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1.  Uvodni &ast

1.1. Tuberkuloza (TBC) — infekce 21. stoleti

v

TBC patii obecné mezi nejrozsirené;si infekéni onemocnéni, jez se §ifi predev§sim vzduSnou
cestou kapénkovou ndkazou a jeho ptivodce je oznacovan jako Mycobacterium tuberculosis
komplex (tedy M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti). Celosvétové ro¢né
onemocni touto chorobou 9 miliont lidi a témét 2 miliony z nich jeho vinou umira. Incidenci
ani mortalitu se dosud nepodaftilo i pfes dosavadni antituberkulotickou lécbu snizit. WHO
oznacila TBC za globalni ohrozeni lidstva. Tato choroba zatim neni v zddné zemi eradikovana
(tzn. Ze vyskyt novych piipadi neni mensi nezli 1/1.10° obyvatel).

Nicméné Ceska republika patii mezi staty s pfiznivou situaci a klesajicim trendem v incidenci
nov¢ hlasenych ptipadi. V poslednich letech je evidovdno kolem 1000 novych nemocnych ¢i
recidiv roén€. Dochézi vSak ke zvySovani poctu cizincii (zejména z oblasti jihovychodni Asie
a byvalého Sovétského svazu) mezi nakazenymi. V nékterych regionech tvoii az 25 %
infikovanych. Mykobakterie mohou postihnout kterykoliv organ ¢i tkan. Dychaci ustroji je
zasazeno u 85 % nemocnych. Zbytek tvoii mimoplicni formy (nej€astéji je zasaZena pleura,
mizni uzliny, kosti, klouby, kiize, urogenitalni trakt).

V 1é¢bé se pouziva kombinace medikamentt, které se podavaji jednorazove a kontrolovang ve
2 tazich. Terapie trva déle, zpravidla je pacient podroben Uc¢inku farmak 6 az 9 mésict. Jiz
desitky let se podavaji specificka antituberkulotika, jejichZ striktnim vyhrazenim pro 1écbu
TBC zlstava zachovana jejich relativni citlivost a i¢innost pravé proti mykobakteriim. Lécba
ma sva zvlastni pravidla a doporuceni vydana WHO, jez je nanejvys vhodné dodrzovat. Patti
mezi n¢ izolace nemocného a tzv. DOTS (Directly Observed Treatment Short-Course). Tyto
kontrolované¢ 1éCebné rezimy zahrnuji jiz zminé€nou kombinovanou jednordzovou
dvoufazovou terapii a znamenaji zakladni ptedpoklad 1ékové ti¢innosti vychdzejici ze znalosti
o metabolicky heterogenni populaci mykobakterii a jejich odlisné rastové aktivite.

Jiz dlouhou dobu mame pro 1é&bu TBC k dispozici pouze 5 G&innych latek. Radi se mezi né
baktericidni isoniazid, rifampicin, pyrazinamid a streptomycin. Bakteriostaticky se projevuje
ethambutol. V Gvodni prvni fazi se podava ctytkombinace nebo dokonce veskera 1éCiva a trva
2 az 3 mésice s ohledem na vaznost onemocnéni. Toto se nejcastéji déje za hospitalizace, kdy
dochdzi klikvidaci znacné casti mykobakterialni populace. Pacient je tedy postupné
debacilizovan a pro své okoli se stavd neinfek¢nim jiz po dvou tydnech chemoterapie.

V pokracovaci druhé fazi dostdva nemocny 2 az 3 preparaty po dobu 4 az 5 mé&sict. Odehrava



se zpravidla jiz ambulantné a jejim ukolem jest usmrceni zbylych mikrobu a sterilizace
tuberkuloznich 1ézi. Disledné a zdravotnickym persondlem ovéfované podavani 1€¢iv v jedné
davce ma zvyraznit Iékovy benefit a zamezit pomnoZeni rezistentnich kmenti mykobakterii.
Pti nedodrzeni vySe uvedenych doporuceni tykajicich se 1éCebného rezimu a délky 1éCby
vznikd obédvané riziko vyskytu rezistentnich mutant. Mezi nejcastéj$i divody této nechténé
situace fadime tzv. “man made* pfiCiny. K témto se fadi neadekvatni a nekontrolovany
terapeuticky rezim, davkovani farmak, intolerance preparatli, pferuSovani a piedCasné
ukonceni 1écby vinou Spatné spoluprace nemocného. Jestlize se prokaze netecnost
mykobakterii na jedno farmakum, mluvi se o0 monorezistenci. Pokud neni bakterie citliva ke 2
a vice preparatim (mimo izoniazidu a rifampicinu), jedna se o polyrezistenci. Pfi neucinnosti
pravé dvou vySe jmenovanych nejicinnéjSich molekul je takovyto kmen oznacen jako
multirezistentni (MDR-TB). Pfedpoklada se, ze pocet pacientl s touto formou onemocnéni
celosvétoveé v roce 2006 dosahl 1 milion. O mimotadné zdvazné a rozsahlé rezistenci (tzv.
extenzivni, XDR-TB) se mluvi v pfipadu, kdy vyvolavatel TBC vykazuje kromé
multirezistence na rifampicin a isoniazid jeSt¢ necitlivost k fluorochinolonovému
chemoterapeutiku a pfinejmensim jednomu z trojice parenteralnich antibiotik — peptidu
kapreomycinu nebo aminoglykosidim kanamycinu a amikacinu. V zdsad¢ se jedna o
komplikovan€j§i formu MDR-TB, kdy se 1écebné moznosti stdvaji velmi omezenymi a
zejména v kombinaci s HIV jde o smrtelné onemocnéni, kdy se median pteziti dle zprav
z nejvice zasazené jizni Afriky poc€itd na jeden mésic.

Z antituberkulotickych preparatd 2. volby se pouzivaji vySe vzpominané chinolony,
aminoglykosidy, ethionamid, prothionamid, cykloserin, paraaminosalicylova kyselina.
Doporucuje se vyuzit pfinejmensim 4 latky se zjiSt€énou citlivosti. Inicidlni faze zahrnuje 6-ti
mésicni aplikaci vcetné injekéni. Obecné se predpoklada 18-ti mési¢ni pii rozsahlejSich
nalezech az 2 leta terapie za stalého monitorovani vyvoje rezistence. V CR se incidence
MDR-TB dlouhodobé nemeéni. Piedstavuje pfiblizné 2 % z celkového poctu zjisténych
ptfipadi onemocnéni TBC. Jedné se o zhruba 20 pacientli ro¢né, z nichZ tfetinu tvoii obcané
zvychodni Evropy a Asie. SrozSifovanim spektra rezistence lze piedpokladat brzké

zachyceni XDR-TB i v nagich podminkach.'



1.2. Epidemiologie TBC

Skeptické odhady mluvi az o 2 miliardach lidi (necela 1/3 z odhadované celosvétové populace
6,790,062,216 k Cervenci 20092), ktefi jsou nakazeni kmenem mykobakterii. Vzhledem
k nizkému monitoringu v nékterych ¢astech svéta je vSak oficidln¢ globaln¢ evidovano zhruba
5 miliont nakazenych. Jde o nejrozsitenéjsi infekéni onemocnéni na svété. Nemoc se béhem
zivota klinicky projevi pouze u 10 % kontaminovanych. TBC je oznacovéana za chorobu
chudych a napadd zejména mlads$i jedince. Pfevaznd cast umrti sni spojenych je
zaznamenavana v rozvojovém sveété, prevazné Asii. Opét prostym odhadem ptibylo v roce
2008 9,4 miliont novych pfipadt, z nichz 1,4 milionu bylo komorbidné postizeno HIV. Ve
stejném roce umielo vinou TBC 1,8 milionti lidi (z toho 0,5 milionu bylo soucasné nakazeno
HIV). Pro lepsi pfedstavu jde o 4500 mrtvych denné. Celosvétova incidence se v sou€asnosti
pohybuje na 139/ 10> obyvatel, ma velmi mirn& klesajici tendenci a v Evropé je stabilizovana.
Celkovy pocet mrtvych a nakazenych vsak neustale vzhledem ke zvySujici se celosvétové
populaci (1,133 % / rok) stoupa.’

WPR, 1,218,373 AFR. 1,310.841
124%) (23%)

AMR, 235,818
[4%)

EMR, 325,787
— (6]
SEAR, 2,104,673 EUR, 423,952

(36%) [T%%)

Obrizek 1 : Absolutni pocty hlaSenych nakaZenych TBC v jednotlivych regionech, 2009

Situace v Evropé

V roce 2007 bylo v evropském regionu hlaseno 477 327 (z toho 365 233 ze zemi byvalého
Sovétského svazu) nakazenych TBC. Celkova incidence tohoto onemocnéni na Starém
kontinentu cinila 54 piipadl/100 000 obyvatel s piihlédnutim k velké variabilité mezi
jednotlivymi staty a nartstajicim gradientem smérem ze zapadu na vychod pozorovatelnym
v posledni dobé. Toto zjiSténi znamenalo nartst o 13 % (54 497 nemocnych) oproti roku
2006, coz jest ptisuzovano zaclenéni Ruska do spolecného ohlasovaciho systému. V zemich
EU se pocet nové infikovanych pohybuje standardné na nizkych hodnotach (17/100 000),
pfi¢emz je vyrazn€ navySovan republikami byvalého vychodniho bloku Rumunskem (118) a
Bulharskem (40). Primérné se vyskyt snizuje o 4 % rocné, prestoze vyrazné prirtstky byly

pozorovany na Malté (+61 %) a Islandu (+37 %) predevSim vinou pfisté¢hovalci z Asie a



Afriky. Prioritou pro zajisténi kontroly nad TBC ziistavaji staty vychodni Evropy a stfedni
Asie, kde je hladSen zachyt primérné 131/100 000. Tabulkdm vévodi Kazachstan (258)
nasledovany Moldavii (178), Ruskem (151) a Gruzii (135). Na rozdil od zapadni Evropy
dochdzi k neustalému primérnému naristu o 6 % per annus. MDR-TB kmeny byly izolovany
ve 4 % mikrobiologicky zkoumanych vzorkli. Opét zde vSak existuje vyrazny narist
vychodnim smérem projevujici se v pobaltskych republikach (7-17 %) a vrcholici v byvalé
ruské federaci od Gruzie (6,4 %) po Uzbekistan (30,9 %). Piekdzkou v zastaveni S§ifeni
onemocnéni predstavuje trvaly nedostatek 1€kového zabezpeceni a nizka Groven informaci o

1 v . .4
zdkefnosti nemoci.

Map 2: Total TB notification rates, Europe, 2007°
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* Data from the UN Administered Province of Kosowo is not included in the figures reported for Serbia

Obrizek 2 : Incidence TBC v Evropé, 2007*

Stav v jihovychodni Asii

Tento region obyva zhruba 1764 miliond lidi, coz pfedstavuje pfiblizné 27 % svétové
populace. Data vypovidaji, Ze v roce 2006 se odtud rekrutovala celd ¢tvrtina vSech TBC
pozitivnich na Zemi. Incidence mluvi o 1,9 milionu novych ptipadi (109/10°). Nejvyssi

nemocnost uvadi KambodZza (500/100 000) naopak na opaéném konci triini Australsky svaz



(6/100 000). Souétem incidenci z Kambodze, Ciny, Filipin a Vietnamu ziskame 93 %
souhrnného poctu nové infikovanych v dané oblasti. Piislib lepSich zitikii znamena ro¢ni
ubytek nakazenych mezi lety 2000-2004 o 4,9 % a o 3,4 % vroce 2005. Vystrazné vsak
vyzniva hlaseny zachyt MDR-TB kmeni v ¢inskych provinciich ¢itajici az 10 % testovanych

vzorkd.

FIGURE 2: The number of estimated incident cases {all forms) among countries with a high burden of TE in the Region, 2006
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Obrizek 3 : Odhady novych p¥ipadi TBC v JV Asii, 2006

Data z Afriky

Zprava WHO vypovida o zachytu na kontinentu v po&tu 169/ 100 000, coZ pii populaci 10°
¢ini zhruba 1 700 000 infikovanych. Panuji vyrazné rozdily mezi zemémi Sahelu (severni ¢ast
Afriky), kde incidence nepievysuje 300/10° a spiSe se pohybuje na mmnohem niZ§ich
hodnotach. Naopak subsaharska oblast zahrnuje staty s nejvétsi promotenosti TBC na svéte.
Poplach panuje zejména ve Svazijsku (730), Namibii (717), Jihoafrické republice (628) a
Lesothu (605). Dalsi 4 zem¢ (Botswana, Zambie, Zimbabwe, Angola) hlasi vyskyt mezi 300-
500/ 10°. Od roku 1990 dochazelo k neustdlému nartistu nakazenych. V soudasnosti se mluvi
o stabilizovaném trendu. Rezistence je zjiStovana pouze ve 29 zemich kontinentu, ¢imz
dochazi k markantnimu zkresleni dat. Majoritni podil MDR i1 XDR-TBC vykazuje JAR.
Hrozivé vyzniva fakt, Ze z 300 000 novych piipadi TBC vroce 2006 bylo pouze 22 %

testovano na koinfekci HIV. Pozitivnich se ukéazalo 52 % nemocnych.6



Reported MDR Tuberculosis Cases, 2007 and XDR Tuberculosis Cases, up to April 2008, WHO African Region
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Obrizek 4 : HlaSené piipady MDR a XDR tuberkulézy v Africe, 2007 - duben 2008°

Status quo v Latinske Americe

Zemé jizné od Spojenych statd americkych (které s prevalenci 4/ 10° patii spolu se zapadni
Evropou k mykobakterii téméf netknutym oblastem) pfispivaji ke globalni nemocnosti TBC
pouhymi 4% (cca 240 000) postizenych. Zaroven ovSem piedstavuji oblast s druhym (po
suverenni Africe) nejvétsim poctem takto postizenych a zaroven koinfikovanych HIV. TBC
neustale znamend hlavni pfi¢inu amrti v regionu. Navic jsou s jeji 1é€bou spojeny nemalé
finanéni naklady. Incidence se pohybuje na relativné nizké hodnoté 14/10° a ma klesajici
trend. Ro¢né je evidovano kolem 224 000 novych piipadl, z nichz cela polovina pochazi ze
dvou zemi - Brazilie a Peru. Nejvyssi pocty novych TBC pozitivnich jsou zaznamenavany na

Haiti (299/10°), v Bolivii (148). Peru, Ekvador a staty Panamské $ije (Honduras, Nikaragua,

Guatemala) uvadi &isla nad 90.”



Tuberkuléza v Ceské republice

Vroce 2008 bylo notifikovano do Registru tuberkulézy CR celkem 879 aktivnich
onemocnéni vSech forem a lokalizaci (s vyraznou pievahou plicnich). V relativnim poctu tak
predstavovala celkova incidence 8,4/ 10° obyvatel. Jde shodou okolnosti o témsf stejné &islo
jako v pfedchézejicim roce. Pretrvava pfevaha muzi nad zenami v poméru 2:1. ZvySuje se
pocet cizincl. Tvofii 21,16 % infikovanych. Pfevazné jde o Mongoly, Ukrajince a Vietnamce.
Podkrusnohorsky, vychodocesky a mezi severni a jizni Moravou s vysSim zachytem
souvisejicim pravdépodobné s horsi socioekonomickou situaci a vy$sim poctem zde legélné i
ilegalné pobyvajicich cizinct. Na TBC u nas v daném roce zemielo 57 osob, z nichZ 53 bylo
léceno antituberkulotiky. Valna vétSina byla starSich 75 let a pouze jeden mladsi 24 roku.
Zaroven v této dobé skonalo 149 TBC pozitivnich ovSem zjiné pfi¢iny nezli vinou
mykobakterii. V inicialni fazi jsou pouzivana 4 zakladni farmaka pfiblizn¢ stejné casto,
pfi¢emz vyuziti streptomycinu jest v porovnani s rifampicinem a isoniazidem omezené. Délka
uvodni etapy 1éCby se v nasich podminkach pohybuje kolem 14 tydnt (92 % piipadt ze 342
sledovanych). Pfimy dohled nad podavanim jednotlivych davek 1é¢iv po celou dobu terapie
(ortodoxni systém DOTS), dnes jiz pfevazné doporucovany pro rozvojové zeme, se U nas
nikdy zcela nevyuzival. Pfednost dostdvala kombinace se samostatnym rezimem, nebot’ bylo
spoléhdno na zdravotnické uvédoméni nemocnych. Rovnéz v soucasnosti se plna kontrola
uplatituje pouze u 15 % lé¢enych. Ostatni se podrobuji rezimu kombinovanému nebo uzivaji
1éky samostatné. U celkového poctu 348 hodnocenych bylo sanace dosaZeno v 80 % ptipadi.
Lécba selhala pouze u jediného piipadu. Systém kontroly (soubor vSech metod prevence,
vyhledavani, diagnostiky a terapie TBC) je u nds stabilizovany a odpovida obecné platnym

standardéim vyspé&lych zemi s nizkou incidenci tohoto infek&niho onemocnéni.®



Vyvoj poétu hlasenych onemocnéni TBC
na 100 000 obyvatel
Trend of notified cases of TB per 100 000 inhabitants
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Obrizek 5 : Vyvoj incidence TBC v Ceské republice®

1.3. Medikamenty v boji s TBC

O S 24

Jak jiz bylo fe¢eno, TBC spolecné s HIV znamena nejvaznéjsi celosvétové zdravotni hrozby.

Vinou stale frekventnéji se vyskytujicich rezistentnich kmeni mykobakterii dochazi

k ¢astému selhavani 1écby. Zejména jde o zemé s nedostatecnou zdravotni péci, at’ uz se jedna

o0 jeji nalezitou délku (kvantitu) nebo adekvatnost pouzitych 1éciv (kvalitu). Od poloviny 90.

let zaziva vyzkum v této oblasti renesanci. Byl zevrubné prozkouméan genom mykobakterii,

objasnény mechanismy uc¢inkli souCasnych antituberkulotik, nastaveny striktni terapeutické

rezimy. Zaroven byly objeveny nové substance limitujici bakterialni rist, ovlivilujici genovou

transkripci a byly ureny nové bunééné struktury jako cil novych potencionalnich

antituberkulotik. Nasledné kratké shrnuti bude stru¢né charakterizovat souc¢asné pouzivana

farmaka zejména po strance fyzikalng chemické a biologického puisobeni.’



1.4. Nvnéjsi antituberkulotika prvni linie

NN
| P '
\NHZ
e}
isoniazid

Isoniazid (hydrazid kyseliny isonikotinové, INH) je nejrozsifenéjSim IéCivem v boji
s mykobakterii. Poprvé byl pfipraven jiz v roce 1912 z ethylesteru kyseliny isonikotinové a
hydrazinu. OvSem prakticky se zacal pouzivat az roku 1952, kdy jeho prvni klinické studie
pfinesla v Sea View Hospital v New Yorku takovy tspéch, ze dokonce samotni pacienti
Stéstim tancovali na oddélenich a po chodbach nemocnice. Prestoze je struktura molekuly
pomérné jednoducha, mechanismus ucinku je popisovan jako nejkomplexnéjsi ze vSech
farmak, nebot kompetuje stémet vSemi metabolickymi pochody v mykobakteriich. Pro
ucinnost isoniazidu (prolé€iva) jsou naprosto zdsadni aerobni podminky, nebot po predeslé
pasivni difuzi 1éCiva do bunky praveé pritomnost kysliku (Iépe feceno funkéni kataldzo-
peroxidovy enzym — KatG) zaptiCini jeho aktivaci na mnoho reaktivnich organickych
metabolitl a oxidativnich radikali. Tyto substance nasledné poskozuji vicero cilli véetné
proteinti (InhA, KasA) nezbytnych pro transkripci kyseliny mykolové, obecné zapticinuji
poskozeni DNA, zejména exonil a intrond zdsadnich pro vznik metabolicky funkénich
enzymu (Fasll, AcpM, KasA, FabD), lipidové peroxidace nebo zasahuji do syntézy NAD.
Rezistence je z valné vétSiny realizovana alteraci katG genu tolik potfebného pro vznik

katalazo-peroxidového systému zdsadniho pro aktivaci isoniazidu.

rifampicin



Objev a rozsifeni ansamycinii (rifampicin, rifabutin, rifapentin) znamenal revoluci v terapii
TBC. Diky nim do$lo zejména k jejimu zefektivnéni a vyraznému zkraceni. Chemicky jde o
bohat¢ substituovana aromaticka jadra pteklenuta alifatickym mistkem izolovana z Nocardia
mediterranei v Lepetit Laboratories v italském Milanu roku 1957. Ansamyciny piisobi
baktericidné na mykobakterie v progresivni i stacionarni rastové fazi. Na rozdil od INH hraje
jejich pouziti naprosto zdsadni ulohu v pritbéhu celého chemoterapeutického cyklu, kdy
eliminuji bakterie jeSt¢ n€kolik mésicti po jeho zahajeni. Tato polysyntetickd antibiotika
sdileji shodny mechanismus t¢inku. Vazi se na B podjednotku (1400. aminokyselinu) DNA
dependentni RNA polymerasy a tim inhibuji jeji Cinnost. Tento enzym katalyzuje piepis
sekvenci DNA do komplementarni RNA a umoziiuje tak jeji prodluzovani a rust. Pfiblizn€ 95
% kmeni rezistentnich k rifamyciniim nese mutaci genu (rpoB) pro zminénou podjednotku

RNA polymerasy.

OH

0
HO .
D-Arabinose
OH

OH

OH

Ethambutol (EMB) byl do praxe uveden roku 1961. Strukturné jde o ethylendiiminovym
mustkem spojeny butanolovy dimer ndpadné podobny D-arabinose. Pfesny mechanismus
ptsobeni ani molekularni podklad pro vznik rezistence nejsou plné znamy. Mezi pleiotropni
efekty EMB patii zabranéni konverze glukosy do konstrukénich polysacharidi bunééné stény
typu galaktomannanu a arabinogalaktanu. Mimoto se toto chemoterapeutikum uplatituje jako
inhibitor RNA replikace, syntézy fosfolipidi, inzerce kyseliny mykolové do kryci organely
(bunécna sténa) €1 biotvorby spermidinu (alifaticky polyamin fungujici jako inhibitor starnuti

bunck a zhaSe¢ volnych radikal). Rezistence se vyviji na podkladu mutace embA (B,C)
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genovych clustert. Tyto useky DNA jsou zodpovédné za expresi arabinotransferas, které

zprostiedkovavaji polymeraci jednotlivych molekul arabinosy do objemnéjsich arabinand.

O

O
N N |
- ‘ NH, H-0O = OH
- —— ]
N N
pyrazinamid kys. pyrazin-2-karboxylova

Pyrazinamid (PZA) ma pozoruhodnou sterilizujici aktivitu a v synergickém rezimu
s rifampicinem je béhem inicidlni faze odpovédny za usmrceni vétSiny mikrobt, ¢imz
prispiva ke zkraceni doby celkové 1écby. Poprvé byl piipraven Dalmerem a Walterem roku
1936, ovem podrobné&ji jeho ucinky popsal a jako antituberkulotikum uvedl Kushner® o 16
let pozdé€ji. Mycobacterium bovis vykazuje pfirozenou rezistenci. Aktivita PZA je siln¢
ovlivnéna pH. Zatimco nejnizsi MIC (50 pg/ml, mnozstvi antimikrobni latky v ptislusném
mediu, jez zabrani viditelnému riistu bakterii za 24 hodin) byla namétena pii 5.5, zvySeni
hodnoty vodikového exponentu o 0.6 snizi antituberkuloticky efekt ctyfikrat. Navzdory
dilezitému postaveni PZA v 1é&€bé TBC neni mechanismus jeho pusobeni dostatecné
prozkouman. V zdsadé¢ musi byt jako prolécivo aktivovan bakteridlni amidasou do podoby
kyseliny pyrazinové. Tato pronikd v nedisociované podobé v kyselém pH (popsano vyse) do
bakteridlnich bunék, kde se kumuluje, a jako neodstranitelny metabolit mé na svédomi jejich
jsou rozptyleny rozmanité v celé jeho struktufe v podobé deleci a inzerci jednotlivych
nukleotidli pfipadné¢ zméné promotorové sekvence-mistu vazby RNApolymerasy a zahdjeni
transkripce. Nej€astéji jsou alterovany tfi nukleotidové oblasti pncA (3-17, 61-85, 132-142).
Pestrost mutaci daného genu je typickd pro vznik rezistence u PZA. Obmény jinych
nukleotidovych sekvenci, které maji za nasledek vznik rezistence na jind antituberkulotika,
obycejné nevykazuji takovou miru riznorodosti. Vysvétleni spoc¢iva ve faktu, ze amidasa neni
pro mykobakterie esencidlnim enzymem a toleruji tak mnozstvi obmén v jejim strukturnim

10
genu.
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streptomycin

Streptomycin jako zastupce aminoglykosidl byl prvnim antibiotikem, u n¢hoz se prokéazala
antituberkulotick4 aktivita, a byl pouzivan v prvni linii po mnoho let. Nicméné rapidni narist
rezistence pii aplikaci v monoterapii, nutnost parenteralniho podéani, vyskyt zévaznych
nezadoucich uc€inkl a zejména koexistence u¢inngjSich latek vyustila v tapadek streptomycinu
po roce 1960. Dnes je pravidelné¢ nahrazovan EMB ve ¢tyfkombinaci s 1é€ivy prvni volby
v prubehu inicialni faze. Plisobenim na 30S jednotce ribozomu (respektive proteinech S12 a
S16) blokuje syntézu bakteridlnich proteinli, brani zahdjeni translace a narusuje korigovani
vzniklé defektni mRNA. Resistence k streptomycinu je primarn¢ vazana ke genu rpsL
kédujicimu ribozomalni protein S12. Defekt zminéné bilkoviny znemoZni vazbu antibiotika

k dané organele a fakticky tak eliminuje jeho efekt.

HN F i
)\/N N
HaC ‘ ‘

NH, o]

m

COOH

sparfloxacin
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Fluorované chinolony (ofloxacin, levofloxacin, sparfloxacin, gatifloxacin, moxifloxacin) se
v soucasnosti primarné pouzivaji jen v pfipadech prokazané resistence (XDR-TB) nebo
nesndsenlivosti 1é¢iv prvni linie. Jejich potencialni pouZiti jako antituberkulotik volby je
limitovano stoupajici necitlivosti kmend mykobakterii k jejich a€inktim. Cilem chinolond jest
blok DNA gyrasy (topoizomerasy). Tato je slozena ze dvou podjednotek kodovanych geny
gyrA, respektive gyrB. Mutace téchto nukleotidovych sekvenci hraje vyznamnou ulohu pfi

10

formovani rezistence.© Bohaté¢ vétvené molekuly chinolont pfimo vybizi k mnoha

strukturnim obménam.

PD 161148

V preklinickych zkouskach v soudasnosti uvizly dva analogy PD 161148 a CS-940."2 Prvni
jmenovany ma diky methoxy skupiné v poloze 8 zvySenou baktericidnost a pouze jeden
pritomny atom fluoru jej predurcuje k nizSimu riziku fototoxicity. Druhy v potadi byl testovan
proti vice nez 100 izolatim mykobakterii a prokazaly se u néj MIC nejméné dvakrat nizsi
nezli u predchidcii, jmenovité ofloxacinu, ciprofloxacinu, balofloxacinu a norfloxacinu. Ve
fazi III klinického zkouSeni se nachéazeji gemifloxacin a sitafloxacin. Mezi jejich indikace 1ze
jmenovat infekty kGze a mékkych tkani, sinusitidy, pneumonie a chronickou bronchitis.

Primarné vSak nemaji byt ureny k potlaceni mykobakteridlnich postizeni.

. qu

CHF,

T-3811ME
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Vysoce ucinny derivat T-3811ME se vyznacuje unikatni absenci atomu fluoru v pozici 6,
ktery byl pfitomen ve vSech chinolonech 3. a 4. generace. Vyvojovy tym Bristol Meyers

Squib viak piedem avizoval nezdjem jej registrovat jako antituberkulotikum.'?

Dle WHO jsou zminéné derivaty kyseliny nalidixové spole¢né s aminoglykosidy amikacinem
a kanamycinem, polypeptidy kapreomycinem, viomycinem a enviomycinem, thioamidy
ethionamidem a prothionamidem a d-cykloserinem klasifikovany jako antituberkulotika druhé
volby. Nanestésti jsou tato 1éCiva neodmyslitelné spjata s vyS$im toxickym a niz§im lécebnym
potencialem nezli farmaka prvni linie. Casto své uplatnéni nachézeji v terapii MDR-TB a
jejich nasazeni usti v celkové prodlouzeni doby 1écby az o tietinu. Amikacin je vzhledem ke
své vysoké polarité a nemoznosti se perordlné vstiebat pouzivan jen ve formé parenteralnich
i.m. pfipadné i.v. injekci. Kanamycin je dnes vinou své vysoké systémové toxicity pouzivan
v podob¢ lokalnich o¢nich kapek nebo masti. Mechanismus jejich ptisobeni se nelisi od
streptomycinu. Ethionamid je molekulou strukturné i efektem podobnou isoniazidu. Rovnéz
se predpoklada, Zze funguje jako prolécivo aktivované bakterialni monooxidasou . NaruSuje
biosyntézu bunécné stény zasahem do funkce relevantnich enzymi (InhA obdobné jako u
INH) kyseliny mykolové. d-Cykleserin je cyklickym analogem D-alaninu, ktery funguje jako
ustfedni molekula pifi vytvareni pficnych vazeb strukturnich peptidoglykanti. Kompetuje
s esencialni aminokyselinou o enzymy D-alanyl-D-alaninsyntetasu a D-alanin racemasu

umozitujicich inkorporaci alaninu do stavebnich podjednotek bakterialni stény.''

Moderni pfistup vyvoje novych farmak spociva vtzv. computer-assisted drug design
(CADD). V kratkosti jde o identifikaci mozného cile (vétSinou bakteridlniho enzymu
esencialniho pro prokaryoticky metabolismus ovSem méné podstatného nebo dokonce
nepfitomného v eukaryotech), urceni jeho trojrozmérné stavby a tyto informace vyuzit
k navrzeni 1éCiva. K identifikaci cilovych struktur slouzi metody proteomiky, predevSim
miniaturizovand technika microarray zalozena na principu hybridizace nukleovych kyselin
nebo difrakce Rentgenova zafeni. Mezi soucasné objekty zdjmu patii arylamin N-
acetyltransferasy (spojuji acetylové zbytky s hydrazinovym nebo hydroxylaminovym
uskupenim do aromatickych sloucenin), na zeleze zavisly regulator (IdeR, ovliviiujici
absorpci zeleza), antigen 85 komplex (zajiStuje genezi trehalosy - cukru relevantniho pro
zajisténi celistvosti bunétné stény), zkraceny hemoglobin N (trHbN, eliminuje dusikaté
radikaly tvofené hostitelskymi makrofagy), izocitrat lyasa (ICL, konvertuje glyoxylat na

jantaran), reduktasa acylového pienasece (InhA, odpovid4d za elongacni proces mastnych
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kyselin), dihydrofolat reduktasa (DHFR, tetrahydrofolat tradi¢né stimuluje tvorbu purinovych
nukleotidii, methioninu, serinu a glycinu) a mnoho jinych. S lep§im pochopenim biochemie

mikroorganismi, s rozvojem funk¢ni genomiky a molekuldrni biologie vypada budoucnost

. ’ v v v 14
TBC chemoterapie vice nez nadéjné.

Protein

Na Zelezu zéavisly regulator

Pfistupovy koéd v PDB
1blb leny lenz 1x7

Enoyl-Acp reduktasa (InhA)

1bvr 1zid

Dehydrochinasa hydratasa Typ II

1d01

Dihydrofolat reduktasa

1df7 1dg5 1dg7 1dg8

Antigeny 85C, 85B

1dqy 1dgz 1fOn 1{0p

Cytochrom P450 14a-sterol demethylasa (Cyp51) le9x leal
6-hydroxymethyl-7,8-dihydropteroatsyntasa (Dhps) leye
Isocitrat lyasa (ICL) 1161 181 1{f8m
RecA-ADP-AIF, 1g18 1g19
Fosforylasa purinovych nukleotidii 1g20 1180
Syntasa III B-ketoacyl-acyl bilkovinnych pfenasecu 1hzp
Zkraceny hemoglobin-N lidr
Na zelezu zéavislé superoxid dismutasa lids
Fosfaty vazajici protein lixg lixh lixi Ipbp
Mechanicky citlivy iontovy kanal Imsl
Chinolinat Fosforibosyl transferasa 1gpn 1gpo Iqpq 1pqr
3-dehydrochinét dehydratasa 2dhq

Arylamin N-acetyl transferasa (NAT) S.
typhimurium a M. smegmatis

Tabulka 1: Cilové struktury moznych novych antituberkulotik zavedené v PROTEIN DATA BANK"

1.5. Knihovna vyvojovvch 1éCiv

WHO zveiejnila poatkem 21. stoleti dokument'® hodnotici potencialni antituberkulotika ve
fazi vyvoje, preklinickych a klinickych zkousek.

Molekuly ve fazi vyzkumu byly vybrany na zikladu fyzikalng-chemickych vlastnosti. Slo
zejména o pozadavky na absorpci, distribuci, metabolismus a exkreci. Dale byli vyfazeni
kandidati s metabolicky nestabilnim profilem, slouceniny s pfili§ vysokou molekulovou
hmotnosti, ptili§ lipofilni a polarni. Zajem opadl také o farmaka nesouci znamé toxofory nebo
obsahujici pfili§ reaktivni funkéni skupiny. Naopak mélo jit o molekuly snovym
mechanismem uc¢inku umoziujicim patentovou ochranu a branicim vzniku zktizené rezistence
s jiz zab&hlymi antituberkulotiky. Novi kandidati byli testovéni in vifro na kmenech M.
tuberculosis (bakteriostaticky vs. baktericidni efekt), zarovenl byla hodnocena aktivita i proti
savéim bunkam. V neposledni fadé se kladl diraz na jednoduchost syntézy, preferenci

achiralnich latek, dostupnost matec¢nich sloucenin a minimum toxickych meziprodukta.
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HO
Thiolactomycin

Thiolactomycin a analoga izlované z Nocardia spp. blokuji FAS-II. Tento enzym jest
odpovédny za tvorbu esencidlnich mastnych kyselin bakterii, rostlin a prvoki, ovS§em nikoliv
eukaryot. Vyhodou se zda byt skvéla absorpce po p.o. podani a vysoka aktivita proti INH

resistentnim kmentiim. Parentni molekula je ovSem chiralniho charakteru.

Analoga ethambutolu jiz nevykazuji tak vysokou chelata¢ni aktivitu, a tudiz nezpisobuji
mechanismem deplece médi a zinku posSkozeni o¢niho nervu jako jejich ptfedlohova molekula.
Ethambutol ptedstavuje velmi ptiznivou strukturu pro vyvoj analogii metodami kombinatorni
chemie. Byla vytvoiena knihovna &itajici na 10° latek, z nichZ bylo biologickym screeningem
uréeno cca 150 hodnych daldiho zkoumani.'? Pro farmakologicky ué¢inek se jako nezbytné
jevi vzdalenost mezi atomy dusiku a pfitomnost dvou hydroxyli spole¢né s kratkymi
postrannimi fetézci. Aktivita (S,5)-izomeru je pfiblizn€ pétsetkrat vysSi nezli (R R)-
konformace. Asymetrické molekuly, u nichZ byl jeden postranni ethylovy fetézec nahrazen
dimethylem, cyklopentylem nebo hydroxymethylem vyustilo ve vznik sloucenin s MIC
obdobnou samotnému EMB nebo symetrickym analogiim. Naopak objemnéjsi allyl pfipadné
fenyl vedly k deprivaci antimykobakteridlniho U¢inku. ZvySeni aktivity mize zpisobit i
nahrada protonu na chirdlnim uhliku methylem, toto vSak neplati pausalné¢ pro vSechna
analoga, u nichz bylo hlavnim zamérem posilit lipofilitu, tkdfiovou penetraci spole¢né

s prodlouZenim biologického polo¢asu.'®

CFs FsC
OH

R
N/
/ k/\
CH3

n-butyl, halofantrin
H, N-desbutylhalofantrin

ZT

cl Cl R =
R:

meflochin
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Samotné antimalarikum meflochin a jeho analoga vykazuji obstojnou aktivitu in vitro proti
M. avium. Ptekvapivé ucinné se jevi zejména vzdaleny piibuzny N-desbutylhalofantrin se

zjevnou vyhodou prokazatelné niz$i toxicity nezli jeho piedlohova molekula.

NH /5
PPN H
J N

SRI- 21]094*’

Deazapteridiny vykazuji skvélé vysledky oproti trimetoprimu nebo derivatim metotrexatu
pfi inhibici dihydrofolatreduktasy M. avium. Zejména molekula SRI-20094 ma byt pfinosem

v terapii pacientti koinfikovanych HIV.

9-benzyl-2-chlor-6-(furan-2-yl)-5,9-dihydro-4H-purin

Latky odvozené od 9-benzylpurinu ptipravené na univerzité v Oslo se prokazuji obstojnou in
vitro U€innosti s nizkou cytotoxicitou. Vzhledem k minimalni strukturni podobnosti se

stavajicimi farmaky se u nich navic nepfedpoklada vyskyt zkiiZzené rezistence.

= 0. -0

X
cl . \Q/NTHQZE
L

6-chlor-3-(4-chlorfenyl)-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-benz[e][ 1,3 Joxazin-2-on
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6-chlor-3-(p-tolyl)-2H-benz[¢e][1,3]oxazin-2,4(3H)-dithion

Cl

Hodnoceni pfedlohovych struktur na bazi benzoxazinii poukédzalo na nizké MIC vs. M.
tuberculosis, M. avium a M. kansaii v porovnani s INH. Nicméné piitomnost thioamidového
uskupeni, jez je spolecné pro néktera existujici farmaka (ethionamid), vznasi pochybnosti nad

moznym vyvojem zkiiZzené rezistence.

L P L P
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Pseudopteroxazole Seco-pseudopteroxazole

Diterpenoidni alkaloidy vykazuji rovnéz uspokojivé pusobeni proti mykobakteridlnim
kmeniim srovnatelné se stavajicimi lékovymi standardy. Tyto entity izolované z koralu
Pseudopterogorgia elisabethae obyvajici zapadni pobiezi Indického ocednu, se vyznacuji

neobvyklou benzoxazolovou skupinou. Umélé chovani koralti nabizi do budoucna levnéjsi a

vvvvv
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ethyl (4-dialkylamino-2-(4-chlorfenyl)-1H-imidazo[4,5-c]pyridin-6-yl)karbamat
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Imidazo(4,5-c)pyridiny byly plavodné navrzeny jako antineoplastika s antimitotickym
pusobenim. Nicméné pro potieby antibakterialni prob&hlo vyselektovani méné cytotoxickych

struktur s nizkymi MIC proti M. tuberculosis.

Dalsi pozornost se upind na analoga (PA 505) tryptanthrinu jako indolchinazolinonového
alkaloidu s pozoruhodnymi vysledky proti MDR-TB kmenim. Slabé dikazy o in vivo
ucinnosti a nedostatek studiii toxicity tyto molekuly prozatim odsuzuje na uroven teorie.
Slouc¢eniny na bézi tetramethylpiperidinofenazinu strukturné piibuzné antileprotiku
klofaziminu se vyznaCuji vyraznou extra i intracelularni aktivitou s pfedpokladanou
spoluucasti na cetnych metabolicky relevantnich redoxnich reakcich. Bohuzel neni zatim
k dispozici dostatek in vivo dat a vzhledem k blizké chemické podobnosti s vySe zminénym
klofaziminem se ocekdva nezddouci ohrani¢ené zbarveni kiize. Tudiz stejn¢ jako u
nasledujicich latek neznamenaji dostatecné lakadlo pro farmaceuticky primysl. Prozatim
nevyuzit zlstava potencial derivati INH. Ziejm¢ do doby nezli bude objeven analog
s vyrazné benefitnimi vlastnostmi prevySujici stavajici vzor. Jist¢ zajimavé vypadajici
odvozeniny fulleropyrollidinu vykazuji dokonce znacny efekt proti HIV protease. OvSem
limitujicimi faktory v pouziti jsou zejména velkd molekulovd hmotnost vylucujici per os

podani a ptitomnost kvartérniho dusikového atomu znacici moznou toxicitu.

Lidské T-lymfocyty a NK bunky vytvari peptid granulysin redukujici zivotaschopnost mnoha
bakterii, plisni a prvokli. Mezi hlavni bariery v pouziti patfi nizkd biodostupnost pii p.o.
podani a vysoka cena peptidii. Zminéné obtize brani v uplatnéni i heterogenni smési proteint
izolovanych z Staphylococcus clavelios tzv. stazymu. Identifikace mykobaktericidniho centra
v molekule by napomohlo oziejmit mozny novy mechanismus u¢inku a usnadnilo zavedeni

peptidt do praxe. 3-Brom a 3-nitropyruvat patii mezi prototypy inhibitort isocitrat lyasy —
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enzymu majicitho nezastupitelnou ulohu v metabolismu mastnych kyselin M. tuberculosis.
Jelikoz v8ak jesté nebyla plné objasnéna kvartérni struktura této bilkoviny, budeme si muset

na dalsi zastupce s cilen¢jSim ptisobenim pockat.

Ve fazi I/II preklinickych zkouSeni (kontra retrovirim) se nachdzi v piirodé se vyskytujici
pyranokumariny — kalanolidy. Pozornosti vdéci zejména dualnimu piisobeni proti HIV
reverzni transkriptase a mykobakteridlnimu efektu srovnatelnému s INH. Vyvinuta byla
nékolikastupniova syntéza kalanolidu A, aby dosSlo k minimalizaci zavislosti ziskavani této
substance z nedostatkovych ptirodnich zdrojii. Nicméné neméné ucinny izomer kalanolid B je
v soucasnosti dostupny z obnovitelnych prament, zejména oleje semen stalezeleného stromu
z jihovychodni Asie Calophyllum lanigerum (Calophyllaceae), ¢imz se stava 1 ekonomicky

velmi zajimavym lé¢ivem.

kalanolid A kalanolid B

Studie latek PA 824 a OPC 67683 ze skupiny S-nitroimidazolii poukézala na plsobivou
ucinnost pii podani krysdm a morcatiim infikovanych mykobakteridlnimi kmeny ve srovnani
s INH. Prvni molekula se vyznacuje po p.o. podani minimalni biodostupnosti (2%), coz by
bylo fesitelné upravou Iékové formy do lipidocyklodextrinové matrice, ktera by vSak
znamenala dal$i navySeni nakladi.'? PA 824 (nitroimidazooxazin) vyzaduje aktivaci na
deazaflavinovém koenzymu F420 zavislou glukoso-6-fosfat dehydrogenasou. Rezistence se
naopak vyviji cestou ztraty ucinnosti zminéné oxidoreduktasy a karenci elektrond
esencialnich pro nitroredukci. Vzniklé reaktivni slozky vytazuji z funkce enzymy odpovédné
za oxidaci kyseliny hydroxymykolové na ketomykolat. OPC 67683 (nitroimidazooxazol) se
v mnoha farmakokinetickych parametrech shoduje s pfibuznou molekulou — také vyzaduje
intracelularni potenciaci cestou desnitro derivatu a rovnéz se slibné synergicky projevuje se

soucasnymi antiTBC farmaky prvni linie. Navzdory vice nez slibnym vysledkim zkousek,
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pritomnost nitro skupiny zvySuje obavy z mozné genotoxicity a pravé mutagenita zlistava
hlavnim otaznikem pfi podani téchto entit lidem. Podezieni vyplyva z prokdzané alterace
genetické informace potvrzené v 70. letech 20. stoleti Amesovym testem u vidc¢i substance
této chemické skupiny CGI 17341. Nicméné¢ novodobé vysledky studii PA 824 podavani
dobrovolnikiim vykazuji velmi dobrou toleranci terapeutickych davek a neodhalily vazné
vedlejsi u€inky vcetné negativniho vzpominaného Amesova testu, in vivo mikronukleus testu
na sav¢ich erytrocytech, chromozomovych aberaci i tzv. mouse lymphoma assay jako vidc¢ich

zkousek na poli mutagenity."

Hydrofilani skopins zlapiuje biocdastupnost
CFy mabo OCFy vykazujl takd sktivitu

Fanyl najlépa plipojen

Lipofilel Feanoxy uskupasi /’ phimo pfes batarostos
Zlapiuja téinnost f
¥ 4 Mathyl nad drownl wvazby
¥ / \ '_,—"_\ # . B kemfigorsce vice aktivni
: ) .\\ J;'} ’ e

. -. F i AL

CF,0 mstaganitu N\

I

OCFy upfadsosthiavan,
poutitaled rovndd CFy F maba Cl

OPC BTEE3

Gl 17341

Poloxamera 315 (CRL-1072) jest methyloxiranovym surfaktantem naruSujici membranu a
organely mikrobti. Jeji Gc¢innost se tedy manifestuje vné 1 uvnité bunky. Nicméné otazkou
zustava, zda-li nespecifi¢nost G€inku muize ohrozit 1 buniky lidské a jiz nyni se projevuje
vyrazna akumulace v tkanich (zejména slezing, ledvinach a jatrech) po i.v. podani, coz by
mohlo vyvolat zdravotni komplikace zvlast¢ pii podavani jako soucast dlouhodobych
léCebnych rezimt. Slibné se vyviji 1 pomérné novd skupina antimikrobné piisobicich

chemikalii — oxazolidinont tlumicich vazbou na 50S podjednotku ribozomt transkripéni
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proces. Prvni zéastupce linezolid (U-100766, Zyvoxid®™) byl na na§ trh uveden roku 2002 a
dalsi zastupci se nachéazeji v riiznych fazich vyvoje. Nad&jné se jevi zejména PNU-100480 a

AZD 2563 majici potencial eliminovat vysoce rezistentni patogeny.'

O

F
/N _/:f_\\\ J\
x\____.fN \_/Lh! l-:l

— i

I N

o N—
Linezolid: X =0 I
PNU 100480°X = S O

Klinicky se vyrazné projevuje adamantanovy derivat diaminu (SQ-109). Pivodné byl
povazovan jen za vylepSenou napodobeninu ETH, ovSem zjevné rozdily ve stavbé molekuly a
cilovych organelach antimikrobniho ptsobeni jej povySuji na zbrusu novy védecky pocin.
Prozatim bylo prokézano piisobivé synergické ptisobeni SQ109 s RIF'?. Tato potenciace
ucinku se zjevné odviji od indukce bakterialntho CYP450 rifampicinem, coz néasledné usti ve
vznik cidnich oxidativnich metabolitd SQ109. Prokazana byla vyte¢na in vitro aktivita proti
kmenim necitlivym k EMB, INH a RIF. Nova entita se sice vyznaCuje omezenou
biodostupnosti, ovSem vykazuje vysoky distribu¢ni objem v plicich, za coz pravdépodobné
vdéci pritomnosti adamantylového uskupeni. Navic diky dlouhému biologickému polocasu se

predpoklada podavani jednou tydng."’

Iaaprenylovd jaednatky EQ]EE

V testovaci fazi I na zdravych dobrovolnicich v Indii se nachazi i pyrrolovy derivat (LL-

3858). Tento vykazoval vyssi baktericidni aktivitu nezli INH pii podani mySim modeltim.
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Navic jehol2-ti tydenni podavani spolecné s INH a RIF vedlo k celkové sterilizaci plicni

tkan& exponovanych hlodavei.'

LL-E858

Diarylchinolin TMC207 blokuje C podjednotku ATPsyntasy a zaroven se Casto uvadi také
inhibice protonové pumpy FoF{H ATPasy. Silna specifita G¢inku se vysvétluje striktné danou
sekvenci aminokyselin daného enzymu i mezi jednotlivymi kmeny mykobakterii. Je mozné,
ze stejn¢ jako jina antituberkulotika (INH, ETH, PZA) musi byt i TMC207 aktivovan
bakterilnimi enzymy a funguje tedy jako prolé¢ivo'>. Pfi pouziti na krysich modelech
vykazoval stejnou aktivitu jako trojice standardniho rezimu (PZA, INH, RIF), ve spole¢né
kombinaci ustilo dvoumésicni podavani v negativni kultivace po dvou mésicich. Stejnou dobu
trvala tandemu TMC207 a PZA plicni sterilizace a soucasna aplikace diarylchinolinu s AMI,
MXF, ETH a PZA jako souc¢dst MDR-TB terapeutického rezimu zaznamenala obdobné¢ silné
eradikaéni potencial v oblasti sleziny a plic. TMC207 piisobil cidngji nezli RIF samotny.'’
Jelikoz je metabolizovan CYP 3A4, jevi se jako nevhodné jeho podani soucasné prave s RIF,

jez jest povazovan za proslulého induktora tohoto systému."

T™MC207

V budoucnu mozna jest¢ uslySime o inhibitoru ATPsyntasy B-sulfonylkarboxamidu
FAS20013 simpozantnim eliminanim profilem a obstojnymi farmakokinetickymi

parametry, jez brzy vstoupi do faze klinického zkouSeni. Jako nadéjny ptirustek do
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produktovodu se jevi dipiperidin SQ-609, ktery prozatim nezndmym mechanismem zasahuje
do procesu syntézy bunécné stény. V preklinickém zkouseni se objevuje také nukleosidovy
analog pluramycinového antibiotika kapuramycinu SQ-641 fungujici jako inhibitor
translokasy I (TL1) - enzymu esencidlniho pro tvorbu peptidoglykan - s impresivnim

postantibiotickym efektem.'’

Obrazek 6 : Pribéh klinickych studii s potencialnimi antituberkulotiky'®

V nedavné dobé bylo pfipraveno a je zkoumdno mnoho molekul s anti-TBC plsobenim
s inovativnim mechanismem u¢inku, bez naznaku zkiizené rezistence s existujicimi farmaky
prvni linie, vykazujici vytecnou aktivitu proti mykobakteridlnim kmeniim a vyznacujici se
potencialem zkratit celkové trvani terapie nutné k sanaci tuberkuloznich 1ézi s moznosti méné
frekventniho davkovani. Nejslibnéji se vyviji uvedeni na trh v ptfipadech OPC-67683 a
TMC207. Oba vykazuji vyte€nou efektivitu proti necitlivym kmenlim a projevuji se i
mimotradnou sterilizacni schopnosti. Mimoto OPC-67683 ma potencial snizit mortalitu u
koinfikovanych HIV, zatimco TMC207 se vyznacuje vysokou eliminac¢ni schopnosti vici

XDR-TB, ¢emuz vd&&i vyraznému synergickému pisobeni s PZA."”
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Potencialni antitubserkulotika prochdzejici klinicksym wizkumen
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Obrazek 7 : Aktualni antituberkuloticky produktovod"

Zminéné inovativni molekuly déavaji nad&ji, ze v pfiStim desetileti bude dosazeno

. r v wwroo e ’ v ;o7 v 1
terapeutického rezimu s vy3si cidnosti a krat§im trvanim, nezli tomu bylo doposud.'’
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2.  Cil rigorozni prace

Vyzkum na oddéleni farmaceutické chemie se soustfed’uje zejména na derivaty pyrazinu a
pyridinu s t¢inkem pievazné antituberkulotickym. Tato problematika se fesi od roku 1996
vramci programu TAACF (Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and Coordinating
Facility). Zminény projekt zahajeny o dva roky diive vyzkumnou laboratoti National Institute
of Allergy and Infectious Diseases sdruzuje cist¢ komeréné ¢innd, akademickd i statni
pracovisté po celém svéte, jejichz spolenym zamérem jest syntéza novych sloucenin a
nasledné¢ hodnoceni aktivity in vitro a in vivo. Alespon podle oficialnich vyjadieni vyustil
dany screening v nalezeni nékolika slibnych molekul, které dospély do vySSich fazi

klinického testovani.

Jako mate¢ni entita pro piipravu navrzenych molekul byl pouzit v poloze 3 chlorem
substituovany pyrazin-2,5-dikarbonitril, u néhoz byla pfedem potvrzena biologicka aktivita.
Ma prace je obecnym pfispévkem k védeckému tématu korespondujicimu s odbornym
zamétenim katedry. Nenavazuje vSak na zadnou mou obdobnou ¢innost, nebot’ diplomovou

praci jsem uskutectioval v naprosto jiném oboru.

Mél jsem se vénovat zejména nasledujicimu:

1. nastudovat soucasné postaveni tuberkuldézy ve svété¢ na poli infekénich onemocnéni,
vyhodnotit jeji regionalni epidemiologické charakteristiky a pozastavit se nad ukazateli
rezistence

2. kratce shrnout data o aktudlné pouzivanych antituberkuloticich, zminit nejmoderng;si
trendy v syntéze a zaméfit se na molekuly praveé podstupujici preklinické a klinické testovani
znamenajici piislib a pfinos pii eradikaci mykobakterii

3. teoreticky popsat a zejména prakticky experimentdlné pftipravit cilové struktury
s predpokladanym terapeutickym potencidlem

4. identifikovat vytvofené slouceniny pfislusnymi analytickymi parametry potvrzujici

jejich predpokladanou stavbu

5. vyhodnotit jednotlivé vysledky biologického (antimykobakteridlniho, antifungalniho)
testovani
6. nalézt vztah mezi strukturou a uc¢inkem pfipravenych latek s ohledem na charakter

pouzitého substituentu
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3. Teoreticka ¢ast

3.1. Chemie pyrazinu

1,4-diazin ptedstavuje vysoce symetrickou molekulu. Jedna se o slabé aromatickou strukturu,
jejiz vlastnosti se blizi charakteristikam tercidrnich alifatickych amini, a chova se jako slaba
dvojsytné baze (pK;=0,57, pK,=-5,51). Pyrazinové jadro jest planarni atvar, ktery miize byt
znazornén jako rezonan¢ni hybrid nékolika zdkladnich struktur. Pyrazin, obdobné jako ostatni
diaziny, nepodléha snadno -elektrofilnim substitucim (nitracim, sulfonacim, Friedel-
Craftsovym alkylacim, acylacim). Pfimy elektrofilni atak ztézuje piitomnost parcialniho
kladného néboje na atomech uhliku heterocyklu zapti¢inény indukénim efektem dusikovych
atomu pyrazinu. Vyhodnéj$imi se z tohoto dlivodu stavaji substituce nukleofilni a radikalové
reakce.”’ Nazorny ptiklad nukleofilni substituce piedstavuje mnou provadéna reakce nahrady
halogenu (konkrétné¢ chloru) aminoskupinou (viz kapitola 5.2). Naopak jako piiklad
radikdlové substituce na pyrazinovém jadru lze oznacit provadénou amidaci 3-chlorpyrazin-2-
karbonitrilu?* (viz Schéma 4) vedouci k 6-chlor-5-kyanpyrazin-2-karboxamidu jako
meziproduktu pfi ptipraveé 3-chlorpyrazin-2,5-dikarbonitrilu.

Pro zavedeni aromatického substituentu na pyrazin se vyuziva metoda homolytické aroylace.
Zdrojem aroylradikdlti jsou aromatické aldehydy, které pieddvaji vodikovy atom ferc.
butyloxyradikaltim, primarné vznikajicim reakci terc.butylhydroperoxidu s Zeleznatymi ionty.
Aktivované mezomern¢ stabilizované nukleofilni aroylradikaly mohou aroylovat dusikaté
heteroaromatické cykly. Reakce se provadi ve ziedéné kyseliné sirové, ¢imz jest dusikaty

heterocyklus v roztoku p¥itomen v protonizované podobg.*
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Schéma 1 : Zavedeni substituentu na pyrazinové jadro metodou radikalové aroylace®

3.2. Priprava pyrazinu

Velmi Casto vznikaji pyraziny teprve pii tepelné Upravé pokrmi jako je vafeni, peCeni Ci
smazeni nebo pifi riznych druzich fermentace. Mechanismus tvorby pyrazinového jadra v
pfirodnich zdrojich spoc¢iva v autokondenzaci o-aminokarbonylovych sloucenin ¢i v

kondenzaci a,B-dikarbonylovych a o,B-diaminovych slougenin.”

1 2
2 R N R R
R NH, O R Hi ‘IH oxidace \/]I \I
+ —_—
e T 2o ke A

Schéma 2 : Kondenzaéni vznik derivati pyrazinu®®

Mnohé vznikaji také Maillardovou reakci. Takto je obecné nazyvan soubor chemickych
pochodl redukujicich sacharida (fruktosa, glukosa, maltosa, xylosa) a aminosloucenin
(aminokyseliny a bilkoviny), v jejichz priabéhu vznikd tfada reaktivnich karbonylovych
sloucenin, které reaguji vzijemné a také spfitomnymi aminoslouceninami (tzv.
neenzymatické hnédnuti potravin). Tato syntéza je obecné monitorovana v potravinaistvi,
z toho diivodu, ze nékteré produkty MR jsou toxické (tj. naptiklad hydroxymethylfurfural,

. . . 26
akrylamid, nitrosamin)™.
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3.3. Priprava 3-chlorpyrazinu-2.5-dikarbonitrilu

Jako startovni struktura byl pouzZit amid kyseliny pyrazin-2-karboxylové. Syntéza zacina
oxidaci peroxidem vodiku za prispéni kyseliny octové (6 h, 90 °C), coz predstavuje esencidlni
krok k aktivaci pyrazinového kruhu pro nasledné homolytické substituce, a pfinasi tfi
meziprodukty (pyrazin-N-oxid izomery). Jelikoz jest technicky obtizné od sebe jednotlivé
oxidy oddélit, nasleduje jejich spole¢na okamzita chlorace a dehydratace chloridem fosforylu
(1 h, 90 °C), ¢imz ziskdme smés 3-chlor, 5-chlor a 6-chlorpyrazin-2-karbonitrilu, kterou jiz
lze rozdélit flash chromatografii. Cisty izomer (3-chlor) posléze podrobime reakci
s formamidem a peroxodisiranem diamonnym (2 h, 90 °C) za vzniku 2-kyan-3-chlorpyrazin-
S-karboxamidu prekrystalizovaného z vodného roztoku. Posledni stupeni syntézy piedstavuje
dehydratace karboxamidového uskupeni jiz vyuzZivanym chloridem fosforylu (1 h, 90 °C),

&imz dosp&jeme k pozadovanému 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu.*'
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Schéma 3 : Vicestupiiova p¥iprava vychoziho reaktantu 3-chlorpyrazin-2,5-dikarbonitrilu®'
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4. Biologické hodnoceni

4.1. Antituberkuloticka aktivita

Testovani noveé nasyntetizovanych substanci provadéla MUDr. Michaela Svobodova v
Oddé¢leni klinické mikrobiologie Krajské nemocnice Pardubice. ZkouSené slouceniny byly
rozpu$tény v DMSO a v koncentracich 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 a 3.125 pug/ml podrobeny
testu. Objem samotného DMSO nepiesahl 1 % celkového objemu, diky ¢emuz nedoslo
k ovlivnéni ristu bakterii jeho pfi¢inénim. Zkouskadm ucinnosti in vitro podstoupily kmeny M.
tuberculosis H37Rv, M. kansasii Hauduroy 235/80, M. avium 80/72 a M. avium 152/73
z Ceské narodni sbirky typovych kultur (CNCTC) pfi Statnim zdravotnim tstavu. Testovalo
se na tekuté Sulové ptidé mikrodilu¢ni metodou pii pH 5,5 a 37 °C pfi pouziti PZA jako
standardu. Kmeny byly k mediu pfidany ve form¢ suspenze s fyziologickym roztokem.
Antimykobakterialni aktivita byla jako MIC (ug/ml) odecitana vizualn€ po 12 dnech inkubace
(po 8 v ptipadu M. kansasii).

4.2. Antifungalni aktivita

Ptipravené slouceniny byly in vitro zkouseny na antifungdlni aktivitu na oddéleni
mikrobiologie Katedry biologickych a Iékarskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové Mgr. Marcelou Vejsovou v kooperaci s laborantkou Ivou Dufkovou. Byla vyuZita
mikrodiluéni bujonovéa metoda. Testované substance byly opét rozpustény v DMSO a dvojité
fedény v roztoku RPMI 1640 s glutaminem pufrovaném na pH 7 zapomoci 0,165 pmol
MOPS (3-morfolino-propansulfonové kyseliny). Bylo zajisténo, aby konecna koncentrace
DMSO v celém mediu nepiesahla 2,5 %. Délka inkubace se pohybovala od 24-48 hodin pfi
35 °C, pro houbu Trichophyton mentagrophytes 48-72 hodin. VSe se odehravalo ve tmé
v humidni atmosféfe za nasledného odecitani vysledkli fotometricky piipadné vizualné.
Vybrané latky prosly testy na aktivitu proti Candida albicans ATCC 44859 (CA), C.
tropicalis 156 (CT), C. krusei E28 (CK), C. glabrata 20/1 (CG), Trichosporon asahii 1188
(TA), Trichophyton mentagrophytes 445 (TM), Aspergillus fumigatus 231 (AF) a Absidia
corymbifera 272 (AC).
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Pristroje a chemikalie

Veskeré chemikalie (nebude-li uvedeno jinak) byly obstarany od Sigma-Aldrich (Schnelldorf,
Némecko).

Pribéhy reakei a Cistota meziproduktd i finadlnich sloucenin byly ovéfovany tenkovrstvou
chromatografii na deskdch Merk Silica 60 Fys4 (Merk, Darmstadt, Némecko) s pouzitim
vyvijeci soustavy shodné s nize citovanou mobilni fazi flash chromatografie.

Pro zavéreCnou purifikaci cilovych molekul byl vyuzit chromatograf CombiFlash Ry
(Teledyne Isco, Lincoln, Nebraska, USA) s kolonami plnénymi silikagelem 60, 0.040-0.063
mm (Merk, Darmstadt, Némecko) metodou gradientové eluce mobilni fazi hexan / ethyl-
acetat s ptfidavkem minimalniho mnozstvi kyseliny octové (1%) s detekci UV pti 260nm.
NMR analyza se uskutecnila za pomoci spektroskopu Varian Mercury VX-BB 300 (Varian,
Palo Alto, Kalifornie, USA) pii frekvenci 300 MHz pro 'H a 75 Mhz pro “C fadu.
Tetramethylsilan poslouzil jako vnitini standard pro nepifimé porovnani chemickych posunti a
O hodnot (ppm). InfraCervend spektra molekul byla zméfena po jejich ztabletovani
s bromidem draselnym spektroskopem Nicolet Impact 400 (Nicolet, Madison, Wiskonsin,
USA).

Udaje hmotnostnich spekter byly zjisteny vyuzitim iontové pasti spektrometru LCQ
Advantage Max (Thermo Finnigan, San Jose, Kalifonie, USA) mckkou ionizaci za
atmosférického tlaku (APCI). Elementdrni rozbory probéhly na spalovacim analyzatoru EA-
1110 CHN (CE Instruments, Wigan, Velka Britanie).

Teploty tani byly stanoveny bodotdvkem Stuart SMP30 (Bibby Scientific Limited,
Staffordshire, Velka Britanie) a nejsou korigovany.

Lipofility substanci vyjadfené hodnotami Clog P byly vypocteny programem CS ChemOftfice
Ultra ver. 11.0 (CambridgeSoft, Cambridge, Massachusetts, USA).

Veskera neptevzatd schémata byla vytvofena v CS ChemDraw Ultra ver. 12.0 od idem
producenta jako vySe uvedeny ChemOffice a The Merck Index, 14. vydani, 2006 (Merck &
Co., Whitehouse Station, USA).
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5.2. Obecnv postup pripravy substituovanyvch 3-aminopyrazin-2.5-dikarbonitrila

N CN N CN
X R -HCI X
+  HN — ’
N
/ R, / _ R
NC N Cl NC N T
R2

Schéma 4 : Chemismus nukleofilni substituce 3-chlorpyrazin-2,5-dikarbonitrilu primarnim ¢i
sekundarnim aminem

Ekvimoldrni navazka 3-chlorpyrazin-2,5-dikarbonitrilu v porovnani s poZadovanym
mnozstvim findlnitho produktu (110mg) se rozpusti vbezvodém THF. Za stalé¢ho
elektromagnetického michéani se pti pokojové teploté postupné pridava vychozi amin ve 2,5
nasobném prebytku rovnéz rozpustény v THF. Nechd se promichavat a reagovat piiblizné 1
hodinu. Po ukoneni syntézy se odstrani piebytecny THF na vakuové odparce. Surovy
produkt se precisti flash chromatografii. Nadbytek aminu ovSem vedl k neocekavané bocni
reakci v podob¢ jeho adice ke karbonitrilovému uskupeni vychoziho 3-chlorpyrazin-2,5-

dikarbonitrilu v poloze 2.
N\ CN
R
rx - 7
NC N/ Cl Rz

-HCl

R1

HN/

N CN N
X X NH
| + |

R = R4

NC N/ N/ 1 NC N T/

R|2 RZ

Schéma 5 : Vznik amidint jako vedlejSich produkti pri syntéze substituovanych 3-aminopyrazin-2,5-
dikarbonitrila

V literatufe byla tato skute¢nost popsana jiz v 70. letech gdafiskymi chemiky Foksem et al.*?

Pti syntézach vznikaly nezddouci amidiny zejména pfi reakcich s primarnimi aminy. Jelikoz

pii podrobeni TLC vykazovaly shodny retencni faktor jako cilové slouceniny, podafilo se je
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odhalit az naslednymi NMR spektry. Vzniklé struktury jiz pfesahuji ramec tohoto sdé€leni,
pficemz ani nebylo zdmérem pokouset se je fyzikalné-chemicky charakterizovat, ¢i dokonce
zjiStovat jejich biologickou aktivitu. Pro zamezeni jejich tvorby se pfemira aminu nahradila

pridavkem inertni organické baze triethylaminu pro od¢erpani vznikajici HCL.

5.3. Priprava 3-methylaminopyrazin-2.5-dikarbonitrilu

N CN

X

= N/

H

NC N

(1)
S planovanym vynosem 150 mg cilové molekuly se 155 mg (0,97 mmol) zékladniho 3-
chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu pln¢ solvatovaného THF ve smési se 114 mg triethylaminu
(1,1 mmol) nechd pti pokojové teploté za pribézného michani probublédvat plynnym
methylaminem vyvinutym ze svého 5 ml 30% vodného roztoku po narazovém piisunu 10%
roztoku KOH. Methylamin jako bezbarva, silné¢ amoniakalné pachnouci sloucenina s teplotou
varu -6 °C jest permanentn¢ uchovavana v mraznicce v tlustosténné bance se zabrusem. Po
zavedené 1 hodiné nutné ke vzniku findlni slouceniny nasleduje zab&hlé procedura s absorpci
na silikonovy prasek a vyparu balastniho THF za sniZzen¢ho tlaku. Syntéza smétuje k zavéru
flash chromatografii pro separaci meziproduktii od purifikovaného methyl derivatu. Finalni

fazi celého procesu piedstavuje vakuovy odpar rozpoustédel a izolace pozadované produktu.
Molekulova hmotnost: 159,15

Teplota tani : 164-165 °C
Vytézek : 48 mg (32% ptedpokladu)
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54. Priprava 3-ethylaminopyrazin-2.5-dikarbonitrilu

N CN

X

NC N/ H/\
()
S ohledem na mirné zvySeny piedpokladany vytézek (120mg) se k 114 mg (0,69 mmol)
bazalniho 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu naprosto rozpusténého v THF kontinudlné
nechava za pokojové teploty probublavat Sml ethylaminu (teplota varu 16,6 °C) umisténého
v ochlazovaném flakonu s trubicovym odvodem pies bezvody K,COs3; do reak¢éni smési. Po
zhruba hodinu trvajici substituci se pfistupuje k adici silikagelu a vakuové desikaci celé
smési. Vysokotlakou flash chromatografii docilime oddéleni balastnich latek zab&hlou
gradientovou eluci od pozadovaného 3-ethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu, od néhoz se

mobilni faze odpaii za sniZzeného tlaku.
Molekulova hmotnost : 173,17

Teplota tani : 129-130 °C
Vytézek : 57 mg (48% teoretického)
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5.5. Priprava 3-propvlaminopyrazin-2.5-dikarbonitrilu

M CN

X

/ C3H'I.'
NC N -~

I=

3)
Dle mirn€ pozménéného zadani (pfedpokladany vytéZzek 120mg) se k 105 mg (0,64 mmol)
zakladni slouceniny 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu zcela rozpusténého v THF pribézné
prikapava za bézné teploty 94 mg (1,6 mmol) propylaminu rovnéz v roztoku THF. Po
kvantitativnim probehnuti nukleofilni substituce se vzniklé entity absorbuji na silikagel, ¢imz
urychlime vypar jiz nepotiebného THF vakuovou metodou. Chromatograficky se oddéli
balastni slouceniny osvédcenou gradientovou eluci od cilového 3-propylaminopyrazin-2,5-

dikarbonitrilu, od né¢hoz se mobilni faze extrahuje odpafenim za snizeného tlaku.
Molekulova hmotnost :  187,2

Teplota tani : 118-119 °C
Vytezek : 57 mg (48% teoretického)
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5.6. Priprava 3-butylaminopvrazin-2.5-dikarbonitrilu

N CN

X

— C4Ho
NC N -~

Ir=

4
Opét s predpokladanym ziskem 120 mg cilové slouceniny se 98 mg (0,49 mmol) 3-
chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu po diluci v malém mnozstvi THF pfi vytrvalém michéni bez
zahtivani substituuje 109 mg (1,5 mmol) butylaminu rovnéz pfedem solvatovanym v THF.
Navic do reakce piistoupi 60 mg triethylaminu (1,5nasobny molarni piebytek) pro
vychytavani HCI jako vedlejSiho produktu. Po zavedené hodinové dobé se celkova smés
naabsorbuje na vysoce rozmélnény silikagel a za snizeného tlaku je izolovan THF vakuem.
Zab¢hlou chromatografickou eluci mobilni fazi hexan : ethylacetdt obdrzime vyslednou

molekulu v pouzitych rozpoustédlech, ktera na zavér hypobaricky odpatime.
Molekulova hmotnost : 201,23

Teplota tani : 93-94 °C
Vytézek : 63 mg (53 % ptedpokladu)
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5.7. Priprava 3-pentylaminopyrazin-2.5-dikarbonitrilu

N CN

X

/ C5H'| 1
NC N H/

)
Ke 84 mg (0,51 mmol) vychozi struktury 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu se po pfevedeni
do roztoku s adekvatnim mnozstvim THF na elektromagnetické michacce prosté dodavkam
tepla pozvolna pfidava 111 mg (1,3 mmol) pentylaminu v pfipraveném roztoku THF. Po
ub¢hnuti hodiny potfebné k ekvimolarnimu pribéhu reakce byl meziprodukt smichan
s vysokoabsorbcnim silikagelem a pouzity solubilizér THF odpreparovan vakuovym
odparem. Pokracuje se chromatografickym oddélenim nezddoucich meziprodukti a findlni
separaci mobilni faze od nabytého 3-pentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu evaporaci za

snizeného tlaku.
Molekulova hmotnost : 215,25

Teplota tani : 82-83 °C
Vytezek : 43 mg (39 % teoretického)
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5.8. Priprava 3-hexylaminopyrazin-2.5-dikarbonitrilu

N CN

X

A CeHi3
NC N -

Ir=

(6)
78 mg (0,48 mmol) 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu se po rozpusténi v dostatecném
mnozstvi THF za stadlého michéni bez zahiivani nechd zreagovat se 121 mg (1,2 mmol)
hexylaminu rovnéz ptedem dilutovanym v THF a 1,5nasobném nadbytku (72 mg)
triethylaminu jako lapace paralelné vznikajici HCl. Po cca 1 hodin¢ se vznikla smés necha
naabsorbovat na silikagel (kvlili zvétSeni povrchu) a za snizeného tlaku je odstranén THF na
vakuové odparce. Gradientovou eluci mobilni fazi hexan : ethyl-acetdit pomoci flash
chromatografie se ziskd vysledna latka v danych rozpoustédlech, kterd jsou nasledné

odstranéna odparem za snizeného tlaku.
Molekulova hmotnost: 229,28

Teplota tani: 82-83 °C
Vytézek: 78 mg (71 % teoretického vytézku)
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5.9. Priprava 3-heptylaminopyrazin-2.5-dikarbonitrilu

N CN
XX

= C7H5
NC N -

Ir=

(7)
Ke 74 mg (0,31 mmol) mate¢niho 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu se po pievedeni do
roztoku s potfebnym mnozstvim THF za promichani bez dodavky teploty ptikape 130 mg (1,1
mmol) heptylaminu v pfedstihu rozpusténého rovnéz v THF. Po prob&hlé Sedesatiminutové
reakéni dobé a pfidani nezbytného silikagelu je pouzity solubilizér odstranén vakuovym
odparem. Nasleduje chromatografické oddé¢leni vedlejSich meziprodukti a potiebné
odstranéni mobilni fidze od nasyntetizovaného 3-heptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu

hypobarickym odpatenim.
Molekulova hmotnost : 243,31

Teplota tani : 84,5-85,5 °C
Vytézek : 52 mg (48% teoretického)
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5.10. Priprava 3-oktylaminopyrazin-2.5-dikarbonitrilu

N CN

X

NG N -

Ir=

(®)
Po vzoru ptedchozich pfiprav se navazka 70 mg (0,27 mmol) 3-chlorpyrazinu-2,5-
dikarbonitrilu plné rozpusténého v THF podrobi bez zahtivani reakci se 138 mg (1,1 mmol)
cyklohexylaminu rovnéz dilutovaném THF. Po dostate¢né reakéni periodé absorbujeme
meziprodukt na silikagel a zrychlené odpafujeme. Jako dals$i mezistupenn syntezy nasleduje
gradientové vyplaveni stacionarni faze s predpoklddanym 3-oktylaminopyrazin-2,5-
dikarbonitrilem z chromatografické kolony a jeho oddé€leni od nezddouciho balastu. Findlné
se pristupuje k zavedené evaporaci mobilni fdze snizenim teplot varu jednotlivych slozek

vakuem.
Molekulova hmotnost : 257,33

Teplota tani : 82-83 °C
Vytezek : 63 mg (58% piedpokladu)
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5.11. Priprava 3-cyklopentylaminopyrazin-2.5-dikarbonitrilu

N CN
NS

/
NC N

Ir=

9
Ke 84 mg (0,39 mmol) matecniho 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu se po adjustaci do
roztoku s potfebnym mnozstvim THF za neustdlého elektromagnetického promichani za
bézné teploty postupné piidava 109 mg (1,3 mmol) cyklopentylaminu pfedem také
rozpusténého v THF. Po disledné kvantitativné probéhlé reakci a zvétSeni odpatovaciho
povrchu smichanim smési se silikagelem byl pouzity solubilizér odstranén vakuovou
evaporaci. Obdobn¢ s predeslymi pifipady se pokracuje chromatografickym délenim pii
pratoku mobilni faze 35ml/min pii fotometrické detekci o vinové délce 280 nm. Izolace
pozadovaného 3-cyklopentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu probiha vypaienim rozpoustédel

za asistence vakua.
Molekulova hmotnost : 213,24

Teplota tani : 157-158 °C
Vytézek : 42 mg (39 % teoretického)
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5.12. Priprava 3-cyklohexylaminopyrazin-2.5-dikarbonitrilu

N CN

X

=

NC N

Ir=

(10)
Analogicky s ptedchozi syntézou se 79 mg (0,48 mmol) 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu
rozpu$téného v THF podrobi za pokojové teploty za stdlého michani reakci se 119 mg (1,2
mmol) cyklohexylaminu opét plné solubilizovanym THF. Po opét pfiblizné¢ 1 hodiné se
opakuje zab&hly postup s absorpci na silikagel a odpateni piebytecného THF za snizeného
tlaku. Nasledné se oddéli odpadni produkty syntézy flash chromatografii zabehlym slozenim
mobilni faze. ZavéreCnym bodem celé kaskady je vakuové odpafeni mobilni faze a nabyti

Cistého produktu.
Molekulova hmotnost: 227,27

Teplota tani: 198-199 °C
Vytezek: 92 mg (84 % ptedpokladu)
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5.13. Priprava 3-cykloheptylaminopyrazin-2.5-dikarbonitrilu

N CN

X

=

NC N N
H

(11)
Synchronné s minulymi syntézami se 75 mg (0,46 mmol) vychoziho 3-chlorpyrazinu-2,5-
dikarbonitrilu pfevedeného do THF neché postupné zreagovat za bézné teploty s 129 mg (1,1
mmol) cykloheptylaminu rovnéz v roztoku THF. Po uplynuti zavedené hodinové reakéni
doby se ziskana smés absorbuje na silikagel, ¢imZ docilime rychlejSiho odparu nezadouciho
THF zapomoci vakua. Po umisténi vysuSeného silikatového meziproduktu do
chromatografické kolony a eluci fazi ethlyacetat : hexan ziskdme kyzenou molekulu evaporaci

pouzitych rozpoustédel za ptispéni vakua.
Molekulova hmotnost : 241,29

Teplota tani : 164-165 °C
Vytézek : 92 mg (84 % teoretického)
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5.14. Priprava 3-diethylaminopyrazin-2.5-dikarbonitrilu

N CN
\

NC N/ N/\

(12)
Podle zamysleného mnozstvi findlni latky 120 mg se k 98 mg (0,6 mmol) pocatecniho
reaktantu  3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu  pfevedeného do roztoku s univerzalnim
rozpoustédlem THF a 72 mg (1,2 molarniho nadbytku) triethylaminu jako neutralizatoru
bo¢né vznikajici HCl za promichani pii bézné teploté pribézn¢ dodava 52 mg (0,72 mmol,
op¢t 1,2 stechiometrického nasobku) ethylaminu také v piedstihu solubilizovaného v THF. Po
ustaleni rovnovazného stavu reakce a piidani sypkého silikagelu je pouzity solubilizér
extrahovdn vakuovym odparem. Synteza se uzavira flash chromatografickym délenim
jednotlivych slozek smési a naslednym vyuzitim vyparu za snizeného tlaku pti odstranéni
mobilni faze od vysledného 3-diethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu. Tento se nepodatilo
v jeho stavajicim skupenstvi Zlutohnédé lepkavé kapaliny ochladit do takové miry, aby byl

zjistén bod tuhnuti (tani).
Molekulova hmotnost : 201,23

Teplota tani : -
Vytezek : 90 mg (75 % predpokladu)
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5.15. Priprava 3-(N-methyl-piperazinvl)pyrazin-2.5-dikarbonitrilu

N CN
\

Z

NC N N

N

\CH3

(13)
Po vzoru zavedenych ptiprav se 79 mg (0,48 mmol) esencidlniho 3-chlorpyrazinu-2,5-
dikarbonitrilu pln¢ solvatovaného v THF nechd za bézné teploty za permanentniho michani
zreagovat s 120 mg (1,2 mmol) N-methyl-piperazinu také pIn¢ solubilizovanym THF. Po
nezbytné 1 hodiné nutné ke vzniku cilové latky nasleduje zabehly postup s absorpci na
silikagel a odpafeni zbytkového THF za snizen¢ho tlaku. Posléze se odstrani odpadni
produkty syntezy flash chromatografii reverznim sloZzenim mobilni faze z divodu zvySené
polarity piedpoklddaného 3-N-methyl-piperazinylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu. Findlnim

stupném celého procesu jest vakuovy odpar mobilni faze a zisk pozadované slouceniny.
Molekulova hmotnost : 228,25

Teplota tani : 101-102 °C
Vytézek : 78 mg (71 % predpokladu)
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5.16. Priprava 3-N-morfolinylpyrazin-2.5-dikarbonitrilu

N CN

X

/
NC N N

(14)
S ptfedpokladem vytézku 110 mg produktu se do reakéni smési s 84 mg (0,51 mmol) matecni
molekuly 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu dilutovaného THF a 62 mg (1,2 nésobek
molarniho mnozstvi) triethylaminu ptikapava bez termické podpory 66 mg (0,77 mmol, také
1,2 ekvimoléarni nadbytek) morfolinu solvatovaného THF. Po zavedeném hodinovém pribchu
substituce se obsah barky absorbuje na silikagel, ¢imz usnadnime vypar jiz zbytného THF
vakuem. Vedlejsi produkty se od zamysleného 3-N-morfolinylpyrazin-2,5-dikarbonitrilu
chromatograficky separuji eluci reverznim pritokem s narGstem gradientu ve sméru hexanu,

Na zavér se mobilni faze od produktu extrahuje rutinnim hypobarickym odpatenim.
Molekulova hmotnost : 215,21

Teplota tani : 126-128 °C
Vytézek : 87 mg (79 % teoretického)
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6. Vysledky rigorozni prace

Analytickd data a zavéry hodnoceni antituberkulotické a antimykotické aktivity. Vytézky

reakci a prehled pfipravenych aminoderivati pyrazinu-2,5-dikarbonitrilu, jejich zékladni

fyzikéalné-chemické charakteristiky a zjiSténa antituberkuloticka a antimykotické aktivita.
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IR Elementarni analyza | Log P
Derivat -R Sumarni M.h. [t.t. Vytéiekv[cm'1] (vypocéteno/nalezeno)/CLogP
vzorec [°C] [%] N-H %C %H  |%N
V,(CN)
methyl (1) 3- CH,N C7HsNs 159,15/ 164-165| 32 3372 | 52,83 | 3,17 | 44,01 0,49
-0.282773
2222 | 52,76 | 3,25 | 43,95
ethyl (2) 3- C,HN CsH7Ns 173,17|129-130| 48 3332 | 55,48 | 4,07 | 40,44 0,82
0.246227
2222 | 55,44 | 4,17 | 40,36
3- C3HgN
propyl (3) CoHoNss 187,2 |118-119| 48 | 3333 | 57,74 | 4,85 | 37,41 1,31
0.775227
2220 | 57,64 | 492 | 374
3- C4HioN
butyl (4) CioH1iNs 201,23| 93-94 53 | 3347 | 59,69 | 5,51 | 34,8 1,73
1.30423
2223 | 59,65 | 5,55 | 34,85
pentyl (5) 3- CsHN CiiHisNs 215,25 82-83 39 | 3346 | 61,38 | 6,09 | 32,54 2,15
1.83323
2222 | 61,26 | 6,13 | 32,57
3- CeHuN
hexyl (6) Ci2HisNs 229,28 82-83 71 3342 | 62,86 | 6,59 | 30,54 2,56
2.36223
2223 | 62,86 | 6,75 | 30,45
3- C7Hi6N
heptyl (7) Ci3H17Ns 243,31/84,5-85,5| 48 | 3350 | 64,17 | 7,04 | 28,78 2,98
2.89123
2222 | 64,02 | 7,12 | 28,69
3- CgHisN
oktyl (8) Ci4H9Ns 257,33| 82-83 58 | 3344 | 65,34 | 7,44 | 27,22 3,4
3.42023
2223 | 65,28 | 7,49 | 27,19




3- CsHioN

cyklopentyl (9) C11HiiNs 213,24/ 157-158| 39 3337 | 61,96 | 52 | 32,84 1,62
1.18923
2229 | 61,82 | 531 | 32,79
3- CeHioN
cyklohexyl (10) Ci2H13Ns 227,27/198-199| 84 | 3338 | 63,42 | 5,77 | 30,82 2,03
1.74823
2219 | 63,32 | 592 | 30,91
3- C/HuN
cykloheptyl (11) Ci3HisNs 241,29/ 164-165| 84 | 3340 | 64,71 | 6,27 | 29,02 2,45
2.30723
2218 | 64,87 | 6,4 | 28,89
diethyl (12) 3- C4H1oN CioH1iNs 201,23 - 75 - 59,69 | 551 | 34,8 1,95
0.819655
2220 | 59,64 | 5,68 | 34,78
N-metyl-piperazinyl
(13) 3- CsHuN, C11H12Ne 228,25/101-102| 71 - 57,88 | 53 | 36,82 1,03
-0.386346
2226 | 58,05 | 5,35 | 36,78
N-morfolinyl (14) 3- C,HgNO C10HoNsO 215,21|126-128 | 79 - 55,81 | 4,22 | 32,54 0,87
-0.947345
2224 | 55,51 | 4,66 | 32,5

Tabulka 2 : Vybrané chemicko-fyzikalni parametry vytvorenych slouc¢enin
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6.1. Vysledky hodnoceni antituberkulotické aktivity

Testovany derivat v MIC(ug/ml) Kmen
M. tbc H37Rv M. kansasii M. avium | M. avium
235/80 80/72 152/73

methyl (1) 100 100 >200 >200
ethyl (2) 100 200 >200 >200
propyl (3) 200 200 200 200
butyl (4) 100 100 100 100
pentyl (5) 50 100 100 100
hexyl (6) 25 50 100 100
heptyl (7) 12,5 >200 >200 >200
oktyl (8) 25 100 >200 >200
cyklopentyl (9) >200 >200 >200 >200
cyklohexyl (10) >200 >200 >200 >200
cykloheptyl (11) >200 >200 >200 >200
diethyl (12) 100 100 >200 >200
N-methyl-piperazinyl (13) >200 >200 >200 >200
N-morfolinyl (14) 200 200 >200 >200
PZA 12,5 >200 >200 >200

Tabulka 3 : Porovnani antituberkulotickych MIC nasyntetizovanych molekul se standardem
pyrazinamidem

Jako potenciondlni antituberkulotika musi molekuly umét piekonavat biologické bariéry
mykobakterii v podob¢ bunécné stény a cytoplazmatické membrany zejména s vyuzitim
pasivniho transportu. Tato schopnost siln€ souvisi s jejich lipofilitou jako schopnosti
prochézet mezifazovym rozhranim. Lze ji pfirovnat k rozdélovacimu koeficientu jako poméru
rovnovaznych koncentraci solutu ve dvoufdzovém systemu dvou omezené misitelnych
rozpoustédel (nejéastéji n-oktanolu a vody).” Lipofilita (Clog P) byla zkoumana ve vztahu

 mirné

s antituberkulotickou aktivitou (100/MIC). U dfive syntetizovanych slouenin®®?
odlisné struktury - substituovanych N-fenylpyrazin-2-karbonitrili - se optimalné¢ hodnoty
Clog P pohybovaly pod 3.0 nebo ptrevySovaly 5.3, jelikoz vSak Slo o latky obménované

v poloze 6 nelze hodnoty Clog P objektivné porovnavat.
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Graf 1 : Grafické vyjadreni zavislosti lipofility na tuberkulocidni potenci zkoumanych latek

Vztah meazi lipofilitou (Clog P) a minimalni inhibiéni koncentraci vs. M.tuberculosis H37Rv
(100/MIC)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
derivaty (1-8 methyl az oktyl, 9-11 cyklo, 12-14 se sekundarnimi aminy)

o 100/MIC
| Clog P
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6.2.

Vysledky hodnoceni antimvkotické aktivity

KMEN DERIVAT TESTOVANE LATKY — MIC/1Cgo /1Cso (umol.I™)
(k6d) methyl ethyl propyl butyl pentyl hexyl heptyl KET
@ @ (©) ) (5) (®) ©)
CA i24n |>500 >500 >500 {500 500 >125 >500 <0,24
48h | >500 >500 >500 900 500 >500 >500 <0,24
CT i24h |[>500 >500 >500 (250 500 >500 >500 1,95
48h | >500 >500 >500 |>500 >500 | >500 >500 3,91
CK i24h |>500 >500 >500 {900 500 >500 >500 0,98
48h | >500 >500 >500 |>500 >500 | >500 >500 1,95
CG i24h |>500 >500 >500 | >500 500 >500 >500 0,49
48h | >500 >500 >500 {>500 >500 i>500 >500 1,95
TA i24h |>500 >500 >500 {900 >500 | >500 >500 <0,24
48h | >500 >500 >500 |>500 >500 {>500 >500 <0,24
AF i24h |>500 >500 >500 >500 >500 {>500 >500 7,81
48h | >500 >500 >500 {>500 >500 | >500 >500 7,81
AC :24h |>500 >500 >500 {>500 >500 | >500 >500 31,25
48h | >500 >500 >500 =500 >500 | >500 >500 31,25
TM i72h |>500 250 250 500 >500 i>500 3,9 0,98
120h |>500 250 250 500 >500 {>500 7,81 1,95

Tabulka 4 : Antifungalni ucinnost ¢asti pripravenych sloucenin v komparaci s ketokonazolem
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KMEN DERIVAT TESTOVANE LATKY — MIC/1Cgo /1Cso (umol.I™)
(k6d) oktyl cyklopentyl | cyklohexyl i cykloheptyl | diethyl piperazinyl i A-morfolinyl
®) © (10) (1) (12) (13) (14)
CA i24h |>500 >500 >250 >500 250 >500 >500
48h | =500 >500 >250 >500 500 >500 >500
CT i24n |>500 >500 >250 >500 125 >500 >500
48h | >500 >500 >250 >500 500 >500 >500
CK i24n |>500 >500 >250 >500 250 >500 >500
48h | =500 >500 >250 >500 250 >500 >500
CG (24nh |>500 >500 >250 >500 62,5 >500 >500
48h | =500 >500 >250 >500 500 >500 >500
TA i24h [>200 >500 >250 >500 125 >500 >500
48h | >500 >500 >250 >500 500 >500 >500
AF i24n | >500 >500 >250 >500 250 >500 >500
48h | =500 >500 >250 >500 500 >500 >500
AC i24h |>500 >500 >250 >500 250 >500 >500
4g8h | =500 >500 >250 >500 500 >500 >500
TM i72n [ >300 >500 >250 >500 125 >500 >500
120h | >500 >500 >250 >500 125 >500 >500

Tabulka 5 : Antimykotické hodnoty MIC druhé skupiny vytvorenych latek
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6.3. IC spektra a dipolové momenty pyrazinovych derivati

K potvrzeni totoznosti vzniklych molekul pfispély metody infracervené spektrometrie a
magnetické rezonance. N-H uskupeni v syntetizovanych slou€eninach vykazovalo primérnou
hodnotu vibraci 3340 cm”. Pochopitelné se nevyskytovalo u derivati vzniklych ze
sekundarnich amint. VInocty C-H vazeb v postrannich fetézcich se pohybuji v intervalu
2850 — 2980 cm™. Absorpéni pasy karbonitrilt vykazuji vrcholy v rozmezi 2220 — 2250 cm™.

Vyse popisovana N-H formace se prokazovala navic mimorovinnymi pasy v oblasti 1580 cm’
1

Chemické posuny (8) 'H protonti nabyvaji vyssich hodnot ppm v magnetickém poli, ¢im
méng jsou stinéné blizkymi elektrony. Tedy ¢im vice se nachézi v blizkosti elektronegativnich
substituentl od¢erpavajicich zaporny naboj indukénim efektem, ptipadné pokud jsou soucasti
aromatickych systémi n elektronii. O takovychto protonech mluvime jako posunutych
k niz8imu poli (downfield). Podle ocekéavani naopak pfitomnost elektroneutralnich (alkyly) ¢i
pozitivnich (ionty) entit vice zakryva jadro vodiku elektrony a posunuji tak jeho signal
k vy$simu poli (upfield) — niz§im hodnotdm ppm. Vlivy na chemicky posun v piipadu C
jader se daji popsat obdobn¢ jako u protont, projevuji se vSak vyrazn¢ vy$$imi diferencemi
ppm. Spektra ">C se vyzna&uji prehlednosti a snadno se interpretuji, nebot’ je témét vyloudena
interakce mezi jednotlivymi izotopy °C diky jejich nizkému zastoupeni v piirodé. Interakce s
protony je obvykle vyloucena dekaplingem (ozafovani vzorku dalsim elektromagnetickym
polem s frekvenci odpovidajici rezonancni frekvenci jader vodiku, coz zpiisobi rychlé

prechody mezi spiny o a B protonii a vyrusi tak interakci s jadry °C), ¢imZ je zaznam zaZen

vvvvvv
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6.4. Fyzikalné chemické charakteristiky pripravenvych latek

3-hexylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (1)

zluta krystalickd latka; vytézek: 71%; T.t. 82-84 °C; 'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 8.13 (1H,
s, H6), 5.63 (1H, bs, NH), 3.55-3.45 (2H, m, NCHy), 1.73-1.57 (2H, m, CH,), 1.46-1.27 (6H,
m, CHy), 0.90 (3H, t, J=6.9 Hz, CH3); °C NMR (75 MHz, CDCls) & 154.5, 135.3, 130.6,
117.6, 115.0, 113.9, 41.6, 31.3, 28.8, 26.4, 22.5, 14.0; IR (KBr): 3342, 2926, 2223, 1571; pro
Ci2H;sNs vypocteno: C 62.86, H 6.59, N 30.54; nalezeno: C 62.86, H 6.75, N 30.45.

3-cyklohexylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (2)

zluta krystalicka latka; vytézek: 84%; T.t. 198-199 °C; "H NMR (300 MHz, CDCls) o 8.11
(1H, s, H6), 5.41 (1H, bs, NH), 4.04-3.86 (1H, m, NCH), 2.15-1.93 (2H, m, CH,), 1.89-1.59
(3H, m, CH,), 1.54-1.14 (5H, m, CH,); °C NMR (75 MHz, CDCl3) & 153.7, 135.2, 130.6,
117.5, 115.0, 113.9, 50.4, 32.4, 25.3, 24.7; IR (KBr):3338, 2936, 2219, 1581; vypocteno pro
CioHi3Ns: C 63.42, H 5.77, N 30.82; realita: C 63.32, H 5.92, N 30.91.

3-heptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (3)

zluta krystalicka latka; vytéznost: 48%; T.t. 84,5-85,5 °C; "H NMR (300 MHz, CDCls) 6 8.13
(1H, s, H6), 5.62 (1H, bs, NH), 3.54-3.45 (2H, m, NCH>), 1.73-1.57 (2H, m, CH>), 1.45-1.21
(8H, m, CH,), 0.89 (3H, t, J=6.2 Hz, CH;); °C NMR (75 MHz, CDCl;) & 154.5, 135.3, 130.6,
117.6, 115.0, 113.9, 41.6, 31.6, 28.8, 28.8, 26.7, 22.5, 14.0; IR (KBr): 3350, 2925, 2222,
1575; analyticky vypocteno pro C;3H7Ns: C 64.17, H 7.04, N 28.78; zjisténo: C 64.02, H
7.12, N 28.69.

3-cykloheptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (4)

7luta krystalick latka; vytéznost: 84%; T.t. 164-165 °C; '"H NMR (300 MHz, CDCl;) & 8.10
(1H, s, H6), 5.50 (1H, bs, NH), 4.21-4.05 (1H, m, NCH), 2.10-1.93 (2H, m, CH,), 1.81-1.48
(10H, m, CH,); *C NMR (75 MHz, CDCls) & 153.4, 135.1, 130.7, 117.6, 115.1, 113.9, 52.6,
34.4,27.9, 23.9; IR (KBr):3340, 2927, 2218, xxxx; teoreticky kalkulovano pro C;3H;sNs: C
64.71, H 6.27, N 29.02 ; detekovano: C 64.87, H 6.40, N 28.89.
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3-oktylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (5)

zluta krystalicka latka; vytézek: 58%; T.t. 82-83 °C; 'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 8.13 (1H,
s, H6), 5.62 (1H, bs, NH), 3.49 (2H, q, J/=6.5 Hz, NCH;), 1.74-1.57 (2H, m, CH;), 1.48-1.18
(10H, m, CH,), 0.88 (3H, t, J=6.5 Hz, CH;); °C NMR (75 MHz, CDCls) & 154.5, 135.3,
130.6, 117.6, 115.0, 113.9, 41.6, 31.7, 29.1, 28.8, 26.7, 22.6, 14.0; IR (KBr): 3344, 2955,
2223, 1582; pro Ci4H 9Ns vypocteno: C 65.34, H 7.44, N 27.22; skuteCnost: C 65.28, H 7.49,
N 27.19.

3-cyklopentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (6)

luta krystalicka latka; vytézek: 39%; T.t. 157-158 °C; '"H NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.12
(1H, s, H6), 5.54 (1H, bs, NH), 4.41-4.26 (1H, m, NCH), 2.24-2.04 (2H, m, CH,), 1.88-1.60
(4H, m, CH,), 1.59-1.49 (2H, m, CH,); °C NMR (75 MHz, CDCl;) & 153.1, 135.2, 130.6,
117.6, 115.0, 113.9, 53.4, 32.8, 23.7; IR (KBr): 3337, 2962, 2229, 1578; matematicky pro
C11H1Ns spocteno: C 61.96, H 5.20, N 32.84; nalez: C 61.82, H 5.31, N 32.79.

3-(N-methylpiperazin-1-yl)pyrazin-2,5-dikarbonitril (7)

7lutd krystalické latka; vyt&znost: 71%; T.t. 101-102 °C; '"H NMR (300 MHz, CDCl;) & 8.54
(1H, s, H6), 3.75 (4H, t, J/=4.9 Hz, NCH,), 2.44 (4H, t, /=4.9 Hz, NCH,), 2.21 (3H, s, CHj3);
C NMR (75 MHz, CDCls) & 154.7, 136.7, 128.9, 128.1, 116.6, 115.6, 54.2, 46.8, 46.7; IR
(KBr):2925, 2226, 1726, 1552, 1519; analyticka kalkulace pro C;;H;2Ng: C 57.88, H 5.30, N
36.82; zjisténo: C 58.05, H 5.35, N 36.78.

3-propylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (8)

zluta krystalicka latka; vytézek: 48%; T.t. 118-119 °C; '"H NMR (300 MHz, CDCl;) & 8.13
(1H, s, H6), 5.68 (1H, bs, NH), 3.52-3.44 (2H, m, NCH,), 1.77-1.61 (2H, m, CH,), 1.01 (3H,
t, J=7.4 Hz, CHs); C NMR (75 MHz, CDCls) & 154.5, 135.3, 130.6, 117.6, 115.0, 113.9,
43.2, 22.1, 11.2; IR (KBr): 3333, 2964, 2220, 1581; teoretické procentualni zastoupeni pro
CoHoNs: C 57.74, H 4.85, N 37.41; prakticky: C 57.64, H 4.92, N 37.40.
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3-butylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (9)

zluta krystalicka latka; vytéznost: 53%; T.t. 93-94 °C; 'H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 8.13
(1H, s, H6), 5.66 (1H, bs, NH), 3.50 (2H, q, J=7.3 Hz, NCH,), 1.72-1.57 (2H, m, CH,), 1.50-
1.34 (2H, m, CH,), 0.97 (3H, t, J=7.3 Hz, CHs); >C NMR (75 MHz, CDCl3) & 154.5, 135.3,
130.6, 117.6, 115.0, 113.9, 41.3, 30.8, 19.9, 13.7; IR (KBr): 3347, 2956, 2223, 1576; pro
Ci0H11Ns spocteno: C 59.69, H 5.51, N 34.80; objeveno: C 59.56, H 5.55, N 34.85.

3-pentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (10)

zluta krystalickd latka; vytézek: 39%; T.t. 82-83 °C; 'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 8.13 (1H,
s, H6), 5.64 (1H, bs, NH), 3.54-3.45 (2H, m, NCH,), 1.74-1.58 (2H, m, CH,), 1.44-1.31 (4H,
m, CH,), 0.93 (3H, t, J=6.9 Hz, CHs); °C NMR (75 MHz, CDCl;) & 154.5, 135.3, 130.6,
117.6, 115.0, 113.9, 41.6, 28.8, 28.5, 22.3, 13.9; IR (KBr): 3346, 2929, 2222, 1586;
analyticky vypocet pro C;;H;3Ns: C 61.38, H 6.09, N 32.54; skutecnost: C 61.26, H 6.13, N
32.57.

3-ethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (11)

#luta krystalicka latka; vytezek: 48%; T.t. 129-130 °C; 'H NMR (300 MHz, CDCL3) & 8.14
(1H, s, H6), 5.67 (1H, bs, NH), 3.61-3.50 (2H, m, NCH,), 1.30 (3H, t, /=7.1 Hz, CH;); "“C
NMR (75 MHz, CDCLy) & 154.4, 135.3, 130.6, 117.6, 115.0, 113.9, 36.5, 14.1; IR (KBr):
3332, 2981, 2222, 1578; kalkulace pro CsH;Ns: C 55.48, H 4.07, N 40.44; realita: C 55.44, H
4.17,N 40.36.

3-diethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (12)

zlutohnéda viskozni tekutina; vytéznost: 75%; 'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 8.11 (1H, s,
H6), 3.75 (4H, q, J=7.0 Hz, NCH>), 1.31 (6H, t, J/=7.0 Hz, CH3); >C NMR (75 MHz, CDCl5)
6 152.7,134.3, 130.0, 116.4, 114.9, 114.1, 44.4, 13.0; IR (KBr):2981, 2220, 1555; teoreticky
pro CioH iNs: C 59.69, H 5.51, N 34.80 ; prakticky: C 59.64, H 5.68, N 34.78.
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3-N-morfolinylpyrazin-2,5-dikarbonitril (13)

zluta krystalicka latka; vytézek: 79%; T.t. 126-128 °C; "H NMR (300 MHz, CDCls) 6 8.25
(1H, s, H6), 3.92-3.87 (4H, m, OCH,), 3.87-3.81 (4H, m, NCH,); *C NMR (75 MHz, CDCls)
o 154.7, 136.4, 129.6, 117.3, 115.6, 114.5, 66.3, 47.2; IR (KBr):2925, 2226, 1726, 1552,
1519; pro C;oHoNsO vypocteno: C 55.81, H 4.22, N 32.54; detekovano: C 55.51, H 4.66, N
32.50.

3-methylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (14)

zluta krystalicka latka; vytéznost reakce: 32%; T.t. 164-165 °C; '"H NMR (300 MHz, CDCl;)
8 8.15 (1H, s, H6), 5.76 (1H, bs, NH), 3.11 (3H, s, CH3); "*C NMR (75 MHz, CDCl;)
0 155.0, 135.4, 130.6, 117.8, 115.0, 113.9, 28.2; IR (KBr): 3372, 2962, 2222, 1588; vypocet
pro C;HsNs: C 52.83, H 3.17, N 44.01; detekovano C 52.76, H 3.25, N 43.95.

- 58 -



7. Diskuze

cey

Z pohledu c¢loveka zijiciho v relativné rozvinuté casti svéta nepfedstavuje tuberkuldza
zavazné riziko, pricemz jde o nejrozsifenéjsi infekci na Zemi. Predstavuje vazny problém
majici devastujici demograficky a socioekonomicky dopad na celé svétadily v poptedi
zejména s tropickou Afrikou (v koinfekcei s HIV), jihovychodni Asii a jizni Amerikou.
Letitost zab&hlé terapie a potieba Celit stile rezistentnéjSim mykobakteridlnim kmentim (a
mimojiné i vidina ekonomického benefitu pii védeckém uspéchu) vedla na konci minulého
stoleti k nastartovani produktovodl v oblasti novych 1éCiv. Pro praxi nejnadéjnéji se jevi latky
odvozené od chinolond a sinovativnim mechanismem uU¢inkd od nitroimidazold, které
podstupuji posledni faze klinického zkouseni, od nichz vSak vede jest¢ dlouha cesta ke vzniku
nového léciva.

V piimé souvislosti s praktickou cCinnosti byla kratce predeslana reaktivita pyrazinového
uskupeni jako molekuly nesouci jiz ovéfeny antibakteridlni Gc¢inek a s timto potencidlem
vhodné ke strukturnim obménam cestou na rozdil od jinych diazini nukleofilnich atak.
Syntéza probihala jednostupniové jednoduchou reakci chlorpyrazindikarbonitrilu s fadou
primarnich alifatickych i aromatickych a sekundéarnich aromatickych amint. Zaroven byl
vinou bo¢ni reakce zaznamenan vznik vedlejSich produktii amidini, které vSak nebyly az na
vyjimky izolovany a bez vyjimek nepodstoupily biologické testovani. Mnohem casove
naro¢néjsi Cisténi slouCenin nezli syntéza samotna (vCetné¢ vakuové evaporace) probihalo
vysokoucinnou flash chromatografii s primérnym vytézkem nepfili§ uctivych 59%. Potvrzeni
totoznosti a &istoty molekul piineslo zejména nasledné ovéteni za pomoci IC a 'H a >C NMR
spektry.

Metodika mikrobiologického hodnoceni byla podrobné popsana s ohledem na zab¢hlé
postupy pii zaméteni se na nejfrekventnéji se vyskytujici patogeny.

Zajimavé vyzniva fakt, 7e¢ Dolezalem et al.’® v minulosti pfipravené a jen minimalnd
strukturn€ (poloha 2) obménéné latky 3-alkylamino-5-kyanpyrazin-2-karbamidy nevladly
zadnou antibakterialni silou. Lze tedy ptredpokladat korelaci antimikrobniho ucinku se zna¢né
specifickou substituci pyrazinového kruhu. Je mozné se také pozastavit nad skuteCnosti, ze
mykobakteria non-tuberkul6zniho druhu nevykazuji ptitomnost pyrazinamidasy nutné ke
konverzi PZA na kyseliny pyrazinkarboxylovou a jsou tudiz k PZA zcela necitlivé. OvSem
v sérii testovanych latek (konkrétné u propyl, butyl, pentyl, hexyl a oktyl derivati) byly
zaznamenany snizené MIC i v spojitosti s t¢émito kmeny. Pravdépodobné tedy nardzime na

jiny mechanismus ucinku pozorovany u chlorovanych derivatl pyrazinu zalozeny na mozné
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inhibici FAS 1 (Fatty Acid Synthase) odpovédné za syntézu mykolovych kyselin jako
esencialnich slozek lipidové stény mykobakterii’'. Nejvyssi inhibice M. tuberculosis (12,5
pg/mL) byla zaznamenana u druhého alifatického testovaného derivatu heptylu. Lze
vysledovat gradientové rostouci u€inek vfadé¢ methyl — heptyl majici pravdépodobné
souvislost se zvySujici se lipofilitou a tedy piiznivéjSim prostupem barierami do nitra bakterii.
Bylo by zajimavé v syntézach logaritmické posloupnosti pokracovat a potvrdit zlom efektu
alifatickych derivati praveé u sedmiuhlikatého zbytku. Hegemonii v analogické fadé¢ naruSuje
ethyl a butyl, pficemz hodnota Clog P u danych sloucenin stoupa s téméf aritmetickou
posloupnosti. Cyklické zbytky maji za nasledek objemnégjsi tvar celé molekuly, ¢imz
pravdépodobné stericky brani pfistupu aktivaéni hydrolyzujici amidasy v mykobakteriich
(bereme-li v potaz stejny mechanismus U¢inku s PZA). Konecnym dusledkem jsou MIC
vyhodnocené nad referencni mez (>200 upg/mL). Zbytky heterocyklického charakteru
(piperazin, morfolin) vinou obsahu vice nezli jednoho poldrniho atomu dodavaji celym
finadlnim sloucenindm hydrofilni povahu, ¢imz zpravidla ztizi vlastni afinitu k lipoglykanové
bakteridlni sténé.

Co se tyka antimykotického testovani, pozoruhodné se jevi obstojné vysledky heptyl derivatu
pouze kontra Trichophyton mentagrophytes a relativné uspokojivy efekt diethylového
uskupeni na mykostdzu vSech testovanych kment. Nicméné s ohledem na mykocidni
schopnosti diazolu ketokonazolu jako pifedlozen¢ho standardu demonstrovaného jeho
vypovidajicimi miniméalnimi hodnotami MIC, nelze ptedpokladat dalSi vyuziti noveé

pripravenych sloucenin v této oblasti.
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8.

Majoritnim cilem této prace byla pfiprava v odborné chemické

nepublikovanych molekul s hypotetickym tuberkulocidnim efektem.

—_—

o ® N v bk wN

—_ = = =
A W N = O

Z.avér

3-methylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril
3-ethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril
3-propylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril
3-butylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril
3-pentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril
3-hexylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril
3-heptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril
3-oktylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril
3-cyklopentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril

. 3-cyklohexylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril
. 3-cykloheptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril
. 3-diethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril

. 3-methylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril

. 3-N-morfolinylpyrazin-2,5-dikarbonitril

literatuie

dosud

Vytvofené slouteniny byly popsany elementarni analyzou, teplotou tani, IC spektrem, 'H a

C NMR spektry.
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