven az v 19.
stoleti, tuberkuldza provazi lidstvo od nepaméti. Na nékterych
télech, objevenych historiky po celém svété, byly patrné stopy
po kostni formé tuberkuldzy. A bylo jedno, jestli se jednalo o
pozlstatky 1lidi z doby kamenné, mumie z Egypta ¢i osoby z dob
starého Recka a Rima. Jako p¥iklad lze uvést jména jako Vaclav
II., Jifri Wolker, BozZzena Némcovéa, Anders Celsius, Ludvik
XIII., Simon Bolivar.?

V ceskych zemich byl boj proti TBC zahd&jen na pocatku 20.
stoleti, kdy v roce 1905 bylo otev¥eno prvni c¢eské sanatorium
v Zamberku. B&hem prvni své&tové valky byla situace 3patnd. Na
tuberkuldézu umiralo az 400 1lidi z 100.000 obyvatel. O nemocné
se staraly predev3im charitativni organizace. Jednou
z nejdileZzitéjsdich byla Masarykova liga proti tuberkuldze,
zalozend v roce 1919.

Zlom v3ak nastal v roce 1948. V tomto roce dosSlo k uzadkonéni
povinnosti hléasit nakazu tuberkuldzou a zaroven zacala i éra
,moderni“ chemoterapie (streptomycin a paraaminosalicylovéa
kyselina). O pét let pozdéji byla zavedena i povinna
kalmetizace, ¢imZz bylo docileno snizZeni cCetnosti téZkych forem
tuberkulbézy u déti.

Dalsim krokem byla eliminace jednoho z plGvodctd onemocnéni -
Mycobacterium bovis. V roce 1960 to zacalo usnesenim v1ady o
likvidaci tuberkulézy skotu a pouzivadnim trojkombinace

antituberkulotik v réamci terapie.
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Od 80. let bylo do terapie zavedeno ansamycinové antibiotikum
rifampicin (ve svété jiz v 60. letech), coZz opét vyznamnée
prispé€lo k dalsi eliminaci onemocnéni na nasi pudé.

Poté uZ nasledovalo testovani ctyrkombinaci 1éc¢iv a zavedeni
kratkodobych 1lé&ebnych rezimid. Nakonec byl zaveden Registr
tuberkuldzy a Informac¢ni systém bacildrni tuberkuldzy (ISBT).'

Aktudlni situace ve svété neni zrovna prizniva. TBC patfi
mezi infekéni choroby s nejvétsi umrtnosti a zdroven se jedné
0 2. - 3. nejrozsirenéjsi infekcéni chorobu (1. malarie, 2. -
3. lepra). Svétova zdravotnickd organizace (World Health
Organisation, WHO) odhaduje, Ze roc¢né dochazi ke vzniku
onemocnéni az u osmi miliont 1idi, z tohoto poc¢tu jich asi tt¥i
miliony umiraji. A vétSinu téchto pripadl tvori obyvatelé
rozvojovych zemi - az 95%.

Dalsim pozorovanim WHO zjistila, ze dochédzelo mezirocné k
nariistu podtu onemocnéni a? o 0,4%.°

Od roku 2007 se pocet onemocnéni jiZ ale stabilizoval a méa
tendence pomalu klesat.”

Dal&im, nepr¥ilis pozitivnim tdajem Jje to, Ze az 1/3
populace je mykobakteriemi infikovand a u 5 - 10% z tohoto
poctu vétsinou dochédzi k rozvoji aktivniho onemocné&ni .?

JelikoZ je tuberkuldza predevSim nemoci socidlné slabych
1idi, bezdomovct a drogové zavislych, vyvstal v poslednich
letech 1 dalsi problém. A tim je souvislost mezi infekci HIV a
onemocnénim TBC.

WHO opét uvadi, Ze mezi umirajicimi na TBC je az dvakrat vice
1idi nakazenych virem HIV. V roce 2007 uvadi statistiky, Ze
1,37 milionu novych pripadd tuberkuldzy je mezi HIV
pozitivnimi lidmi. Proto je tt¥eba sledovat incidenci tohoto
onemocnéni u 1lidi s HIV a to nejen z divodd jejich snizené
imunity, ale i moZnosti dalsiho Si¥eni.® HIV pozitivni jedinci
jsou totiz aZ 70krat nédchylnéjsi k TBC infekci a ti, u kterych
se rozvine AIDS a# 170krat.’

JelikoZ jednim z nejvétsSich rezervoaru infekci HIV a TBC
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je predevsim Afrika, bylo jen logickym krokem zaloZeni
vyzkumného centra pro obé nemoci préave v Jihoafrické
republice. Jedna se o projekt amerického Lékarského institutu
Howarda Hughese (Howard Hughes Medical Institute, HHMI). Je to
vlastné prvni vyzkumné stfedisko svého druhu v Africe a
pravdépodobné i na svété. Lokalizaci centra je Durban,
primo¥ské letovisko v JAR, v kampusu univerzity KwaZulu -
Natal. Predni védci se tu zabyvajl studiem rychlé diagnostiky
rezistentni tuberkuldzy, imunitni odpovédi HIV pozitivnich
pacientl na infekci mykobakteriemi, ¢i vzory, kterymi se tridi
latence a reinfekce tuberkulédzy.®

Dalsim, stale se zvétsujicim problémem jsou, Jjak uz jsem
naznacil vySe, rezistentni kmeny M. tuberculosis. Dle WHO bylo
v roce 2007 identifikovéano aZ pGl milionu jedincu, ktetri byli
rezistentni k b&zné 1é&bé&.°
Zatim se oznac¢uji dva druhy rezistence.
Prvnim z nich jsou tzv. Multi - drug rezistentni kmeny (MDR -
TB) . Vyskyt tohoto typu rezistence je asi 5,3% vsSech
diagnostikovanych onemocnéni TBC.’ U té&chto kmentd vétsinou
selhdva lécba antituberkulotiky prvni tady (hlavné isoniazidem
a rifampicinem). P¥i 1lécbé je ttreba nasazovat latky druhé
linie, které jsou drazZ$i a maji i vice neZéddoucich Gc&inkd (i
toto je jednim z problémt v rozvojovych zemich, kde na tento
typ léc¢by nejsou prosttredky a dochazi tak k dalsimu
nezidoucimu Sifeni rezistence).
Tim druhym typem Jjsou pak kmeny extrémné rezistentni (XDR -
TB, nebo také extensively - drug resistant). U téchto kmenda je
problém jesteée vétsi. Nejen, Ze maji vyvinutou rezistenci jako
kmeny MDR - TB, ale zaroven jsou rezistentni minimdlné ke ttem

8 Jednim z hlavnich

skupindm antituberkulotik druhé linie.
ohnisek téchto kmend byla vesnice v jiZni Africe, kde wvzniklo
vySe zminéné centrum.

Vzhledem k této situaci ptrikroc¢ila Svétovéa zdravotnicka

organizace spolu s Mezindrodni unii proti tuberkuldze a
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plicnim nemocem (IUATLD) k upravé pokynu pro léc¢bu MDR - TB a
XDR - TB. Ale asi 1 pfes tento krok dojde pravdépodobné

k ohrozeni splnéni cil® WHO, a to ke globdlnimu omezeni TBC do
roku 2015.

Pro co nejvétsi kontrolu vyskytu a vyvoje rezistence je
samozfejme€ i jejl pfedchazeni. Je nutno pfrimo kontrolovat a
neprerusovat podavani kombinaci antituberkulotik alespofl po
dobu 6 - 12 mé€sici. Dale provadét testy citlivosti apod.
Pri vyskytu MDR - TB pak praveé podle testl citlivosti na dané
lé¢iva v délce 18 mé€sicli do kultivad¢ni negativity.
V ptipadé XDR — TB musi byt 1écba jesté dikladnéjsi.

Z tohoto dtavodu vypracovala WHO nové rozdéleni

antituberkulotik do péti skupin, viz tabulka.

ISONIAZID, RIFAMPICIN, ETHAMBUTOL,

P. O. AT prvni fady
PYRAZINAMID, RIFABUTIN

KANAMYCIN, AMIKACIN, KAPREOMYCIN,
Inj. AT
STREPTOMYCIN

Fluorochinolony MOXIFLOXACIN, LEVOFLOXACIN, OFLOXACIN

ETHIONAMID, PROTHIONAMID, CYKLOSERIN,
P. O. AT druhé rtady
TERIZIDON, PAS

THIACETAZON, KLARITHROMYCIN, KLOFAZIMIN,
AT nejasné Uc¢innosti
LINEZOLID

Tab. 1 — Rozdéleni AT dle WHO

Pri 1écCbé se poté sestupuje v tabulce smérem dold dle
citlivosti organismua.’

Dlivodem ke vzniku rezistence je vétSinou Spatnd a
nedlislednd léc¢ba probihajici infekce. Dochazi pak k rlznym
genovym mutacim, které vedou ke zménédm cilovych struktur, na
které by pravé antituberkulotika m&la ptsobit.’

Situace v CR je pomé&rné stabilni a dobra. Uz od roku 1999

pocCet onemocnéni meziroc¢né klesd. Je to urcité také tim, Ze
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dohled nad TBC po prvnich sniZenich nemocnosti nepolevil.
Systém funguje na nékolika urovnich:?’
1) Terénni pracovidté spolu s okresnimi a krajskymi
konzultanty - sbér dat do registru tuberkuldzy
2) Narodni jednotka kontroly a dohledu nad tuberkuldznim
onemocnénim
3) Referenc¢ni laboratore
4) Povinna, kontrolni a zménova hlaseni do registru
tuberkulézy
5) Provadéni preventivnich prohlidek ve vybranych
skupinach obyvatel, depistdZz (sekundédrni prevence -
vySet¥ovani kontaktd), kontrola osob z rizikovych
skupin v rdmci dispenzarnich prohlidek
6) Ockovani (kalmetizace), chemoprofylaxe u latentni formy

tuberkulézy

Stav a vyvoj nemocnosti v CR shrnuji nasledujici

10,11, 12 - : L v . o

tabulky . Z nich je patrné, zZe se zvysSuje pocCet onemocneni
u cizinct. To je zpusobeno pomérné velkou migraci a zaroven

také tim, Ze po cizich statnich prislusnicich neni pti delsim

pobytu na nasem Uzemi pozadovano vySettreni.

Rok 2003 2004 2005 2006 2007 2008 20009

TBC 1162 1057 1007 905 871 835 710
Incidence | 17 4 10, 4 9,4 8,5 8,4 8,1 6,8
(na 100000 obyv.)

Tab. 2 - Celkovy vyskytu TBC v Ceské republice
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Zemé gy 2007 pigg;n;a 2008 piggin;a 2009 piggzn;a
CR 718 82,4 659 78,9 574 80,8
SR 31 3,6 22 2,5 26 3,7
Vietnam 28 3,2 30 3,4 30 4,2
Ukrajina 27 3,1 33 3,8 34 4,8

Mongolsko 22 2,5 59 6,7 ? ?

Cizinci 153 17,6 176 21,1 136 19,2
Celkem 871 100 835 100 710 100
Tab. 3 - Zastoupeni cizincl z celkového poc¢tu onemocnéni

Zvysujici se incidence u cizincu by se méla podle mého
ndzoru sledovat. Tim, Ze CR tvofi hranici mezi stdty s dobre
kontrolovanou situaci TBC a staty, kde je kontrola znacné
zanedbavéna ¢i je mizivéa (predev$im stéaty byvalého Sovétského
svazu), Jje treba dalsimu rozsirovani aktivné branit. A to
napriklad, jak uz jsem uvedl vySe, pomoci povinného vySetreni
provadéného ceskymi lékari.

Samoz¥ejm& ani Ceské republice se celosvé&tovy problém
s rezistentni tuberkuldzou nevyhnul. A ackoliv vydanéa
doporuc¢eni WHO a IUATLD, kterd byla preloZena i do c¢eského
odborného tisku, urcuji smér terapie, tak vysledky u nas ve
srovnani s ostatnimi vyspé€lymi zemémi nejsou prilis pozitivni.
Jednim z davodd miZe byt i nepouzivani v3ech antituberkulotik
2. linie. A to at z davodu chybéjici registrace ¢i obtiZné
dostupnosti. Proto by se méla informovanost lékafrl neustéle

prohlubovat.’
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1.3 Pavodce onemocnéni, diagnostika

Padvodce onemocnéni - M. tuberculosis (MbT) a ostatni drive
vyjmenované bakterie, se taxonomicky tradi do radu
Actinomycetales, Celedi Mycobacteriaceae ve které se nachazi
pravé jediny rod - Mycobacterium.

Jedna se o mikroorganismy morfologicky frazené mezi tycinky
(mohou byt rovné, zahnuté, $tihlé a ruazné dlouhé). Typické pro
tyto patogeny je, Ze se nebarvi Gramovou metodou. Diky své
typické stavbé bunéc¢né stény, kterd obsahuje mnoho struktur
(lipidy a vysokomolekularni vosky) véetné kyseliny mykolové
(C60 — C90 dlouhé retézce, které se jinde v prirodé skoro
nevyskytuji), Jjsou tyto patogeny acidorezistentni a
alkoholrezistentni. Za tuto odolnost a hydrofobicitu je
zodpovédnd praveée kyselina mykolova. Ta se nachazi ve formé
dimykoladtu-trehalosy (TDM), ktery se k bunécné sténé vaze

kovalentn& nebo nekovalentné.?®®

Na druhou stranu pri jeji
extrakci se acidorezistence neztraci.

JelikoZ jde o bakterie aerobni, je jejich vyskyt typicky
v orgédnech se zvySenym obsahem kysliku (horni laloky plic,
dlouhé kosti, ledviny,

MbT je zéaroven i1 lehce rezistentni vGc¢i zvySenym teplotém,
proto ptri pasterizaci je tfreba teplotu zvy3it nebo prodlouzit
dobu ptsobeni.

Antigenni struktura je velice sloZita. Bunécnd sténa vsech
mykobakterii obsahuje polysacharidovy antigen, ktery je
spoleény v3em druhim (jednd se o takzvany a-hemosensitin). Pro
M. tuberculosis jsou pak déle typické komplexy proteinovych
struktur, které jsou vysoce antigenni a cytotoxické. Smés
téchto struktur se ziskavéd za UcCelem pripravy tuberkulinu, ze
kterého se postupnym ¢idténim zhotovuji latky pro zjistovani
imunity vGc¢i mykobakteriim (viz dale).

Dalsi vyznamnou slozkou jsou lipidické antigeny. VétsSinou

plati, Ze C¢im vice jich dany kmen m&, tim vys$si je virulence,
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a zaroven jsou odpovédné za bunécné reakce probihajici pri
onemocnéni. Nejvyznamné&jdi jsou:'®
e vosk D (mykolova kyselina + polysacharid +
sulfolipidy), ktery je zodpovédny za granulomatdzni

zmény a kasedbdzni nekrdzu

e povrchovy lipopolysacharid (cord-factor), faktor

virulence, cytotoxicity a leukocidni aktivity

e mykolova kyselina

Mykobakterie je také mozZno rozdélit do skupin dle jejich

metabolické aktivity:2

%
Metabolickéa
.. Vyskyt H prostrfedi
jdﬂ aktivita ysky pPE P
1 vysoka extracelularné zasadité
U 1ularné o )
2 stridajici se extracelularne, neutralni
v kaseu
, 3 extracelularné i ,
3 nizka intraceluldrné kysele ? PERZISTORI
4 spici bacily, dormant forms, dormanti
J

Tab. 3 - Rozdéleni mykobakterii dle aktivity

Na posledni uvedenou skupinu v tabulce nepltsobi skoro

zadnd antituberkulotika.

Diagnostiku pritomnosti patogenu je mozno provadét
nékolika zpusoby. Nejprve je vSak nutné ziskat vzorek
materidlu, u kterého se ocekava vyskyt baterie.

U plicni formy se jednd predevsim o sputum, indukované sputum,
tekutinu z bronchoalveolarni lavaze, pripadné vytér z hrtanu
pfri nemoZnosti odbéru vysSe uvedenych.

P¥i mimoplicni infekci se pak odebird mo¢ a menstruacni krev

(infekce urogenitalu), krev, likvor (tuberkuldzni
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meningitida), hnis, pleuralni vypotek, kloubni vypotek,
Poté se provadi vy3etteni.

Prvnim z nich je mikroskopicky prtkaz pritomnosti
mykobakterii. NejcCastéji se provadi barveni dle Ziehl -
Neelsena. Jednd se o barveni na zakladé acidorezistence
patogenu. Preparat se obarvi kyselym karbolfuchsinem, coz da
bakteriim typickou c¢ervenou barvu. Poté se oplachuje kyselym
alkoholem, vGc¢i kterému je mykobakteridlni sténa rezistentni a
Cervenou barvu si tak zachovaji. Nasleduje uz pouze dobarveni
pozadi (vétsinou modra barva) .2

Dalsi mozZnosti je pouziti fluorochroml@l s naslednym odectem
pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Zde se Mycobacterium jevi
jako zarici Zzlutozelend aZz stribrnad tycinka na tmaveé cerveném
pozadi.

Tyto metody maji 2 nevyhody. K prukazu infekce je tteba,
aby mnoZstvi bacil®® v 1 ml sputa bylo asi 50.000 - 100.000.
Pri tomto mnozstvi uZz je jasné, Ze pacient je silné infekcéni a
je treba okamzité izolace a léc¢by. Druhou nevvhodou je
nemoznost blizs$i identifikace a posouzeni zivotaschopnosti
mykobakterii.l

Dalsi metodou je kultivace. Tato metoda je citlivéjsi, ale
zdroven pomérné zdlouhavad z duavodu dlouhého generacniho cCasu
mikroorganismt (klidné i 48 hodin oproti desitkdm minut u
ostatnich bakterii). Nejprve je vzorek tfeba dekontaminovat od
ostatnich patogent, coZ diky rezistenci neni takovy problém.
Ddle se postupuje oclkovanim na vajecné pudy, z nichZ se
nejcastéji pouziva Lowenstein-Jensenova nebo z tekutych pak
puda Sulova. Inkubace probihd p¥i 37°C a vysledky se odeditaji
po 3, 6, 9 a pripadné 12 tydnech. Hodnoti se vzhled a pocty
narostlych kolonii ¢i vzhled tekutého média (sediment,
povlak) .

Nasledujici, i kdyZz dnes uZ obsoletni metodou, je pokus na

morceti. P¥i této metodé se morce naockovalo suspektnim
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materiadalem a po Uhynu ¢i 6 tydnech se provedlo mikroskopické
vySetfeni tkani a natér s mikroskopickym odectem.'

Tuto metodu dnes nahrazujl moderni postupy. At uZz se jedna
o metody imunologické, kdy se prokazujil specifické antigeny
pomoci monoklondlnich protiléatek, &i radiometrické a
molekularné genetické.

V prvnim pripadé, tedy u imunologického principu, miazZze byt
jednim z ndzvd QuantiFERON-TB Gold (QFT-TB Gold). Radi se mezi
neptrimé testy a zakladdd se na principu reakce lymfocytu
infikovaného pacienta s danymi antigeny, néasledné dojde
k uvolnéni IFN-y. Mnozstvi interferonu se poté kvantifikuje.
Prinosem je, Zze vétSina netuberkuldznich mykobakterii a kmeny
pouzivané k vakcinaci tyto antigeny neobsahuji a lze tak
rozlisit zda jde o reakci na predchozi ockovani ¢i na aktivné
probihajici infekci.®

Druhou, vy$e zminovanou metodou je takzvany BACTEC systém.
Zde se jednad tedy o radiometrickou metodu, kterd méri
intenzitu uvolniované radicaktivity. V substrdtu je totiz
zakomponovana '‘C radioaktivni kyselina palmitova jako zdroj
energie pro mikroorganismy a JjejimZ metabolickym rozkladem
vznikd radioaktivni %C0O,, ktery uvolnény je mé&¥itelny. Tato
metoda je jiZ ponékud rychlejsi a vysledky lze odec¢itat jiZ po
5 - 7 dnech (nékdy je uvadéno 14 dni).

Tato metoda se d& vyuZit naptriklad i p¥i stanovovani
citlivosti na jednotlivd antituberkulotika. Protoze pravé
nepritomnost '*CO, sv&déi o udinnosti na dany kmen.

Posledni z téchto metod jsou tedy postupy trazené mezi
molekulédrné genetické metody.

Mohou se pouZivat genetické sondy, které jsou znacené (v tomto
ptipadé '?°I) a vytvareji pary s urditymi tseky DNA &i RNA.
Procento shody se pak stanovuje gamakamerou.

Druhou castéjsi metodou, je metoda PCR neboli polymerazové
tetézové reakce. Pri tomto postupu se namnozi DNA dané

mykobakterie, kterou je mozZné uZ prokadzat. Vvhodou této metody
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je jeji rychlost. Vysledek je mozné ziskat jiZz za 3 hodiny.
Ale jsou tu 1 jisté nevyhody. Kromé€ financ¢ni narocénosti to je
zejména moznost falesSné pozitivity, kdy k ziskani a namnoZeni
DNA stacdi i jediné a klidné& i mrtvé Mycobacterium.!?

Jako posledni, 1 kdyz stale vyznamnou metodu, uvadim
metodu nepfimou, a to skiagram hrudniku. Jednd se o rentgenové
vySetfeni hrudniku, které mlze na tuberkuldzu rychle
upozornit, a mé€lo by se provadét preventivné pri kazdém
plicnim vySet¥eni (hlavné u cizincll) a u nejasnych priznaki,

které by mohly signalizovat probihajici onemocnéni.
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1.4 Ockovani, tuberkulinovy test,
chemoprofylaxe

Jednou z mozZnosti, jak zvysit odolnost proti TBC, Jje
vakcinace. Pri tomto oc¢kovani se jednd o vpraveni Zzivych
atenuovanych mikroorganismi (oslabenych kment. Které postupnym
,Slechténim™ ztratily svou virulenci).

Nadzev vakciny BCG pochdzi od jejich tviarcd - Calmetta a
Guerina, jednad se o bacilus Calmette-Guerin. Ti ho postupnym
pésténim zbavili virulence a v roce 1922 byl poprvé aplikovan
u novorozence. Nasledné se ocCkovani zacalo $ifrit do celého
svéta a spadlo pod kontrolu WHO.

Od roku 1927 se ockuje intradermaélné. A to 0,05 ml vakciny
do levého deltového svalu pomoci 30 - 40 vpicht diskem
s malymi jehlic¢kami. V ptipadech, kdy nelze ockovat do
epidermis, Jje mozné vakcinu podat perordlné.

O¢kuji se déti od 4. dne do 6. tydne zivota (pri véaze nad 2,5
kg) . Pri niz3i porodni vaze se ockuje individualné.

3 - 4 dny po podani ockovaci latky se v misté aplikace objevi
mald papula a maze dojit 1 ke zvétSeni miznich uzlin. Tato
reakce svédc¢i o Uspésnosti ockovéani a pozitivita ¢i negativita
je kontrolovédna kalmetizacni sestrou.

Po 3 - 4 mésicich dojde k tvorbé hladké jizvy. P¥i rychlejsim
zhojeni je podezfeni na infekci mykobakteriemi.

V 11 letech po provedeni tuberkulinového testu dochazi pri
negativnim vysledku k preockovani.

Pri vakcinaci maze dojit i ke komplikacim, které vsak
nejsou prilis casté (0,1 %). Mezi né patt¥i tvorba abscesu
v misté vpichu, nadmérné zvétseni uzlin, koZni, podkozZni ¢i
svalové komplikace (granulomy, lupoidni reakce, ...) a nakonec
postiZeni organtd jako pfi mimoplicni tuberkuldze.

Provadét kalmetizaci by se nemélo pf¥i horecnatych stavech,
probihajici tuberkuldze, stavech se sniZenou imunitou vcetné

lékové navozené imunodeficience, u HIV pozitivnich jedinct,
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téhotnych Zen (pokud to neni nezbytné nutné), po jiném
ockovani, atd.

DlleZzité je také podotknout, Ze vlastni ockovani nezabréani
vzniku infekce, ale zabrani vzniku progresivnich a zavaznych
forem TBC.

V CR se ockovani provadi od roku 1948. O pé&t let pozdé&ji
byla uzdkonéna vakcinace novorozencl. V obdobi let 1986 - 1993
nékteré kraje hromadné ockovani novorozencl zrusili, Jjenomze
doslo ke zvySenému vyskytu onemocnéni. Z toho divodu se od
roku 1994 opé&t zacalo ockovat plodn& v celé CR.'

Bohuzel od brezna roku 2009 ministerstvo zdravotnictvi povinné
pfeockovéni v 11 letech zru$ilo. Duvodem Jje predevsSim vysoky
vyskyt komplikaci (vySe uvedené). Rodic¢e maji ale moznost na
vlastni prani nechat potomka ptreockovat, vakcina je hrazena
z ve¥ejného zdravotniho pojisténi. Tento krok by ale mohl vést
ke zvydeni vyskytu TBC u lidi do 20 let, ktery byl v Ceské
republice doposud nizky.'’
Dalsim krokem ministerstva byla priprava vyhlasky v roce 2010,
kterd by rusila i povinné ockovani novorozenct. Duvodem Jje
opét moznost poskozeni zdravi ditéte az jeho Umrti. Tato
vyhlaska vesla v platnost 1. 11. 2010 a podle vyhléasky
537/2006 Sb. se povinnému ockovani musi podrobit déti
s vysokym rizikem ndkazy (Zijici v domédcnosti s lidmi s ¢i po
TBC, s lidmi, kte¥i navstivili rizikovou oblast, ..). Toto se
ale nelibi predevs$im plicnim lékattm, ktetri navrhuji, aby se
ploSné ockovani zachovalo s tim, Ze by se posunulo na 7 az 12
mésicl véku ditéte, kdy uz nehrozi takové nebezpeci vedlejsich
Gcinkua't.

Uspé&3nost zmin&ného o&kovani se ové&fuje pomoci takzvané
tuberkulinové zkousky. Jednd se vlastné o alergickou reakci
v misté vpichnuti ¢isténé proteinové frakce tuberkulinu,
pripravené z kmene MbT RT 23. Vyrabi se v nékolika ¥edénich a
pojmenované jsou podle jednoho z prukopnikll - Mantouxlv test

¢i test dle Mantoux. Ve vétsiné pripadl se aplikuje 0,1 ml
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Mantoux II (2 jednotky PPD RT 23) na dorsalni stranu levého
predlokti (nékterd literatura uvadi pravé predlokti?). Jelikoz
se jednd o alergickou reakci opozdéného typu, vysledky se
odec¢itaji az po 72 hodinadch (reakci zprostfedkovavaji burnky
imunitniho systému a je tfeba pockat, neZ jich do mista reakce
infiltruje dostatek). Prvotni erytém a zdureni se nepocitaji
Jjako projev alergie.

Po uvedenych tf¥ech dnech dojde k odectu a hodnoti se pfri tom
velikost pupence. VétsSinou ptri pruméru nad 5 mm je reakce
hodnocena jako pozitivni. To znac¢i, Ze se dany jedinec

s patogenem setkal, at uz ockovanim nebo primarni infekci.
Nadmérné reakce by mély byt divodem k dalsimu vySetfeni kvali
moznosti probihajiciho onemocnéni.

Vysledky tuberkulinovych testtd je také moZné pouzit jako
podklady pro epidemiologické studie na vyskyt infekce a
uspé&snost v boji proti TBC.'

Provedeni testu je kontraindikovédno ve stejnych pripadech
jako u BCG vakcinace. P¥i uzZivani antihistaminik a
imunopreparatt je tfeba tyto 1léky vysadit urcitou dobu pred
provadénim testu (2 dny - 3 tydny). A to z davodu neZadouciho
utlumeni poZadované alergické reakce.’

A dals$im moZnym zpusobem ochrany pfed infekci ¢i
propuknutim choroby je chemoprofylaxe. Vétdinou se jednad o
monoterapii isoniazidem, a to hlavné u osob se zvySenym
rizikem ndkazy nebo u osob nakaZenych s dosud neprobihajici
chorobou (kojenci prichazejici do styku s bacilonosicem -
imunita vznikd az po 3 - 6 mé€sicich po kalmetizaci; ptri
zvydené tuberkulinové reakci; imunodeficitni jedinci; ..), po
dobu 6 mésicli. Pred zahédjenim lécby je vSak nutné vyloucit
aktivni onemocnéni TBC.' Dale je tfeba sledovat jaterni testy a
spolu s isoniazidem podavat preventivné pyridoxin.

Tento reZim by podle nékterych odbornikt mél byt
prehodnocen a upraven kvili nékterym toxickym uGc¢inkitm

isoniazidu.’
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1.5 Lécba, lécebné rezimy

Terapie tuberkuldzy je pomérné narocnéd. To je déno
predevSim vlastnostmi mykobakterii, které maji dlouhy cyklus
déleni. Z tohoto duvodu se délka 1éc¢by prodluzuje z tadu dni a
tydnt (jako u normédlnich bakterii) na mésice a roky. Existuje
také systém DOTS (Directly Observed Therapy Short course)
vydany WHO, ktery zajiStuje trvalou bakteridlni negativizaci
sputa (minim&lné 85% nemocnych lécenych poprvé) a napomaha
zabranit rozvoji primadrni rezistence.

Léc¢bu lze definovat i nékolika principy:

1. Kombinace AT - umoznéni pokryti rtznych typl
mykobakterii v ramci jejich metabolické aktivity.

2. Dvoufdzovd terapie - Nejprve v inicidlni fazi by mélo
dojit béhem dvou mésict predevsSim k debacilizaci
nemocného pomoci kombinace 3 - 4 AT. Nasleduje
pokrac¢ovaci féaze trvajici 4 -7 mésicl. Kterd by méla
vést ke sterilizaci (Uplné eradikaci) mykobakterii

pomoci kombinace 2 AT.

3. Denni nebo intermitentni 1éc¢ba - 1léky lze podéavat
denné nebo 2 - 3 x tydné s pravidelnou kontrolou.
4. Kontrolovana 1lé¢ba - podavani 1léc¢iv pod dohledem -

prevence selhdni 1é¢by (mozZnosti vzniku sekundarni

rezistence.?

1.5.1 Lééciva

RIFAMPICIN

Jednd se o ansamycinové ATB a tradi se mezi AT 1. linie. Je
to polosynteticky derivat rifamycinu B (z mikroorganismu

Norcardia mediteranei) .'® Pisobi baktericidn& na intra- i
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extraceluldrné ulozené mykobakterie a to inhibici DNA-

dependentni RNA polymerasy (na savci enzym takto nepusobi) .’

CH,
Z chemického hlediska se jednd o makrocykl obsahujici
laktamovou skupinu s aromatickymi ¢astmi molekuly (naftalenova

jaddra) v ansa-usporaddéni. Dale jsou pro uUcinek dualezité
fenolické ¢i karbonylové skupiny na jiz zminéném naftalenovém
jadte v polohdch 6 a 9 a nakonec dvé polarni kyslikaté skupiny
na makrocyklu. Substituce v poloze 8 a 9 priznivé ovlivni
farmakokinetiku a uc¢inek.'®

Vsttebavad se dobfe a prostupuje i do télesnych tekutin (jeden
z vedlejsSich ucinkd je, Ze barvi moé¢, pot, sliny, slzy do
oranzova az cCervena). Z dalsSich neZaddoucich ucink® jsou to
zazivaci obtiZe, poskozeni ledvin ¢i CNS. Je treba dat pozor
na lékové interakce, kterych je pomérné hodné (PAD,
antikoagulancia, kontraceptiva, glukokortikoidy, ..). Lze ho

podavat i v t&hotenstvi.’

RIFABUTIN

Jednd se taktéZ o ansamycinové antibiotikum, které se

v dnedni dobé& dostava do popredi.’ Mechanismus uc¢inku je stejny
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a pro uc¢inek plati stejna strukturni pravidla jako u

rifampicinu. Jsou vylep$eny FK vlastnosti.'®

N\—<
ISONIAZID

Dal&i z AT prvni ftady, které plsobi bakteriostaticky aZ
baktericidné. Mechanismus Uc¢inku tkvi v zasahu do syntézy
kyseliny mykolové, jenZz je zasadni pro spravnou funkci bunécné
stény. Obmény chemické struktury nejsou vyhodné, nevedou

k lepdimu G&inku.'®

/

NH,

Po perorédlnim podani se vsttrebavéd dobfe a dobte také
pronikad do té&lesnych tkédni a tekutin. Mezi NU pat¥i nespavost,
bolesti hlavy, neklid, deprese, ktrece, ztuhlost (tyto
neurotoxické Uc¢inky je moZno omezit soucasnym podadvanim

pyridoxinu) a hepatotoxicita. Dal$im problémem mize byt i
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disulfiramovy efekt, je proto treba béhem 1éCby vynechat

alkohol .’

PYRAZINAMID

Opét jde o 1léc¢ivo prvni rady. Ackoliv byl syntetizovan jiz
béhem tricatych let 20. stoleti, jeho antituberkulotickou
aktivitu se podaf¥ilo objevit a% v roce 1952.1'°
Plsobi baktericidné a to pfedevsim na mykobakterie
fagocytované s nizkou metabolickou aktivitou (perzistory),
aktivita je tedy vazand na kyselé pH (5 - 6). Proto je vyhodné
ho podavat ihned od zacatku lécby, ¢&imz se snizi doba do
negativizace sputa.

Nevyhodou je hepatotoxicita, proto je treba hlidat Jjaterni
funkce a pravidelné& je kontrolovat.'

Syntéza této latky vychazi z kondenzace glyoxalu a o-
fenylendiaminu. Nésledné dojde k oxidaci produktu

(chinoxalinu) na pyrazin-2,3-karboxylovou kyselinu.

V pritomnosti médi ve formé bronzu dochédzi k dekarboxylaci.
Poslednim krokem je esterifikace a aminolyza.'’

Modifikaci struktury s cilem zleps$Sit vlastnosti neni tolik.
Pyrazinové jadro je pro Uc¢inek nezbytné. D& se vsSak jadro

substituovat (halogenace, alkylace, L)L te

Mechanismus Uc¢inku spociva v transportu pyrazinamidu jako
proléc¢iva do bakterie, kde dojde pomoci enzymu nikotinamidasy
k hydrolyze a vzniku aktivniho metabolitu - kyseliny
pyrazinkarboxylové. Ta sniZuje intracelularni pH, coz vede
k naruseni protonového gradientu, ktery je nezbytny pro

syntézu ATP. Bunka tak nemd dostatek energie pro zivot a
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odumiréd. Jak bylo zminéno vySe, pro Ucinek je dalezZzité kyselé
pH. A to proto, Ze do bunky pasivnim transportem pronikad pouze
neionizovand molekula kyseliny pyrazinkarboxylové. Pri pH
vysSsSim dojde k ionizaci a takto vznikld nabita molekula do

buriky jiZz nepronikne.'®

ETHAMBUTOL

Je to syntetické AT, které md bakteriostaticky ucinek. Je
pomérné dobte snadsSené s minimem nezadoucich uc¢inkd a zaroven
je vhodné jako 1ék volby u rtznych hepatopatii. Akorat je
tteba dbat na radnou kontrolu oc¢i a barvocitu (jak pred
zaCitkem podévani, tak i v prubéhu), kterou miZe ucinnd latka
podkodit.’

Pro Ucinek je dGleZitéd stereoizomerie, Ucinny je totiZ pouze
S, S-(+)-izomer (pravotocivy). Ty ostatni jsou neucinné az

toxické.

HO

R

Hs;C /\/
N ‘ CHj

R
aw
H \

ZT

I

OH

Mechanismus Uc¢inku spoc¢iva v polymerizaci arabinosy v bunécné
sténé, coz vede k jeji desintegraci.
Dobte se vstrebdvad a plusobi i1 na mykobakterie rezistentni na

isoniazid.?!’

STREPTOMYCIN

Jednd se o injekcéni ATB ziskané z aktinomycet rodu
Streptomyces griseus, pusobici baktericidné na extraceluléarné
uloZené mykobakterie. Pri uzivani je ttreba davat pozor na
ototoxicitu a nefrotoxicitu a sledovat rendlni funkce.!

Strukturné se jednd o silnou trojsytnou bazi a pro Gcinek je
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v ramci struktury nezbytny aminocukr, ktery byvad také tercem
moznych obmén pro prodlouzeni doby plsobeni (z toho davodu, ze

toto misto napadaji obranné mechanismy bakterii).

NH

H,N NH

Mechanismus U&inku je zaloZen na inhibici proteosyntézy.'®

Nasledujici latky se obvykle radi mezi antituberkulotika
2. linie, ale podle nejnovéjsiho doporuceni Sveétové
zdravotnické organizace by se nékterd z nich méla podéavat i
jako léc¢iva 1. rady (kanamycin, amikacin, kapreomycin,

moxifloxacin, levofloxacin, ofloxacin).’

KANAMYCIN, AMIKACIN, KAPREOMYCIN

Jednd se o aminoglykosidovad antibiotika, stejné jako je
streptomycin. Jsou také oto- a nefrotoxickd, ale ne tolik.

zaroven mezi nimi existuje zk¥iZend rezistence.’

OH

HO o

o} o}
OH
0
HO MNHZ
on |HO

N

o H
HoN

H

HO

O----

amikacin

31



OFLOXACIN, LEVOFLOXACIN

Zde se jedna o chinolony II. generace. Levofloxacin je
levotoc¢ivy izomer, ktery je oproti ofloxacinu dvakréat
u¢innéjsi a méneé toxicky.

Mechanismus U¢inku je dén inhibici bakteridlni DNA gyrasy
(topoisomerasy II) a topoisomerasy IV. CoZz znemoznuje spravné
fetézeni DNA béhem déleni a tim dojde k zastaveni mnoZeni
bakterii a jejich usmrceni.

Pro Gc¢inek je dilezitd struktura.'®

F COOH

ofloxacin

Mezi neZadouci uc¢inky lze zatadit nauzeu, zvraceni,

bolesti hlavy, méné& casto pak kfede, halucinace a vyrazky.'

MOXIFLOXACIN

Tento chinolon IV. generace ma podobné vlastnosti jako
predchozi dva. Rozdilem pak je $irsi antibakteridlni spektrum
a vy$si ucinnost. Jinak se tradi také mezi rezervni

chemoterapeutika.'®

OCH,
HN

F COOH
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PARAAMINOSALICYLOVA KYSELINA (PAS)

Jedno z prvnich antituberkulotik wvtbec.
Pro zachovani antituberkulotického Uc¢inku je struktura
nezbytnd. P¥i pokusech o strukturni obménu se nepodatrilo
ziskat latku Uc¢innéjsi.

COCH

H,N OH

Mechanismus Uc¢inku neni Uplné jasny. Predpokladad se, Ze
doché&zi k chelataci iontd Zeleza, které jsou pro metabolismus
bakterii nezbytné.

Vyhodou je nizk& cena, nevyhodou naopak nutnost vysokych davek

(12 — 16 gramd denné&) a snadny vznik rezistence.'®

ETHIONAMID, PROTHIONAMID

Tato mykobakteriostaticky pusobici 1éc¢iva pat¥i mezi

derivaty isonikotinové kyseliny.

CzH5 C3H7

X NH,

4
I
)

" "

Mechanismus u¢inku stoji na posSkozeni syntézy kyseliny
mykolové, kterd je esencidlni pro spravnou funkci bunécéné
sté&ny.'®

Mezi NU pat¥i predevdim zaZivaci obtiZe a neurotoxicita.’
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CYKLOSERIN, TERIZIDON

(o]
\
H,N HN

Jednd se o antibiotikum produkované aktinomycetami rodu
Streptomyces orchidaceus, terizidon pak vlastné tvori dvé
molekuly cykloserinu. Jsou to bakteriostatické preparéaty,
které inhibuji syntézu bunécné stény.

Neza&douci uc¢inky jsou predev3im centradlné neurotoxické a jako

prevence je vhodné podavat meprobamét.’

1.5.2 Lécebné rezimy

vVétsinou se léc¢ba zahajuje 2 mésici na uzavreném oddéleni
TRN, kde se lékati snazi o debacilizaci pacienta (negativizaci
sputa) . Této fazi se také tikd inicidlni. Poté, kdyzZz uz
pacient neni infekéni pro okoli, tak 1éc¢ba pokracuje
ambulantné. Proto také nazev pokracovaci féze. Jeji délka pak
zavisi na zavaznosti onemocnéni a mifre spoluprace pacienta.
Pri zjisténi rezistence na néjaké antituberkulotikum prvni
linie je nutné provést testy citlivosti a pouzit 1léciva
z druhé tady, které se vybiraji individudlné dle konkrétniho
pacienta.
Priklady kategorii zavazZnosti onemocnéni a reZiml 1lécby

ukazujil néasledujici tabulky'*:
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1. kategorie

pozitivni,

TBC

Nova onemocnéni plicni TBC mikroskopicky
zadvazné formy plicni a mimoplicni
(bakteriologicky ovérené)

2. kategorie

Recidivy,

pferuseni ¢i neuspéch 1écby

3. kategorie

Méné zavazné formy

4. kategorie

Chronic¢ti pacienti s TBC
i po ukonceni 1lécby v 2.

(mikroskop. pozitivni
kategorii)

Tab.

4 - Kategorie pro urc¢eni typu rezimu lécby

Inicialni faze Doba Pokracovaci faze Doba
STR, INH, PZA, RMP
2 mésice INH, RMP 4 mésice
EMB, INH, PZA, RMP
Tab. 5 - Kratkodoby rezim (vhodny pro 1. kategorii)

Inicidlni faze Doba Pokracovaci faze Doba
STR, INH, PZA
STR, INH, RMP, PZA L .
(intermitentné) L.
6 mésicu
EMB, INH, RMP, PZA |2 m&sice EMB, INH
STR, INH, RMP INH, RMP 7 m&sicu
Tab. 6 - Zkrédceny rezZzim (vhodny pro 2. a 3. kategorii)

Inicialni faze Doba Pokracovaci faze Doba

STR, INH, EMB INH, EMB

STR, INH, PZA 2 mésice 10 mésicu

STR, INH
EMB, INH, PZA
Tab. 7 - Standardni reZim

Zkratky: STR - Streptomycin, INH - Isoniazid, RMP -
Rifampicin, PZA - Pyrazinamid, EMB - Ethambutol
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1.6 Derivaty pyrazinamidu s publikovanou
antimykobakterialni aktivitou

morfazinamid

Na tomto misté je potfeba zminit v prvni tradé
morfazinamid. Tato latka je prekurzorem pyrazinamidu.
V bakteridlni bunce se rozklddad na pyrazinamid, formaldehyd a
morfolin. Jeho antimykobakteridlni aktivita je totozna
S pyrazinamidem, nicméné Jje aktivni i v neutrdlnim prostredi,
a téz proti tzv. bakteriim jako je Pseudomonas, Proteus
vulgaris nebo Staphylococcus aureus. Tento jev je patrné
zpUsoben uvolrnovanim toxického formaldehydu, jelikoZ morfolin
tuto aktivitu postrada. Zajimavy je fakt, Ze in vitro studie
ukazuji vyssi aktivitu morfazinamidu nezli pyrazinamidu®®, in
vivo modely pak ¥ikaji pravy opak®'. Pravdé&podobné vysvétleni

tohoto déje je patrné méné vvyhodnad farmakokinetika nez mé

O
N
J[ ierNHz
~
Cl N

5-chlorpyrazinamid

pyrazinamid.

Druhym dtalezitym analogem, ktery prispél k vyznamnému
posunu v popisu mechanizmu Uc¢inku pyrazinamidu je 5-
chlorpyrazinamid. Bylo objasnéno, Ze zminénd latka plsobi
nejspide jako inhibitor enzymu FAS-1%?, tedy odlidné od
pyrazinamidu samotného. Dikazem je zachovani
antimykobakteridlni aktivity proti pyrazinamid rezistentnim

kmentm. Zbyva jesté vysvétlit, zda dochazi k metabolické
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preméné tohoto amidu na karboxylovou kyselinu stejné tak, jak
tomu je u pyrazinamidu. Dalsim povzbuzujicim zjisténim je
fakt, Ze 5-chlorpyrazinamid je aktivni 1 proti Mycobacterium

smegmatis, kdezto pyrazinamid samotny nikoliv?®.

O
N\ OR
Cy
N

Dalsi kapitolou aktivnich derivatl® pyrazinamidu jsou jeho
estery. K jejich vyvoji dos$Slo na zakladé objevu aktivity
pyrazinkarboxylové kyseliny proti pyrazinamid rezistentnim
kmentim. Ke tvorbé esterll bylo pristoupeno z davodu zvyseni
jejich biologické dostupnosti a jejich in vitro testovani
pfineslo nadéji, Ze jejich aktivita bude dobra’‘. Nicméné
selhaly in vivo experimenty, pravdépodobné diky Spatné

stabilité téchto latek v organismu.

U“O 7l
|

F =
O OH

O

V nedavné dobé byla publikovana skupina derivatu

pyrazinamidu vznikld Mannichovou kondenzadéni reakci?®.

Slibnou aktivitu i relativné Siroké terapeutické okno pri
testovani in vitro vykazuji substituované

pyrazinkarbonyliminomethyl derivaty?®.
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Podstatné horsi aktivitu opublikoval Chung a kol. u
substituovanych N-aminomethyl derivatl® pyrazinamidu,
respektive S5-methylpyrazinamidu?’.

Zajimavé je, ze vSechny publikované latky maji podobnou

podstatnou ¢ast molekuly.

N
O z
LJ
NH N

OH

Misto v této kapitole najdou i derivaty salicylanilidé. U
téchto latek je zajimavy fakt, Ze nejaktivnéj3i ze série
syntetizovanych derivatl maji v anilidové Casti molekuly
substituci pyrazinylem. Tato analogie privadi k otazce, zda Jje
predpokladanym mechanismem Uc¢inku téchto latek préavé inhibice
signdlni kinasy, nebo zda nejde o analogii mechanismu Gc¢inku
napt. 5-chlorpyrazinamidu.

A poslednimi, nikoliv v$ak nejméné vyznamnymi Jjsou analoga
pyrazinamidu pripravend DoleZalem a kol., ze kterych jsou

vybrany latky se slibnou aktivitou?®®?°.

O
Cl_ N
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S | N NH,
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2. CIL DIPLOMOVE PRACE

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1léc¢iv se
dlouhodobé zabyva studiem potenciondlnich biologicky aktivnich

30,31

slouc¢enin ze skupiny derivatd pyrazinu. Moje diplomovéa

prace Jje soucasti tohoto dlouhodobého ukolu.

N\\\ N \><?

N Ny, N
/ 3

N

Obecny vzorec syntetizovanych latek

e Syntéza derivatd pyrazinu, konkrétné na zakladé jiz
nabytych znalosti o chemii pyrazinového jédra pripravit
sérii analog pyrazinamidu s obecnou strukturou
arylaminopyrazin-2,3-dikarbonitrilu

e Charakterizace latek pomoci dostupnych analytickych
metod (t. t., Re¢, log P, NMR, IC, elementdrni analyza)

e Predat pripravené derivaty na testovani Gc¢innosti in
vitro

e Pokusit se v ptripadé pozitivnich vysledk® biologického

hodnoceni najit vztah mezi strukturou a ucinkem
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3. METODICKA CAST

3.1 Chemicka ¢ast

V praktické ¢asti jsem se zamé€tril na syntézu derivata
jednoho z antituberkulotik prvni linie, které mé& stalé vyuziti
pfedev3im v inicialni fazi 1léc¢by TBC. Jedna se o pyrazinamid.

Zvolenou metodikou je aplikace v minulosti tGspésné
provedenych syntéz analogl pyrazinamidu, které obsahuji kromé
pyrazinového jedté& dalsi aromatické jadro.>?

Jako vychozi pro moji diplomovou praci byl vybran 5-chlor-
6-methylpyrazin-2, 3-dikarbonitril ze skupiny dikarbonitrilt,
které syntetizovali T. Takematsu s kolegy jako potencionalni
herbicidy.”’

Jeho syntéza je podobnéd syntéze pyrazinamidu s tim
rozdilem, ze vychozi latky jsou rtizné a neni treba zde
oxidovat benzenové jadro, to zde nahradily dvé nitrilové
skupiny. Chlor v poloze 5 pak slouzi jako misto pro
substituce. V mém pripadé jsem pouzil jako substituenty
aromatické aminoslouceniny, ¢imZ vznikly sekunddrni aminy.

Syntéza produktt probihala v mikrovlnném zatrizeni CEM
Discover. Pouziti mikrovln, coZ je soucadst elektromagnetického
vinéni s vlnovou délkou 1 cm az 1 m (hlavné se pouziva
frekvence 2450 MHz), vyrazné usnadni a urychli prubéh reakce.
Mikrovlny totiZz snadno a rychle méni polaritu
elektromagnetického pole. Takto vzniklé oscilace pusobi na
polarni 1latku a rozkmitavanim ji dodavajili energii. To se mlzZe
projevit rozrusSovanim vazeb a zvysSovanim pohybové energie
molekul. Zvy3uje se tak vlastné i teplota. PouZity pristroj je
vybaven takzvanym fokusovanym polem, coZ je vyhodné, nebot
mikrovlny jsou smérovany primo do reakéni smési umisténé ve
vlinovodu. Daldim pozitivnim aspektem pouzité metody Jje i

Uspora energie a rozpoudté&del.’® A p¥i pouZiti autosampleru
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(nap¥. Explorer 24) je mozné nechat béZet reakce i bez nutného
dozoru - vyuziti v kombinatoridlni chemii.

Jako rozpoustédlo jsem pouzZival metanol a do smé€si jsem
pridaval jesté pyridin (vychytavani wvznikajiciho
chlorovodiku). Smé&s jsem zaht¥ival pri teploté& 150°C, tlaku 15
kPa a vykonu 100 W po dobu 20 minut.

Nakonec nasledovalo déleni reakéni smési po mikrovlnné
syntéze. P¥i tomto kroku bylo pouzito pristroje CombiFlash Rg.
Jednd se o preparativni chromatograf zaloZeny na metodé
,flash™ chromatografie. Je to metoda podobnad klasické
sloupcové chromatografii. Rozdil je vSak v tom, Ze se pouziva
mensich plastovych pfedplnénych kolon a mobilni faze prochézi
sloupcem pod tlakem. Tato metoda je tak mnohem rychlejsi,
uspornéjsi a zdravi méné Skodliva. Flash chromatografie je
rychld forma preparativni kolonové chromatografie, ktera je
zalozend na optimalizovanych jiZz zabalenych kolondch, skrz
které je pumpovano rozpoudtédlo vysokou rychlosti/ velky
pritokem. Jednd se o jednoduchy a ekonomicky pristup
v preparativni chromatografii. Technika byla publikovéna
v Casopise Organic Chemistry jiZ v roce 1978 jako alternativa
k jednoduché kolonové chromatografii. Pro ¢isténi organickych
sloucCenin je flash chromatografie rychlou a levnou technikou.
Byla vyvinuta v roce 1978 W. C. Stillsem a v dnesni dobé se
jednd o populédrni metodu ¢isténi a separace. Stédle vice se
otevird S$ir3$i moZnost vyuziti této metody pro separaci pri
pouziti reverznich fazi. Flash chromatografie vyuziva plastové
kolony naplnéné néjakou formou pevného zadkladu, obvykle se
jednd o silikagel, a vzorku, ktery se déli na povrchu
silikagelu. Zbytek sloupce je naplnén mobilni fazi, a s pomoci
tlaku tak umoznuje vzorku projit kolonou a rozdélit se.
Rychlost prétoku mize byt od 10 ml/min aZz po 300 ml/min (v
zdvislosti na tlaku) .Flash chromatografie zpocéatku vyuzivala
tlaku vzduchu, ale dnes vyuzivad pump k urychleni separace.

Tato technika je povaZovana za techniku vyuzivajici nizky az
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stfedni tlak a mGze byt urcena pro separace od nékolika

miligramd po mnoho desitek a? stovky grami.’?,>®
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3.2 Biologické hodnoceni

Antimikrobiadlni a antifungalni testy provedeny na Katedre
biologickych a léka¥skych véd (pani Dufkova), Farmaceuticka

fakulta v Hradci Krélové.

Pripravené derivaty pyrazinu byly testovany na
antibakteridlni aktivitu in vitro, za pouziti mikrodilucniho
bujdénového testu (metoda: mikrodilucé¢ni bujdbnova v destickaéch -

M27A-M1 (200 + 10).

TESTOVANE KMENY (koéd, &islo)

1. SA Staphylococcus aureus 5. EC Escherichia coli
CCM 4516/08 CCM4517

2.MRSA Staphylococcus aureus 6. KP Klebsiella pneumoniae

H 5996/08 Methicilin rezistentni D 11750/08

3. SE Staphylococcus epidermidis 7. KP-E Klebsiella pneumoniae

H 6966/08 J 14368/08 ESBL pozitivni
4. EF Enterococcus sp. 8. PA Pseudomonas aeruginosa
J 14365/08 CCM 1961

Tab. 8 - Kmeny bakterii pouzitych v testech

Pouzité médium: Mueller Hintonuav bujon

Délka inkubace: 24 - 48 h

Zpuisob inkubace: staticky, ve tmé&, humidni atmosféra

Odecitéani: vizudlni / fotometrické (OD 540 nm);
MIC = ICgy (80 % inhibice kontroly)

Teplota: 35°C
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P¥ipravené derivaty pyrazinu byly testovany na
antifungalni aktivitu in vitro, za pouziti mikrodilucniho

bujénového testu.

TESTOVANE KMENY (koéd, ¢islo)

1. CAl Candida albicans 5. TA Trichosporon asahii
ATCC 44859 1188
2. CT Candida tropicalis 6. AF Aspergillus fumigatus
156 231
3. CK2 Candida krusei 7. AC Absidia corymbifera
E28 272
4. CG Candida glabrata 8. TM Trichophyton mentagrophytes
20/1 445
Tab. 9 - Kmeny hub a plisni pouZité pro testovani
Pouzité médium: RPMI 1640 s glutaminem.

Délka inkubace: 24 — 48 h (u TM 72 h - 120 h)
Zplsob inkubace: staticky, ve tmé&, humidni atmosféra
Odec¢itéani: vizudlni / fotometrické (OD 540 nm);

MIC = ICgy, u vlédknitych hub ICsg (inhibice

kontroly)
pH / pufr: 7,0 / MOPS (0,165 M)
Teplota: 35°C

Antituberkulotické testy provedeny v Krajské nemocnici
v Pardubicich, Oddéleni klinické mikrobiologie (MUDr.
Svobodova) .

Latky byly testovany in vitro na Gc¢innost proti M.
tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis I (divoky kmen), M.
kansasii PKG 8, M. avium No. 80/72 a M. avium 152/73 na tekuté
Sulové& pudé& zredovaci metodou ve srovnani s pyrazinamidem

(PZA) pri pH 5,6. Testované latky byly rozpustény v
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dimethylsulfoxidu v koncentracich 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 a
2 ug/ml. Vysledky byly odecitdny po dvou a trech tydnech (viz

Experimentalni c&ast).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroje a chemikalie

U pouzitych chemik&lii byly oveétreny fyzikalni konstanty,
rozpoustédla byla pfed pouzitim vysusSena a ¢iSténa obvyklym
zpusobem (p. Vénceslava Hronova) .

Pribéh reakci a ¢istota léatek byly sledovany pomoci
tenkovrstvé chromatografie (TLC) na deskédch Merck, Silica gel
60 F254, za pouziti vyvijeci soustavy toluen - aceton (1:1),
hexan - ethyl-acetédt (1:1). Detekce byla provadéna UV svétlem
o vlnové délce 254 nm.

Pro syntézu sloucCenin byl pouzit mikrovlnny reaktor CEM
Discover s autosamplerem Explorer 24 (CEM Corporation,
Matthews, North Carolina, USA). Pro nastaveni podminek,
kontrolu prubéhu reakci a zaznam procesu byl pouzit software
CEM’s Synergy .

Latky pro analyzu byly precisStény krystalizaci s aktivnim
uhlim a za pouzZziti preparativni chromatografie na pristroji
CombiFlash® Rf (Teledyne Isco, Inc., Lincoln, Nebrasca, USA).
Pouzivali jsme kolony ruc¢né plnéné silikagelem 0.040-0.063 mm
(Merck, DE). Jako mobilni fazi jsme pouzZivali smés ethyl-
acetdtu a hexanu, vyuzZzivali jsme gradientovou eluci.

Teploty tani byly stanoveny v kapilédf¥e na pristroji Stuart
Scientific, SMP3 (Bibby Sterling LTD, UK) a jsou nekorigované.

Elementdrni analyzy byly provedeny pomoci analyzdtoru EA
1110 CHNS Analyzer (Carlo Erba) na Katedfe farmaceutické
chemie a kontroly 1éc¢iv (p. Vénceslava Hronova) .

Infracdervend spektra nové pripravenych sloucenin byla
ziskana metodou zeslabené totalni reflexe - ATR (Attenuated
Total Reflectance). Spektra byla méfrena pomoci spektrometru
FT-IR Nicolet 6700 (Nicolet - Thermo Scientific, USA) na

Katedf¥e anorganické a organické chemie (p. Hana Jilkova).
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'H-NMR a '’C-NMR spektra byla zmé&rena pomoci spektrometru

Varian Mercury-VxBB 300 spectrometer (299.95 MHz pro 'H a 75.43
MHz pro °C; Varian Corp., Palo Alto, CA, USA) na Katedfe
anorganické a organické chemie (doc. PharmDr. Jif¥i Kunes,
CSc., interpretoval i ziskanad spektra). Chemické posuny byly
zaznamenany Jjako hodnoty & v jednotkach ppm a jsou neptrimo
vztaZzeny k tetramethylsilanu (TMS) jako signdly rozpoustédla
(2.49 pro 'H, 39.7 pro °C v DMSO-d6) .

Log P a Clog P sloucenin byly vypoclteny pomoci programu CS

ChemBioOffice Ultra, verze 11.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA,
USA) .
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4.2 Priprava 5-hydroxy-6-methylpyrazin-2,3-
dikarbonitrilu

NC NH, o) CH, NC N CH,
I, — XX
+ —>
NC NH, o) OH NC N/// oH
Jedna se o kondenzaci dvou vychozich latek a to kyseliny
pyruvové a diaminomaleodinitrilu. Obé uvedené latky se
rozpustily v metanolu a poté se postupné pridavala 15%
kyselina chlorovodikova. Tato smés se nechala reagovat za
stédlého michédni po dobu t¥i hodin pri laboratorni teploté.
Poté se nechaly odparit 2/3 rozpoudtédla a pridala se horké
destilovand voda v mnozstvi 80 ml. Nechal se doodparit zbyly
metanol a vodny roztok se poté nechal v lednici p¥i nizké
teploté krystalizovat. Nasledovalo odséati krystaltli a suSeni
vysledného produktu.
Uspé&snost reakce se ové&¥ila pomoci TLC s UV detekci p¥i vlnové

délce 254 nm. Mobilni fazi byla smés benzinu, ethyl-acetatu a

kyseliny octové v pomé&ru 4:2:1.°'

Reagencie: - 2,2 g kys. pyruvové (0,025 mol)

- 2,7 g diaminomaleodinitrilu (0,025 mol)
- 60 ml methanolu

- 10 ml 15% kys. chlorovodikové

Produkt: sumdrni vzorec — C;H4N40
- molekulovd hmotnost - 160,14

- svétléa, krystalicka léatka
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4.3 Priprava 5-chlor-6-methylpyrazin-2,3-
dikarbonitrilu

NC N CHs NC N CH
X N ®
POCl;
X, = XX
NC N OH NC N cl
V této reakci dochazi k zaméné hydroxylové skupiny za
chlor pochézejici z chloridu fosforylu.
K chloridu se v barice postupné ptrimisil produkt vznikly
pfedchozi reakci (5-hydroxy-6-methylpyrazin-2,3-dikarbonitril)
a cela reak&ni sm&s se ochladila na 0°C pomoci ledu smiseného
s chloridem sodnym. Nakonec se do reakce po kapkach pridal
pyridin. Po ukoncéeni exotermni reakce se celd smés zacala
zahtivat a za stdlého michéni se nechala reagovat pri 90°C po
dobu 2 hodin. Prebytecény POCls se nechal odpafrit a zbyla smés
se 3 — 4 krat extrahovala toluenem. Spojené toluenové podily
se odpatrily do sucha. Vznikld krystalicka léatka se
prekrystalizovala z chloroformu.
Uspé&snost reakce byla opé&t ové&fena pomoci chromatografie na
tenké vrstvé s UV detekci. Jako mobilni féze byla tentokréat

pouzita smés benzinu a ethylesteru kyseliny octové v poméru

2:1.°%

Reagencie: - 2,33 g 5-hydroxy-6-methylpyrazin-2, 3-
dikarbonitrilu (0,015 mol)
- 8,94 g chloridu-fosforylu (0,060 mol)
- 1,60 g pyridinu (0,020 mol)

Produkt: sumédrnl vzorec — C7H3C1lNy4
- molekulovd hmotnost - 178,85

- svétle hnédé krystalicka léatka
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4.4 Obecny postup pripravy koneénych produktu

Do specialni zkumavky urc&ené pro pfistroj CEM Discover se
navazilo p¥ibliZzné 0,2 g vychozi latky (5-chlor-6-
methylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu) a k tomu vybrany aromaticky
amin (v poméru 1:3 mmol). Pridalo se rozpoustédlo a pyridin
(vychytani vznikajiciho chlorovodiku) a cela smé€s se nechala

za vySe uvedenych podminek reagovat.

A N
cl N 7 , =
7 = ':):'/ridin = b = "
T | - |
X N X/ AN
HaC N QE?N \% #/ N N Qi?N

Po ukonceni procesu se provedla TLC pro kontrolu
uspésnosti reakce a reakéni smés v bance byla naadsorbovana na
silikagel. Poté se odpatrilo rozpoustédlo a ze silikagelu se
pripravila kolona k flash chromatografii.

Pro gradientovou eluci byl pouzit hexan a ethyl-acetét.
Déleni zac¢inalo na 100 % hexanu a postupné se zvySoval pomér
ethyl-acetéatu.

Nakonec byla opét provedena tenkovrstvad chromatografie
(vyvijeci soustava benzin : ethyl-acetdt v poméru 4:3) pro

ovéreni produktu a odpar¥eno rozpousStédlo. VytéZek se zvazil a

pouzil pro dalsi testy na ovéreni totoZnosti a Uc¢innosti.
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4.5 Analyticka data koneénych produktu

4.5.1 5-methyl-6-(fenylamino)pyrazin-2,3-

dikarbonitril

Oznacdeni: MD 585/1II
Popis slouceniny: krystalicka latka
Sumarni vzorec: Ci3HoNs

m. h. 235,24

t. t. = 167,0 - 172,2 °C (v 1lit. t. t. = 172,0 - 173,0 °C)”

vytézek - 0,06 g (32% teoretického vytézku)
Rse = 0,25
1¢ spektrum (cm™'): 3370 (NH), 2924 (CHs) 2241 (CN), 1621,
1550, 1490, 1403, 1370 (pyrazin)
CHN: % teor.: C: 66,37; H: 3,86; N: 29,77
% prakt.: C: 66,28; H: 3,69; N: 29,45
logP = 3,16
ClogP = 2,40

'y NMR (300 MHz, DMSO) & 9.55 (1H, bs, NH), 7.63-7.56 (2H, m,

H2', H6'), 7.46-7.37 (2H, m, H3', H5'), 7.24-7.16 (1H, m,
H4'), 2.60 (3H, s, CHs)

3H NMR (75 MHz, DMSO)

& 151.2,148.4,137.8,129.5,128.9, 125.4,123.2,119.3, 115.5, 114.7, 21.7
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4.5.2 5-methyl-6-((3-(trifluormethyl) fenyl)

amino)pyrazin-2,3-dikarbonitril

X

poass

Nj; N CHs
Oznacdeni: MD 628/II
Popis slouceniny: krystalicka latka
Sumarni vzorec: Ci4HgFsNsg
m. h. 303,24
t. t. = 138,1 - 148,9 °C
vytézek - 0,06 g (40% teoretického vytézku)
Rs = 0,59
IC nemé&feno
CHN % teor.: C: 55,45; H: 2,66; N: 23,09; F: 18,80
logP = 4,08
ClogP = 3,29
'H NMR nemé&¥eno

13 NMR nemé&¥eno
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4.5.3 5-((3-fluorfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2,3-

dikarbonitril
N \ H
\ N N F
’ jiI::
N/ CH
Z 3

Popis slouceniny: krystalicka latka

Oznacéeni: MD 619/II

Sumarni vzorec: Ci3HgFNs
m. h. 253,23
t. t. = 206,0 - 207,9 °C
vytézek - 0,06 g (29% teoretického vytézku)
R = 0,24
¢ spektrum (em™): 3373 (NH), 2918 (CH;) 2235 (CN), 1618,
1550, 1494, 1404, 1370 (pyrazin)
CHN: % teor.: C: 61,66; H: 3,18; N: 27,66 F: 7,50
% prakt.: C: 62,01; H: 3,41; N: 27,95
logP = 3,32
ClogP = 2,54
'H NMR (300 MHz, DMSO) & 9.65 (1H, bs, NH), 8.43-7.65 (4H, m,
H1', H4', H5', H3'"), 2.60 (3H, s, CHj)
H NMR (75 MHz, DMSO)

5 154.8,146.4, 130.5, 129.2, 128.8, 125.3, 123.1, 117.4, 115.7, 114.7, 21.2
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4.5.4 5-((3-chlorfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2,3-

dikarbonitril

N% N H Cl
L
Oznacdeni: MD 620/II
Popis slouceniny: krystalicka latka
Sumarni vzorec: C;3HgClNs
m. h. 269,69
t. t. = 175,4 - 178,1 °C
vytézek - 0,05 g (23% teoretického vytézku)
R = 0,11
¢ spektrum (em™): 3331 (NH), 2962 (CH;) 2233 (CN), 1649,
1554, 1478, 1401 (pyrazin)
CHN: % teor.: C: 57,90; H: 2,99; N: 25,97; C1l: 13,15
% prakt.: C: 58,13; H: 3,45; N: 25,88
logP = 3,72
ClogP = 3,11
'H NMR (300 MHz, DMSO) & 9.60 (1H, bs, NH), 7.93-7.05 (4H, m,
H1', H4', H5', H3'"), 2.60 (3H, s, CHz), smés
H NMR (75 MHz, DMSO)
5 154.8,146.4,130.5, 129.2, 128.8, 125.3, 123.1, 117.4, 115.7, 114.7, 21.2
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4.5.5 5-((3-hydroxyfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2,3-

dikarbonitril

N% N H OH
L
Oznacdeni: MD 621/II
Popis slouceniny: krystalicka latka
Sumarni vzorec: C;3HoNsO
m. h. 251,24
t. t. = 109,4 - 111,7 °C
vytézek - 0,18 g (64% teoretického vytézku)
R = 0,19
1€ spektrum (cm™'): 3360 (NH), 2956 (CHs) 2235 (CN), 1592,
1547, 1467, 1397, 1258 (pyrazin)
CHN % teor.: C: 62,15; H: 3,61; N: 27,87; O0: 6,37
logP = 2,77
ClogP = 1,73
'H NMR (300 MHz, DMSO) & 9.65 (1H, bs, NH), 7.92-6.81 (5H, m,
H1', H3', H4', H5', H6'), 5.0 (1H, s, OH), 2.60 (3H, s, CHjs),
smés produktu a vychozich léatek

13y NMR (75 MHz, DMSQO) nemé&reno
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4.5.6 5-((2-hydroxyfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2,3-

dikarbonitril

OH

Oznacdeni: MD 622/II

Popis slouceniny: krystalicka latka

Sumarni vzorec: C;3HoNsO

m. h. 251,24

t. t. = 214,9 - 218,0 °C

vytézek = 0,14 g (50% teoretického vytézku)

R = 0,33

1€ spektrum (cm™'): 3401-3300 (NH, OH), 2954 (CH3) 2234 (CN),
1613, 1550, 1520, 1459, 1399 (pyrazin)

CHN % teor.: C: 62,15; H: 3,61; N: 27,87; O0: 6,37

logP = 2,77

ClogP = 1,73

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 9.60 (1H, bs, NH), 7.20-7.01 (2H, m,
H2', H6'), 6.86-6.57 (2H, m, H3', H5'), 5.96 (l1H, m, H4'), 5.0
(1H, s, OH), 2.60 (3H, s, CH3), smés

H NMR (75 MHz, DMSO)

5 158.2,151.1, 149.7,138.7, 129.6, 113.8, 112.5, 110.1, 105.6, 103.6, 101.3, 21.7
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4.5.7 5-((4-hydroxyfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2,3-

dikarbonitril

N

(L
Oznacdeni: MD 623/II
Popis slouceniny: krystalicka latka
Sumarni vzorec: C;3HoNsO
m. h. 251,24
t. t. = 168,5 - 171,7 °C
vytézek - 0,11 g (39% teoretického vytézku)
R = 0,10
1€ spektrum (cm™'): 3359 (NH), 2228 (CN), 1603, 1553, 1509,
1445, 1397 (pyrazin)
CHN % teor.: C: 62,15; H: 3,61; N: 27,87; O0: 6,37
logP = 2,77
ClogP = 1,73
'H NMR (300 MHz, DMSO) & 9.55 (1H, bs, NH), 7.26 (2H, d, H2',
H6'), 6.86 (2H, d, H3', H5'), 6.20 (l1H, m, OH), 2.60 (3H, s,
CHs), smés produktu a vychozich léatek

134 NMR (75 MHz, DMSO)

5 1554, 151.5,149.8, 148.4, 147.8, 140.8, 129.7, 128.8, 125.3, 118.3, 115.7, 114.8, 21.6
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4.5.8 5-((3-bromfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2,63-

dikarbonitril

N e
L

Oznacdeni: MD 624/II
Popis slouceniny: krystalicka latka
Sumarni vzorec: Ci3HgBrNs
m. h. 314,14
t. t. = 216,4 - 218,0 °C
vytézek - 0,07 g (27% teoretického vytézku)
R = 0,28
¢ spektrum (em™): 3354 (NH), 2922 (CH;) 2231 (CN), 1606,
1550, 1518, 1410, 1392 (pyrazin)
CHN: % teor.: C: 49,70; H: 2,57; N: 22,29; Br: 25,44

% prakt.: C: 50,09; H: 2,75; N: 22,71
logP = 3,99
ClogP = 3,26
'H NMR (300 MHz, DMSO) & 9.59 (1H, s, NH), 7.89-7.85 (lH, m,
H2"), 7.71-7.64 (1H, m, H5"), 7.40-7.36 (2H, m, H4", H6"),
2.60 (3H, s, CHs)
H NMR (75 MHz, DMSO)
5 150.8,148.7,139.6, 130.9, 129.2, 127.7, 125.2, 121.6, 121.4, 120.0, 115.3, 114.6, 21.7
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4.5.9 4-((5,6-dikyano-3-methylpyrazin-2-yl)amino) -2-

hydroxybenzoova kyselina

CH, COOH

Oznacdeni: MD 625/II

Popis slouceniny: krystalicka latka

Sumarni vzorec: C;sHoNs50;

m. h. 295,25

t. t. = 130,2 - 131,6 °C

vytézek - 0,17 g (53% teoretického vytézku)

Rs = 0,46

1€ spektrum (cm™'): 3474 (OH), 3380 (NH), 2956 (CH3) 2230 (CN),
1640, 1555, 1437, 1355 (pyrazin)

CHN % teor.: C: 56,95; H: 3,07; N: 23,72; O: 16,26
logP = 2,33

ClogP = 2,21

'H NMR (300 MHz, DMSO) smés latek

H NMR (75 MHz, DMSO) smé&s latek
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4.5.10 5-methyl-6-((3-nitrofenyl)amino)pyrazin-2,3-

dikarbonitril

N N NO,

Oznacdeni: MD 626/II

Popis slouceniny: krystalicka latka

Sumarni wvzorec: C;3HgNgO;

m. h. 280,24

t. t. = rozklada se

vytézek - 0,11 g (35% teoretického vytézku)

R = 0,11

1€ spektrum (cm™): 3403 (NH), 2231 (CN), 1650, 1558, 1445,
1398 (pyrazin)

CHN % teor.: C: 55,72; H: 2,88; N: 29,99; 0: 11,42
logP = 1,19

ClogP = 2,15

'H NMR (300 MHz, DMSO) smés latek

H NMR (75 MHz, DMSO) smé&s latek
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4.5.11 5-((3-methoxyfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2,3-

dikarbonitril

H
:::? N N OCH;

Oznacdeni: MD 627/II

Popis slouceniny: krystalicka latka

Sumarni vzorec: C;4H;:Ns0

m. h. 265,27

t. t. = 177,5 - 178,4 °C

vytézek - 0,19 g (66% teoretického vytézku)

Rse = 0,06

¢ spektrum (em™): 3369 (NH), 2917 (CHs;), 2230 (CN), 1614,

1549, 1499, 1393 (pyrazin)

CHN: % teor.: C: 63,39; H: 4,18; N: 26,40; O: 6,03
% prakt.: C: 63,18; H: 4,05; N: 25,71

logP = 3,03

ClogP = 2,32

'y NMR (300 MHz, DMSO) & 9.48 (1H, bs, NH), 7.32 (1H, t, J=8.2

Hz, H5"), 7.27-7.12 (2H, m, H2', H6'), 6.82-6.73 (1H, m, H4'"),

3.76 (3H, s, OCHs), 2.60 (3H, s, CHs)
H NMR (75 MHz, DMSO) & 159.6,151.0, 148.4, 139.0, 129.7, 129.4, 119.4, 115.4,
115.2, 114.7, 110.7, 108.8, 55.3, 21.7
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4.6 Vysledky biologického hodnoceni

TESTOVANA LATKA (kéd) - MIC/ICg (pmol.l7?)
KMEN
(k6d) MD MD MD MD MD MD MD MD MD MD MD
o)
585 | 628 | 619 | 620 | 621 | 622 | 623 | 624 | 625 | 626 | 627
24h | >500 | >500 | >125| >500 | >125( 62,5 | >125|>125(>125|>125| >125
SA
48h | >500 | >500 | >125 | >500 ( >125 | >125 | >125 | >125 | >125| >125 | >125
24h | >500 | >500 | >125| >500 | >125( 62,5 | >125 | >125(>125|>125| >125
MRSA
48h | >500 | >500 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125(>125|>125|>125
24h| 500 | >500| >125| 500 | >125(62,5| 125 | >125|>125|>125|>125
SE
48h | >500 | >500 | >125 | >500 ( >125 | >125 | >125 | >125|>125| >125 | >125
24h | >500 | >500 | >125| >500 | >125 | >125|>125|>125|>125|>125|>125
EF
48h | >500 | >500 | >125| >500 | >125 | >125 | >125 | >125|>125| >125| >125
24h | >500 | >500 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125| >125
EC
48h | >500 | >500 | >125| >500 | >125 | >125 | >125|>125|>125| >125| >125
24h | >500 | >500 [ >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125| >125
KP
48h | >500 | >500 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125| >125| >125
24h | >500 | >500 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125| >125| >125
KP-E
48h | >500 | >500 | >125| >500 | >125 | >125 | >125|>125|>125| >125| >125
24h | >500 | >500 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125| >125
PA
48h | >500 | >500 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125(>125| >125| >125
Tab. 10 - Vysledky testovadni antibakteridlni aktivity
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TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/ICgy (umol.l7')
KMEN

(k6d) MD MD MD MD MD MD MD MD MD MD MD
585 | 628 | 619 | 620 | 621 | 622 | 623 | 624 | 625 | 626 | 627
24h | >500 | >125 | >125| >125| >125 | >125 | >125| >125| >125 | >125| >125
- 48h | >500 | >125 | >125| >125 | >125| >125 | >125 | >125|>125| >125 | >125
24h | >500 | >125| >125|>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125| >125
o 48h | >500 | >125 | >125|>125(>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125
24h | >500 | >125 | >125| >125| >125 | >125 | >125| >125| >125|>125| >125
X 48h | >500 | >125 | >125|>125(>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125
24h | >500 | >125|>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125]| >125
= 48h | >500 | >125 | >125| >125 | >125| >125|>125|>125|>125|>125| >125
24h 250 | >125 | >125 | >125|>125|>125| 125 | >125|>125|>125| >125
= 48h 500 | >125 | >125 | >125|>125 | >125|>125|>125|>125|>125| >125
24h 500 [ >125(>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125
= 48h | >500 | >125 | >125 | >125(>125| >125 [ >125|>125|>125|>125 | >125
24h 500 [ >125(>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125
A 48h 500 [ >125(>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125
72h 250 [ >125(>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125
TM 120h | 250 | »>125|>125| >125|>125|>125|>125|>125|>125|>125|>125

Tab. 11 - Vysledky testovani antifungdlni aktivity
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MIC ug/ml

. M. M. M.
Latky M M.
tuberculosis | tuberculosis T avium | avium
kansasii
H37Rv (klin. 1izolat) 80/72 | 152/73
MD 585/1II 32 32 >256 >256 >250
MD 620/II >128 >128 >256 >256 >256
MD 621/1II >128 >128 >256 >256 >256
MD 622/1II >128 >128 >128 >128 >128
MD 623/II >256 >256 >256 >256 >256
MD 624/1II 16 16 >128 >128 >128
PZA 32 32 >128 >128 >128

Tab. 12 - Vysledky testovani antimykobakteridlni aktivity
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5. DISKUSE

Cilem mé préce bylo pripravit sérii sloucenin, jejichz
zdkladni struktura byla vybrédna podle Nakamury’ . On tyto latky
testoval pouze Jjako herbicidy, Jj& jsem se zaméril na aktivitu
proti tuberkuldze. Jako vychozi latku jsem pouzil 5-chlor-6-
methylpyrazin-2,3-dikarbonitril (rozdil oproti Nakamurovy je
v postrannim alkylovém fetézci, zde on pouzil ethyl- ¢&i
propyl-l-amin). Jako substituenty byly zvoleny aromatické
aminy substituované predevsim v poloze 3 (podpora nukleofilni
substituce) .

Timto postupem Jjsem tedy pripravil tfadu jedenacti léatek.
Kazda byla precisténa pomoci flash chromatografie a nasledné
charakterizovana NMR, R¢, IC, elementdrni analyzou, molekulovou
hmotnosti, lipofilitou a teplotou téani.

U latky, kde byl pouzit 3-(trifluormethyl)anilin jako
substituent, nebyla struktura potvrzena. Pravdépodobné se
ztratily vzorky na NMR analyzu a zbytek produktu na novou jiz
nestac¢il. Neni tak mozZné s jistotou urcit vznikly produkt. U
latek s oznacenim MD 585/II, MD 619/II, 624/I1 a 627/II byla
struktura potvrzena jako u c¢isté latky. U zbytku se jednalo o
smés produktu a vychozich 1léatek, bylo by tfreba je tedy jesté
precistit.

Vytézky se pohybovaly v rozmezi 23 - 66%, pro vysSsi
vytézky by asi bylo t¥eba upravit podminky reakce.

Hodnoty logP se nachézely v intervalu 1,19 - 4,08, coZ by
odpovidalo i intervalu, ktery je urcen jako idedlni pro
prestup léatek pres membrany.

Prvni Céast vzorkd se v mnozZstvi 5 mg odesilala do
mikrobiologické laboratore v Pardubické krajské nemocnici, kde
se vzorky podrobily pod dohledem MUDr. Svobodové testovani na
antimykobakteridlni aktivitu u nékolika kment mykobakterii

vEetné téch netuberkuldznich. Opét se stanovovaly MIC.
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Testovani na antimykobakteridlni aktivitu bylo provedeno
jen C&stecné. Prvni polovina vzorku, které byly odeslany na
testovani, se nepodatilo vyhodnotit. Duvodem byla kontaminace
pudy diky prerostlym koloniim.

Druhou ¢ast se JjiZz podarilo otestovat. Nejvét3i slibnou
aktivitu vykazala latka s oznac¢enim MD 624/II. Jednd se o 5-
((3-bromfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2, 3-dikarbonitril. A to
predevsim proti obéma testovanym kmenum Mycobacterium
tuberculosis. Latka byla za danych podminek dvakrat a¢innéjsi
nez byl pyrazinamid, ktery byl bran jako standard. Lipofilita
ve formeé logP je rovna 3,99.

Pomérneé dobrou aktivitu srovnatelnou s pyrazinamidem vykazala
pak jesté sloucenina MD 585/II, tedy 5-methyl-6-
(fenylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril. LogP je dle vypoctu
3,16.

Latky odeslané na katedru biologickych a lékatrskych véd se
testovali na antifungdlni a antibakteridlni aktivitu. Bylo

pouzito 8 kment hub a plisni a 8 kment bakterii. NavazZka

m.h.X4
100

vypo&itand dle vzorce nav.= [mg] se pouZila k pripravé
roztok? o danych koncentracich v sestupné tradé, aby se
zjistila minimdlni inhibiéni koncentrace (MIC).

Antimykotické testy neptrinesly Zadné vyrazné aktivity.
Velmi slabou aktivitu vykédzala opét latka MD 585/II (5-methyl-
6- (fenylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril) a to u kmenu
Trichosporon beigelii, Absidia corymbifera a Trichophyton
mentagrophytes.

Jako posledni z testd in vitro bylo provedeno testovani na
antibakterialni aktivitu proti vyse uvedenym 8 kmentm
bakterii. Mirnou aktivitu vykédzala pouze léatka s oznacenim MD
622/11I, tedy 5-((2-hydroxyfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2,3-
dikarbonitril. A to proti vSem kmenim testovanych stafylokokt
(Staphylococcus aureus, S. aureus methicilin rezistentni, S.

epidermidis) . LogP je v tomto ptripade 2,77.
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Z vysSe uvedeného vyplyvéa, Ze jako potencionalni
antituberkulotikum by se mohl Jjevit derivat 5-((3-
bromfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2, 3-dikarbonitril. U
ostatnich latek bud aktivita chybi nebo zatim nebylo provedeno
testovani.

Vztah mezi strukturou pfipravenych latek a jejich
biologickou aktivitou a lipofilitou neni mozné takto p¥imo
pfedpovédét nebot antimykobakteridlni aktivitu vykazaly pouze
dvé latky. Je mozZné, Ze brom jako substituent aktivitu zvysSuje
(je dvojnédsobnéd oproti prvni syntetizované latce, jejiz
aktivita odpovidala pyrazinamidu) .

U ostatnich testl byla u¢innéd latka vidy jenom jedna, takze

pfedpovéd neni mozna.
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6. ZAVER
V mé diplomové praci jsem:

1) Shrnul soucasny stav a vyvo] tuberkuldzy ve svéteé a
v ramci Ceské republiky. Dale jsem se zabyval moZnostmi
ochrany a 1éc¢by této nemoci. Nakonec jsem uvedl i nékterd
potenciondlni 1léc¢iva, kterd by v budoucnu mohla vyznamné
ovlivnit terapii. V3e na zadkladé informaci, které jsem

ziskal v literature.

2) Dale se teoreticky sezndmil s pfipravou mé vychozi
chemické 1latky, tedy 5-chlor-6-methylpyrazin-2,3-
dikarbonitrilu. Stejné tak i1 s principem pro pfipravu
produktli. Obecny postup pripravy byl vzat z chemické

literatury.

3) Pripravil nasledujicich 11 léatek, z nichZz prvni byla
jiZz v literatur¥e popséna, ale testovadna pouze na
herbicidni aktivitu’’. Ostatni jsou origindlni. Jedna se

o:

5-methyl-6-(fenylamino)pyrazin-2, 3-dikarbonitril
b. 5-methyl-6-((3-(trifluormethyl) fenyl)
amino)pyrazin-2,3-dikarbonitril
C. 5-((3-fluorfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2, 3-
dikarbonitril

d. 5-((3-chlorfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2, 3-

dikarbonitril

e. 5-((3-hydroxyfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2, 3-
dikarbonitril

f. 5-((2-hydroxyfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2, 3-
dikarbonitril
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g. 5-((4-hydroxyfenyl)amino) -6-methylpyrazin-2, 3-
dikarbonitril

h. 5-((3-bromfenyl)amino) -6-methylpyrazin-2, 3-
dikarbonitril

i. 4-((5,6-dikyano-3-methylpyrazin-2-yl)amino)-2-
hydroxybenzoova kyselina

J. 5-methyl-6-((3-nitrofenyl)amino)pyrazin-2,3-
dikarbonitril

k. 5-((3-methoxyfenyl)amino)-6-methylpyrazin-2, 3-

dikarbonitril

U druhé latky struktura nebyla potvrzena.

4) Produkty byly charakterizovédny pomoci NMR spekter,
IC, elementdrni analyzy, teploty tani, molekulové

hmotnosti, Rf a lipofility (logP a ClogP).

5) Bylo provedeno biologické hodnoceni in vitro. Jednalo
se o testy na antimykobakteridlni, antifungdlni a
antibakteridlni aktivitu. P¥i testech proti mykobakteriim
do&lo ke kontaminaci Sulovy pudy, proto jsou vysledky

pouze pro Cast syntetizovanych latek.

o) Snaha o nalezeni vztahu mezi strukturou a biologickou
aktivitou nebyla p¥rilis UGspésna. Aktivni byly pouze tr¥i
slouceniny, coz neumoznuje prilis mnoho moZnosti

k ptedpovédi.
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ABSTRAKT

Derivaty pyrazinu jako potencialni lécéiva VII.

Ondrej Jandourek

Tuberkuldéza je jednim z nejvétSich zdravotnickych problémua
na sveété. Pocet novych onemocnéni roste kazdym dnem, zvlaste
pak v rozvojovych zemich. DalsSim problémem je pak tuberkuldza
rezistentni na pouzivand 1éc¢iva, kterd se objevuje cCastéji a
Castéji. Nasledkem toho vedou tyto okolnosti k jedinému treSeni
— nalezeni novych slouc¢enin k 1lécbé této zdke¥né nemoci.

Tato prace se zabyva syntézou origindlnich, v literatute
nedokumentovanych slouc¢enin. Vychozi slouc¢eninou byl 5-chlor-
6-methylpyrazin-2,3-dikarbonitril. Latky byly ziskavany
aminodehalogenac¢ni reakci s aromatickymi substituovanymi
aminy.

Konec¢né produkty byly charakterizovidny molekulovou hmotnosti,
teplotou téani, TLC, logP, elementarni analyzou, 'H a *c NMR a
IC.

SloucCeniny se nechaly testovat in vitro na jejich biologickou
aktivitu - antimykobakteridlni, antifungalni a

antibakteridlni.
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ABSTRACT

Pyrazin derivatives as potential drugs VII.

Ondrej Jandourek

Tuberculosis is one of the biggest health problems in the
world. The number of new cases is rising every day, especially
in less developed countries. The other problem is drug
resistant tuberculosis which is occurring more and more
frequently. Consequently these circumstances lead to one
solution - to find new compounds to treat this greasy disease.

This work deals with synthesis of undocumented compounds
in literature. The starting compound was 5-chloro-6-
methylpyrazine-2,3-dicarbonitrile. The compounds were
developed by aminodehalogenational reaction by substituted
anilines.

Final compounds were characterized by molecular weight,
melting point, TLC, logP, elemental analysis, 'H and ’C NMR
and IR.

Compounds were tested in vitro testing on their biological

activity - antimycobacterial, antifungal and antibacterial.
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