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. Seznam pouzitych zkratek

Seznam pouzitych zkratek

antiTBC - antituberkulotika

AMB — amfotericin B

ATB - antibiotikum

ATP — adenosintrifosfat

CCM — Czech Collection of Microorganisms (Ceskéa sbirka mikroorganisma)
CDCl; — deuterovany trichlormethan

CIP — ciprofloxacin

CNCTC — Czech National Collection of Type Cultures (Ceska narodni sbirka typovych kultur)
CNS - centralni nervova soustava

DMF — dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonucleic acid (kyselina deoxyribonukleova)
DST - drug susceptibility testing (testovani [ékové nachylnosti)
EMB — ethambutol

EtOAc - ethylacetat

FAS — Fatty Acid Synthase (syntéza mastnych kyselin)
FDA - Food and Drug administration

FLU — flukonazol

GIT — gastrointestinalni trakt

HIV — Human Immunodeficiency Virus

ICso — inhibiéni koncentrace

IL 1/ IL 12 — interleukin 1/12

INF y — interferon gama

INH — isoniazid

IR — infrared spectroscopy (infraervena spektroskopie)
KAOCH - Katedra anorganické a organické chemie
KFCHKL — Katedra farmaceutické chemie a kontroly léCiv
Kl — jodid draselny

MDR-TB — Multi Drug Resistant Tuberculosis

MHB — Mueller HintonGv bujon

MIC — minimalni inhibiéni koncentrace

M/XDR-TB — Multi and Extensively Drug Resistant Tuberculosis
NAD* — nikotinamid adenin dinukleotid (oxidovana forma)
NADH — nikotinamid adenin dinukleotid (redukovana forma)
NMR — nuklearni magneticka resonance

NU — nezadouci uginky

PAS — kyselina para-aminosalicylova

PEN — penicilin G

PHE — fenoxymethylpenicilin

POA - kyselina pyrazinkarboxylova

PZA — pyrazinamid

RIF — rifampicin

RNA — ribonucleic acid (kyselina ribonukleova)

RPMI — Roswell Park Memorial Institute medium
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Sl - selectivity index (index selectivity; SI=ICs,/MIC)

SzU — Statni zdravotni Ustav

TBC — tuberkuléza

TLC - thin layer chromatography (tenkovrstva chromatografie)
TMS — tetramethylsilan

TNF-a — tumor nekrotizujici faktor a

UV — ultraviolet (ultrafialové)

VL - vychozi latka

WHO - World Health Organizatin (Svétova zdravotnicka organizace)
XDR-TB - Extensively Drug Resistant Tuberculosis

5-CI-PZA - 5-chlorpyrazin-2-karboxamid



. Uvod

Tuberkuloza (TBC) je celosvétové rozSifené infekCni onemocnéni, které je fazené
mezi specifické zanétlivé procesy a jez se vyskytuje u lidi tisice let. Pivodcem TBC
jsou urcité kmeny bakterii ze skupiny Mycobacterium (M.) tuberculosis complex, mezi
néz patfi M. tuberculosis, M. bovis, M. africani a M. microti, pfiemz infekce
zpusobena M. tuberculosis je ve vyrazné vétSiné. V soufasné dobé je TBC stale
povazovana za zavazny celosvétovy problém. Svétova zdravotnicka organizace
(WHO) odhaduje, ze tfetina svétové populace je nosi¢em urcitého druhu
mykobaktérii vyvolavajici toto onemocnéni, u vétsiny téchto prenasecl vSak infekce
prechazi do latentni (klidové) formy a klinicky se neprojevuje. V 21. stoleti je kazdym
rokem po celém svété diagnostikovano pfiblizné 8 miliond novych pfipadu
TBC a kazdoroc€né registrovano zhruba 1,5 milionu umrti v ramci této infekce, coz je

alarmujicim dukazem, Zze TBC je stale rozsahlym zdravotnickym problémem.

Bakterie rodu Mycobacteria maji ve srovnani s jinymi humannimi patogeny fadu
specifickych vlastnosti, které vyrazné zvysSuji problematiku a dlouhodobost terapie.
Jedna se zejména o schopnost intracelularniho parazitismu spojenou s moznosti
uritého procenta patogenu prebyvat ve fagocytarnich lysozomech ve stadiu
dormance, tedy ve spankovém rezimu s minimalni metabolickou aktivitou. DalSim

vyraznym specifikem je extrémné lipofilni bunécna sténa a jeji obaly.

Farmakoterapie nekomplikovanych infekci zahrnuje v sou€asnosti zejména
antituberkulotika (anti-TBC) prvni linie, kdy zakladem léCby jsou tfi az Ctyfi anti-TBC
po dobu nejCastgji Sesti az deviti mésicu. U komplikovanych pfipadu (infekce
rezistentnimi kmeny, relapsy, vyrazné nezadouci u€inky) jsou aplikovany i anti-TBC
druhé linie i léky ve fazi klinickych studii, u nichz je nutna dlouhodobég;jsi terapie,
nejCastéji osmnact az dvacet Ctyfi mésicl. Farmakoterapie je poté nutna i s vySSim

poctem anti-TBC (az sedm rGznych ucinnych latek).

Pyrazinamid (PZA), jeden z derivatd pyrazinu (z nichz vychazi zaklad této
rigorézni prace), patfi mezi anti-TBC prvni linie, je obsaZzen ve vSech zakladnich

farmakoterapeutickych rezimech TBC. Mechanismus ucinku pyrazinamidu je
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baktericidni se sterilizujicimi ucinky, zaloZzen pravdépodobné na inhibici vystavby
bunécné stény a je aktivni i proti dormantnim mykobaktériim. PZA je na zakladé
vSeobecné teorie povazovan za proléCivo, jez je vtéle metabolizovano na
pyrazinkarboxylovou  kyselinu (POA), ktera je vlastni ucinnou latkou.
Vzhledem k mechanismu uc€inku, zkraceni doby terapie, relativné nizkému vyskytu
nezadoucich ugink(l (NU) je snaha syntetizovat dal$i derivaty pyrazinu, nejlépe
s vySSi antibakterialni u€innosti v nizSich davkach, s maximalni dostupnosti do mista
uginku, s niz&imi NU a idealn& i za nizkou vyrobni cenu. Zakladni molekulou, na
které je zalozena metodicka Cast této prace (syntéza a hodnoceni), je substituovany
anilid kyseliny 5-chlorpyrazin-2-karboxylové. Samotny 5-chlorpyrazin-2-karboxamid
(5-CI-PZA) byl syntetizovan jiz v 90. letech minulého stoleti, kdy u néj byla zjiSténa
vyznamna in vitro aktivita va&i M. tuberculosis a i dalSim PZA rezistentnim formam
mykobaktérii, coz poukazalo na pravdépodobnost specifického uc€inku této latky,
ktery nebyl predpokladan. Ackoliv potencial antimykobakterialniho ucinku 5-CI-PZA
nebyl dosud v literatufe hloubéji uveden, nadale je zaklad této struktury rozsahle

pouzivan k syntézam dalSich analog.



. Cil prace

Cilem této prace je v teoretické Casti struény souhrn zakladnich specifik TBC, jeji
infekéni agens, prfehled farmakoterapeutik, moznosti 1é€by a soucasny celosvétovy

vyskyt tohoto onemocnéni.

V praktické casti je pak hlavnim cilem pfiprava novych, v literatufe dosud
nepopsanych, derivatl pyrazinu resp. POA, jejich fyzikalné-chemicka charakteristika
dostupnymi metodami a testovani jejich antituberkulotické aktivity. U vybranych latek
i rozsSifenéjSi testovani, tykajici se antibakterialni a antifungalni aktivity proti
konkrétnim kmenum vyrazné patogennich pro ¢lovéka (napf. Staphylococcus
aureus). Priprava derivatl anilidd POA jako potencionalnich antituberkulotik je
soucasti dlouhodobého vyzkumu na Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv
na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové vedeného prof. DoleZzalem a jeho kol.,
tykajiciho se rozsahlé série anilidi. U fady jiz syntetizovanych anilidi byla prokazana
povzbudiva antimykobakterialni aktivita, coz je pravé podpora syntézy novych

derivata a jejich dalSiho testovani.
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IV. Teoreticka cast

1. Tuberkuléza

TBC je celkové infek&ni onemocnéni, Ffazené mezi specifické zanétlivé
procesy, puvodce TBC jsou baktérie rodu Mycobacterium (M.), mezi néz patfi
Mycobacterium tuberculosis (nejCastéjsi lidsky patogen), M. bovis, M. africani
a M. microti. Nazev tuberkul6za je pak odvozen z latinského slova tuberculum =
uzliCek, ktery je patologicko-anatomickym projevem tohoto zanétu. [1] Znamky
tuberkul6zniho onemocnéni byly prokazany jiz na archeologickych nalezech
nejstarSich dob, konkrétné v obdobi neolitu, tedy pfiblizné 7000 let pfed naSim
letopoltem [2] a pravé i vzhledem ke stafi mykobakterialniho rodu Ize tento patogen
povaZzovat za vysoce adaptovany a schopny prekraCovat zakladni mechanismy
lidského imunitniho systému. AZz do poloviny dvacatého stoleti byla TBC jednou
Z nejrozSifenéjSich celosvétovych epidemii. Zakladnim pfinosem pro poznani TBC
a tim i pro zacatek boje proti ni byl objev jejiho plvodce. Dne 24. 3. 1882 v Berliné
pfednesl Robert Koch své sdéleni ,O tuberkuloze®[1], ve kterém byla sepsana
dokumentace o nalezu etiopatologického agens TBC, proto je M. tuberculosis také
Casto oznaCovano jako Kochlv bacil. Na pocCest tohoto objevu byl 24. bfezen
vyhlasen WHO za ,Svétovy den TBC. [1, 2]

1.1. Etiologie tuberkulézy — Mycobacterium tuberculosis complex

M. tuberculosis, M. bovis, M. microti a M. africani — tyto Ctyfi kmeny byvaiji
oznaCovany jako Mycobacterium tuberculosis complex. Bovinni TBC se
v sougasnosti vyskytuje nejméné (v Ceské republice prakticky bez vyskytu) zejména
diky eliminaci postizeného skotu. M. africanum se vyskytuje pouze v oblastech
zapadni Afriky. [3]

M. tuberculosis patfi mezi nejcastéjSi patogen zpusobujici TBC (vice nez 90 %
celosvétoveé, v naSem pasmu prakticky jediny), jedna se o obligatorné aerobni
nesporulujici ty¢ku o velikosti 0,5 x 3-5 uym, s optimalnim rastem pfi teploté 37-38 °C
a dlouhou generacni dobou: 24 - 48 hodin [3], zatimco u béZnych patogenu se jedna

fadové o desitky minut. Bunééné obaly mykobaktérii maji vysoky obsah lipid{
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(znatelny rozdil oproti béznym humannim bakteriim), coz je pfi€inou jejich typickych
vlastnosti jako acidorezistence, alkalirezistence a alkoholrezistence. Vysoce lipofilni
obaly jsou tak jednim zhlavnich dlvodu virulence mykobaktérii, pfispivaji
k maskovani antigennich znakl mykobaktérii (ochrana pfed imunitni odpovédi
hostitele), jsou pfiCinou vzniku rezistence vUiCi fadé antibiotik (bariérova funkce
zpusobuijici snizenou moznost prostupu ATB do loziska infekce) a také umoziuiji
mykobaktériim odolavat vyschnuti a prezivat ve volném prostfedi — v kapénkach
mohou prezivat 1-2 hodiny a jsou odolné i proti nizkym teplotam. [3] Dle sou¢asného
poznani se bunécné stény mykobaktérii skladaji ze tfi vrstev: plazmatické
membrany, bunécné stény a nekovalentné pfipojenych vrstev lipida, glykand

a proteina. [4]

Mykobaktéria jsou schopna fakultativniho parazitismu, v organismu mohou
prezZivat jak intracelularné tak extracelularné v mistech s rdznym pH. Jejich dalsi
vyznamnou vlastnosti je schopnost perzistence, moznost ménit metabolickou aktivitu,
souc€asnou zivotni formu, coz je u TBC dalSim divodem niz8i moznosti dosazeni

uplné eradikace mykobaktérii z organismu pacienta. [3]

DELENi POPULACI MYKOBAKTERIi [5]

1. Mykobaktéria s vysokou metabolickou aktivitou — vyskytuji se extracelularné, v
kavernach, v oblastech se zasaditym pH

2. Mykobaktéria se stfidajici se metabolickou aktivitou — extracelularné, v kaseu,
v neutralnim pH

3. Mykobaktéria s nizkou metabolickou aktivitou — intracelularné nebo

extracelularné v kyselém pH (okraje kaseoznich 1ézi)

v v

vvvvvv
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1.2. Patogeneze tuberkulozy

NejCastéjSim zdrojem infekce mykobaktériemi je kapénkovy pfenos (uvolnéni
aerosolu) z dychacich cest infikovaného pacienta s otevienou formou TBC na

zdravého jedince. [5]

Obecné se uvadi, ze celosvétové je infikovana 1/3 populace, av8ak ne
u kazdého infikovaného vypukne manifestni forma TBC. Manifestace probiha u méné
nez 10 % infikovanych osob (v rizném obdobi od primarni infekce), jeji propuknuti je
zavislé na nékolika faktorech, zejména na genetické predispozici a specifické
charakteristice hostitele a dale na virulenci a mnozstvi inokulentnich mykobaktérii,
kdy je rozhodujici délka a expozice infekci. U vétSiny infikovanych se pak vyviji

tzv. postinfekéni imunita. [3; 5]

Nejvy8Sim rizikem propuknuti TBC je oslabena funkce imunitniho systému,
zejména jeho bunécné slozky. Vyskyt TBC je nejCastéji pozorovan u HIV pozitivnich
jedinct, dale napfiklad u diabetes mellitus, alkoholismu ¢i malnutrici. VysSi rizika jsou
do jisté miry zavisla i na véku nakazenych, a to hlavné u déti ve véku 2-5 let, diky
dozravani bunécénych slozek imunity a také u seniord diky vySSimu vyskytu

pfidruzenych nemoci. [5]

TRADICNi DELENi TBC

1) Primarni tuberkuléza

Vznika jako reakce hostitele na prvni kontakt s mykobakterialni infekci. Po
vdechnuti kapének se infekéni agens dostava do plicnich sklipkl, kde je pohlcovano
alveolarnimi makrofagy, zac¢ina se mnozit a vyvolava tak lokalni zanétlivou reakci.
Neaktivované makrofagy nejsou schopny mykobaktéria usmrtit a k déleni tak dochazi
intracelularné v lysozémech makrofagu. [6] BEhem nékolika hodin se patogeny Sifi
lymfatickou cestou do regionalnich uzlin, které se zvétSuji a spolu se zanétlivym
plicnim loziskem vytvareji primarni tuberkulézovy komplex, tzv. Ghonulv fokus. [3] Ve
vétSiné pfipadd se proces diky rozvoji bunétné imunity spontanné zhoji
(u o€kovanych béhem 10-14 dnd, u neockovanych v prabéhu 4-8 tydnl). Imunitni

systém vSak v zaCatku infekce nema vytvofeny pamétové mechanismy a ohranieni

13



infekce neni spolehlivé u vSech infikovanych. [5] Zakladnimi cytokiny, které usmérnuji
imunitni reakci jsou IL-1 produkovany makrofagy, IL-12 tvofeny dendritickymi
bufkami, INF-y a TNF-a vznikajici v T-lymfocytech CD4+ a CD8+. [7]

Po imunitni aktivaci se T-lymfocyty a aktivované makrofagy shlukuji kolem
loZiska infekce, dochazi tak ke splyvani bunék a oddéleni lozZiska infekce od okolniho
prostoru, toto loZisko je oznaCovano jako granulom, jehoz stfed je vyplnén
nekrotickou tkani a odumfelymi makrofagy. Dle vysledného syrového vzhledu
a konzistence je tento proces nazyvan jako kaseifikace loziska. Reakce imunitniho
systému touto cestou snizi moznost replikace mykobakterii, které vlivem
nepriznivych podminek pfechazi do latentni faze a stavaji se tak perzistory TBC,

které v klidovém stavu mohou u hostitele prezivat Iéta az desetileti. [6]

[1) Postprimarni tuberkuloza

Postprimarni TBC vznika u jiz dfive infikovanych jedinct v dusledku dvou
moznych procesU: exogenni reinfekci (nova mykobaktérialni infekce) nebo
endogenni reaktivaci primarniho loZiska (progrese €i reaktivace primarniho komplexu
— uzlinové nebo plicni komponenty). [5] K reaktivaci primarni TBC dochazi spontanné
nebo na zakladé sniZzené schopnosti imunitniho systému. Reakce imunitniho
systému je podstatné prudSi ve srovnani s primarni TBC, dochazi k zapojeni
pamétovych bunék a vzniku infiltratu s tendenci ohraniCovani procesu a tvorbou
kasedzni nekrozy. Zatimco u primarni TBC pfevlada v bunécné imunité Th1
odpovéd, u postprimarni TBC je spustén i Th2 systém aktivovany pomoci TNF-a
a imunitni reakce probiha zejména na zakladé pamétovych bunék. Vznikajici
granulomy jsou tak znatelné rozsahlejSi a kaseifikace intenzivnéjSi a destruktivnéjsi.
U vétSiny nemocnych nastavaji v této fazi specifické symptomy: napadna unava,
nechutenstvi, vyrazné hubnuti, pokles fyzické vykonnosti, subfebrilie, poceni, suchy,
pozdé&ji produktivni kasel (Easto provazen produkci mukopurulentniho sputa, &i rizné

zavaznou hemoptyzou), ktery je hlavnim Cinitelem kédpenkového rozsevu infekce. [6]
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MIMOPLICNI TBC [1]

Mimoplicni forma TBC se vyskytuje asi u 15 % nemocnych. Béhem vytvareni
primarniho komplexu (i nékolik mésict poté) se mohou mykobaktéria Sifit krevnim

proudem do novych lokalit v plicich a do jinych organi mechanismem hematogenni

mykobaktérii nemusi hematogenni rozsev klinicky manifestovat (letalni forma), stava

se vSak také zdrojem mozné pozdéjsSi mimoplicni TBC.

Déleni

TBC nervové soustavy — zavazna zivot ohrozujici komplikace, mize postihnout

kazdou strukturu CNS, nejCastéjSi lokalizace na mozkovych plenach. VyS$si
komplikace i v mozZnostech terapie — nutnost ucinnych latek prostupujicich pres

hematoencefalickou bariéru.

TBC kosti a kloubll — jedna z nej€astéjSich lokalizaci mimoplicni TBC, nejCastéji byva

postiZzena patef, koleno a kycel.

TBC mocové a pohlavni soustavy — onemocnéni zacina obvykle v oblasti ledvinné

kiry s postupnym Sifenim k ledvinnym papilam, ledvinné panvicce, ureteru

a mocovému meéchyfi, dale mize dojit i k postizeni uteru Ci prostaty.

Tuberkuldzni _perifeni_lymfadenopatie — patfi také mezi CastéjSi formy mimoplicni

TBC, uzliny jsou postizeny v ramci lymfahematogenniho Sifeni patogent z loZiska

infekce.

TBC stfev, pobfisnice a mezenterickych uzlin — rozvoj této infekce muze byt do
zazivaciho traktu prenesen i na zakladé spolknuti kontaminovaného sputa -

vyjimecny pfenos.

TBC kuZe a kozniho vaziva — vznik infekce mize byt z endogenniho i exogenniho

zdroje. Casto vznikaji bolestivé a obtizné se hojici ulcerace.

TBC oka — ¢asto dochazi k jednostrannému postizeni, poSkozené mohou byt vnéjsi

struktury (keratokonjunktivitida), uvea, choriodea &i sitnice.
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TBC ucha - vyjime€na infekce, prubéh spiSe nespecificky odpovidajici zanétu

stfedniho ucha.

TBC nadledvin — v sou€asnosti vzacna pfi€ina manifestni insuficience nadledvin.

1.3. Epidemiologie tuberkulozy

Jiz fadu let je TBC oznaCovana za zavaznou infekéni chorobu celého svéta.
Jedna se 0 onemocnéni, u kterého bylo pavodné o¢ekavano (v ramci WHO), Zze bude
na konci 20. stoleti vymyceno minimalné v zapadni Evropé a v USA. K tomuto
oCekavani vSak dosud nedoslo a TBC zUstava stale podstatnou pfi€¢inou nemocnosti

a umrtnosti v ramci infekCnich onemocnéni. [8]

Z hlediska celosvétového vyskytu TBC, jsou ve WHO vydavany jiz od roku
1994 kazdoroCni vyro¢ni zpravy o narGstu TBC ve svétové populaci. Ve vyroCni
zpravé zroku 2012, prezentujici rok 2011, bylo publikovano, Ze pocCet novych
pfipadi TBC neboli incidence byla zaznamenana u 8,7 milionu lidi, coz
v celosvétovém meéfitku udava 125 pfipadi na 100 000 obyvatel. U 13 % noveé
infikovanych byly rovnéz prokazany HIV pozitivni testy. Celkovy pocet nakazenych
neboli prevalenci pak €inilo zhruba 12 miliont lidi a umrtnost neboli mortalita byla
zaznamenana u 1,4 milionu infikovanych, z €ehoz HIV pozitivnich Cinilo zhruba 31 %.
Asi 93 % pfipadu TBC spada ve svété pod rozvojové zemé. NejvysSi vyskyt TBC je
pak uvadén na Uzemi Asie 59 % (zejména Indie, Cina, Indonésie a Pakistan),
subsaharské Afriky 26 % a vychodniho stfedomofi 7,7 %. Relativni minimum pak
spada pod evropsky (4,3 %) a americky (3 %) region (viz obr. 1). [9] Z téchto
zakladnich parametrd jasné vyplyva, Ze vyssi vyskyt TBC se nachazi zejména v
rozvojovych zemich, kde je vy8Si pocet socialné slabych, dale fada téchto
postizenéjSich uzemi prochazi valeCnymi konflikty a zejména v Africe a Indii je
vysoké procento obyvatel HIV pozitivnich, coZz vyrazné zvySuje riziko infekce TBC,
viz dale. [10]
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Obrazek 1: Odhad incidence TBC ve svété dle WHO v roce 2011 (pocet pfipadi/100
000 obyvatel). Pfevzato se svolenim WHO, WHO document no.

WHO/HTM/TB/2012.6 [9].
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V ramci Ceské republiky je vyskyt TBC na relativné pFiznivé drovni. V roce
2009 byla TBC incidence 6,8/100 000 obyvatel - v praxi byla diagnostikovana u 710
osob, coz je ve srovnani s celosvétovym primérem pozitivni. [11] Od objeveni
streptomycinu (r. 1946) a dalSich antituberkulotik v nasledujicich letech je
zaznamenavan staly pokles incidence TBC. Jediny mirny narlst onemocnéni na
uzemi CR byl pak vniman pouze v prib&hu devadesatych let, kdy byl zpUsoben
pfedevSim pfichodem vy3Siho poctu emigrantl z rozvojovych zemi. Od pocatku 21.
stoleti, kdy doSlo ke stabilizaci pfilivu pfistéhovalcl, je opét zaznamenan pokles
incidence TBC (viz tab. I). [12]

Tabulka I: Hlasené podty pripadii TBC v CR v letech 2001-2008 dle SZU. [12]

NOTIFIKACE TBC V €R 2001 - 2008
ROK TBC DYCH. TBC | CELKEM | /100000

USTROJI JINA OBYVATEL
2001 1185 165 1350 13,1
2002 1037 163 1200 11,8
2003 1011 151 1162 11,4
2004 909 148 1057 10,4
2005 896 111 1007 9,9
2006 856 117 973 9,5
2007 790 81 871 8,4
2008 793 86 879 8,4
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1.4. Epidemiologie rezistentnich forem TBC

V souCasné dobé se stale rozsahleji rozviji celosvétovy problém v Sifeni
multirezistetnich forem M. tuberculosis. Rezistentni formy se déli na dvé zakladni
skupiny — multidrug resistent tuberculosis (=MDR-TB), kdy se jedna o M. tuberculosis
rezistentni na IéCbu dvéma zakladnimi antituberkulotiky prvni linie, zahrnujici v tomto
pfipadé isoniazid a rifampicin. Druha rezistentni forma — extensively drug resistent
tuberculosis (=XDR-TB) je rozSifena rezistenci i na I1éky druhé linie — konkrétné na
fluorochinolinova antibiotika a alespori jedno léCivo ze skupiny intravendznich
aminoglykosidt zahrnujici amikacin, kapreomycin a kanamycin. [13; 14] Délka 1é¢by
téchto komplikovanych forem pak vyzaduje Casto 2 roky a vice a kombinaci 4 a vice
léciv (podstatné delSi 1éCba, nez u klasické formy TBC zahrnujici nej¢astéji palroni
terapii) vzhledem Kk rezistenci a specifickému prubé&hu déleni mykobaktérii a jejich
moznych Zivotnich stadii, coz celkové vyrazné komplikuje jak dostupnost terapie

v fadé statl, tak compliance fady pacientd. [15]

Obé rezistentni formy jsou v souCasnosti pandemickym problémem, jejich
nalez byl stanoven ve v8ech zemich s vyskytem TBC, kde bylo mozné provést testy
na jejich bakterialni pfitomnost, tzv. DST (drug susceptibility testing). [16] Dle WHO
bylo v roce 2011 odhadovano az 400 000 novych pfipadd MDR-TB, z ¢ehoz zhruba
rezistentnich forem 3,7 % vSech pfipadi TBC. Ve srovnani s Cisly z predeslého

reportu nedoslo k vyraznym zménam. [16; 17]

AcCkoliv je prevalence rezistentnich forem celosvétova, nejvysSi procento je
oCekavané vztazeno zejména na rozvojové zemé. NejvysSi pocet téchto pfipadu
spada pod asijsky kontinent, kde Cina, Indie, Pakistan, Bangladés$ a Indonésie tvori
vice nez 50 % celosvétového vyskytu rezistentnich forem TBC. [18] Dale Afrika,
konkrétnéji subsaharska Afrika, spada pod nejzatizené&jSi oblasti v ramci vyskytu
rezistentnich forem TBC. Celkové tyto oblasti patfi pod nejrizikovéjSi Casti svéta
tykajici se v8ech forem TBC. Na vzniku M/XDR-TB se zde do jisté miry podili
synergie TBC s HIV koinfekci, ktera vyrazné ovliviiuje prabéh a lécbu TBC. [19]

Rizikovymi faktory pro vznik infekce M/XDR-TB jsou u pacienta zejména
imunosupresivni stavy (zahrnujici rozsahlou problematiku — zdravotni i socialni rizika)

a relaps tuberkulézy zahrnujici jiz pfedchozi |éCbu. AvSak M/XDR-TB je jiz
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zaznamenavana i jako primoinfekce u neimunosuprimovanych jedincu, coz je dukaz
hrozby rozvoje rozsahlejSi epidemie tohoto typu TBC. [20] DalSim Castym faktorem
ovliviiujicim riziko vzniku rezistentnich kmenl mykobaktérii je 3Spatna indikace
antituberkulotik, neadekvatni nizka davka vedouci k pomalé odpovédi organismu
a stimulaci vzniku rezistence, popripadé aplikace pouze jednoho IéCiva
nedostaCujiciho k eradikaci mykobaktérii a podporujici rezistenci, coz je dano
v nejohrozenégjSich zemich ekonomickou nestabilitou jak léCenych, tak Casto
i praktickych lékaiu. [20]

1.5. Koinfekce tuberkuldézy a HIV a jejich epidemiologie

Koinfekce HIV a tuberkulézy a jejich sou€asna epidemiologie jsou celosvétovée
rozsahlym problémem. Dle WHO udaju bylo v poslednich letech zaznamenano
priblizné 34 miliona lidi nakazenych infekci HIV, z ¢ehoz asi u 15 miliona byla
diagnostikovana i infekce TBC. [21] Z druhého uhlu pohledu, vroce 2011 bylo
zaznamenano 8,7 miliond novych pfipadd TBC, z cehoz u 1,1 milionad (13 %)
nakazenych byla potvrzena infekce HIV, 79 % téchto HIV-pozitivnich TBC pfipadu
bylo zaznamenano v africkém regionu. [9] Jak z prevalence HIV, tak z incidence TBC
jasné vyplyva nepfehlédnutelna synergie mezi témito infekcemi. Dosud v8ak nebylo

podrobné&ji analyzovano, jak se patogeny vzajemné ovliviiuji. [9; 21]

Tuberkuléza je zaznamenana jako nejCastéjsi pfiina smrti u HIV-pozitivnich
pacientu, tento fakt by mél v soufasnosti vést u lidi s diagnostikovanou HIV
k naslednému potvrzeni ¢i vyvraceni mozné infekce TBC a naopak. Aby byla ihned
zahajena komplexni |éCba infikovanych pacientd. Riziko vyskytu TBC u HIV
pozitivnich jedincu je 21 — 37krat vy$Si nez u HIV negativnich. Pfekvapivé vSak HIV
infekce nezvySuje riziko vzniku rezistentnich forem TBC, jak bylo plvodné
odhadovano, ztéchto duvodu je toto zjiSténi v souCasné dobé téz v procesu
hlubSich vyzkumd. [22] Dosud bylo v rozsahlé meta-analyze zjisténo, ze u HIV
pozitivnich jedincl je vysoké riziko pfenosu primarni infekce TBC, zatimco rezistentni
formy jsou na HIV infekci zcela nezavislé. [23; 24] V dalSich méné rozsahlych
studiich zaméfenych na jednotlivé staty byl publikovan pouze mirny rozdil, z 83 statl
byl pouze v 7 z nich potvrzen vysSi vyskyt M/XDR-TBC u HIV pozitivnich, av8ak ani
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jeden ze statd nespadal na uzemi subsaharské Afriky, kde je vyskyt HIV nejvySSi

a neukazoval na jasnou souhru vyskytu M/XDR-TBC s HIV. [24]

Jak u samotné tuberkuldzy nebo HIV, tak u synergie obou zavaznych
onemocnéni se WHO stale snazi vyhledat nejlepSi moznou cestu prevence a terapie

téchto infekci, aby nedochazelo ke stale rozSifenéjsi celosvétové pandemii.
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2.Farmakoterapie tuberkulozy

Standardni farmakoterapie nekomplikované tuberkulézy probiha nejCastéji pinych
Sest mésicu. U komplikovanych pfipadu, zejména u 1éEby rezistentnich forem TBC,
muUze byt terapie prodlouzena az na Ctyfiadvacet mésicu. Lécba TBC je z hlediska
pristupu pacientd pomérné slozita. Casto jde o nemocné ze socialné slabych vrstev
bez dostate¢ného finanéniho zajisténi, nebo o pacienty pochazejici z oblasti
s minimalnim dostupem ke kvalitni zdravotnické pécCi a tim padem i s nizkou
dostupnosti  kvalitnich antituberkulotik, z ¢ehoz vyplyva zakladni problematika
samotné |éCby i compliance jednotlivych pacientd. Vzhledem k zacatecni dobré
adherenci pacienta k 1éEbé dochazi k vymizeni subjektivnich potizi jiz po nékolika
tydnech terapie nekomplikované TBC, kdy na lécbu (diky jeji délce) Casto nasedaiji
nezadouci ucinky lékl, tyto dva fakty Casto zplsobuji vysokou noncompliance
pacienta a samostatné ukonceni 1é¢by. Coz je dle prizkumd WHO asi nejcastg;si

pfi€inou vzniku komplikovanych rezistentnich forem TBC.

Z mnoha duvodu je v pribéhu vyvoje nadale fada novych antituberkulotik a to
z duvodu finanéni dostupnosti pro pacienty po celém svété, snahy o zkraceni terapie
a minimalizaci nezadoucich u¢inkd a samoziejmé& snaha o postupné vymizeni
infekce TBC.

2.1. Antituberkulotika prvni linie

2.1.1. Isoniazid (INH)

H
0 N
NH,

o

™
N
Isoniazid, chemicky hydrazid kyseliny isonikotinové, byl, podobné jako
pyrazinamid, objeven hledanim analogu antituberkuloticky uc¢inného nikotinamidu.
Jedna se o prvni peroralni, celkové druhé (1. streptomycin, intravenézni, r. 1946)

antituberkulotikum objevené roku 1952. [25]
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Mechanismus ucinku: Isoniazid puUsobi selektivné a baktericidné na extra-
i intracelularni aktivné rostouci M. tuberculosis, u neaktivnich forem pusobi
bakteriostaticky. Jedna se o inhibitor esencialnich enzymu podilejicich se na tvorbé
mykolovych kyselin mykobaktérii, které jsou podstatné pro tvorbu bunécné stény.
[26] Isoniazid je mykobakterialni endogenni katalasou-peroxidasou KatG za ucasti
NAD" oxidovan na reaktivni nestabilni meziprodukt, ktery se stabilizuje vazbou na
NADH. Vznika tak kovalentné vazany adukt INH-NAD, ktery pak pusobi jako inhibitor
fady enzymovych systému mykobaktérie vyuzivajici pravé NAD Kk syntéze
mykolovych kyselin bunécné stény. NejvyznamnéjSim inhibovanym enzymem je
enoyl ACP reduktasa, ktera je soucasti enzymatického komplexu FAS I, je tak

zakladni pro tvorbu mykolovych kyselin. [27; 28]

Rezistence: Casta. Nejéast&ji inhibice KatG. [29] Pfi 1é8b& TBC vzdy v kombinaci

i s jinymi léky. Samostatné vyuZiti pouze k profylaxi. [26]

2.1.2. Rifampicin (RIF)
CH;

Rifampicin je fazen do skupiny ansamycinovych antibiotik, zaklad struktury
tvofi makrocyklicky laktamovy kruh. Jedna se o silné baktericidni antibiotikum fazené
do skupiny antituberkulotik, ze kterych ma nejvy$si baktericidni ucinek na spici
i rostouci mykobaktérie. Antimikrobialni spektrum rifampicinu dale vykazuje
baktericidni u€inky na bakterie Staphylococcus aureus, Neisseria meningitis,
Haemophilus influenzae, chlamydie a legionely. Vysoka lipofilita RIF zajistuje
pruchod hematoencefalickou bariérou a umozZnuje tak IéCbu komplikovanych
meningitid. [29; 30]
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Mechanismus u€inku: Inhibice prokaryotické syntézy bakterialnich nukleovych

kyselin vazbou na DNA-dependentni RNA-polymerasu.

Rezistence: NejCastéji mutace rpoB, genu kodujiciho B jednotku DNA-dependentni
RNA-polymerasy. [31]

2.1.3. Ethambutol (EMB)
HO

H
/\/N
N

H

OH

Ethambutol je strukturalné latkou typu jednoduchého aminoalkoholu. Pusobi
bakteriostaticky pouze na rostouci kmeny mykobaktérii. LéEba TBC ethambutolem je

opét mozna pouze v kombinaci s dalSimi antituberkulotiky.

Mechanismus ucinku: Neni dosud zcela objasnén. NejCastéji publikovany
mechanismus u€inku je, vzhledem ke strukturni podobnosti ethambutolu s D-
arabinosou, inhibice arabinosyl transferasy. [32] Jedna se oinhibici polymerizace
arabinanu a z néj vychazejicich komponent, které patfi mezi vyznamné substraty pro

tvorbu bunécné stény mykobaktérii. [32; 33; 34]

Rezistence: Mutace voblasti klastru gend embABC kddujicich arabinosyl
transferasy EmbA, EmbB a EmbC. [34]
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2.1.4. Pyrazinamid (PZA)
0

N

X NH,

 a

N

(pyrazinamid a jeho derivaty jsou hlavnim tématem této rigorozni prace, proto je

této Casti vénovan podrobnéjsi pfehled)

Chemicky se jedna o amid Kkyseliny pyrazinkarboxylové neboli pyrazin-2-
karboxamid. Pyrazinamid je antituberkulotikum zavedené do lécby TBC jiz v roce
1952 [35] a dodnes patfi mezi antituberkulotika prvni volby indikovana hned do
uvodu lécby TBC v kombinaci s rifampicinem, isoniazidem a ethambutolem. Jedna se
o bakteriostatické az baktericidni chemoterapeutikum (v zavislosti na koncentraci)
pusobici ve slabé kyselém prostfedi a s vyznamnou synergii s rifampicinem. Ackoliv
od roku 1952 byla z pyrazinamidu substituovana fada derivatl, stale je ztohoto

hlediska samotny pyrazinamid na vrcholu vyuZiti a u€innosti. [35; 36]

Mechanismus u€inku: Ze vSeobecné uznavané teorie mechanismu ucinku je
pyrazinamid uvadén jako prolécivo, které pronika pasivni difuzi do bakterialni bunky,
kde je pusobenim pyrazinamidasy/nikotinamidasy (PncA) hydrolyzovan na kyselinu
pyrazinkarboxylovou (POA), ktera je vlastni uc€innou latkou. [37] Vznikla POA pak
vystupuje z bufiky do extracelularniho prostoru pasivni difuzi i aktivhim efluxnim
mechanismem. V acidifikovaném extracelularnim prostfedi se pak mala koncentrace
POA vyskytuje v neutralni protonizované formé (HPOA), ktera pasivni difuzi pronika
zpét do intracelularniho prostoru, kde dochazi k jeji akumulaci a diky tomu acidifikaci
plazmy, coz vyznamné puasobi na naruSeni transmembranového protonového
gradientu a inhibici zakladnich vitalnich enzym0 — inhibice syntézy ATP — syntézy
NAD. [38; 39] Tento zakladni a vS8eobecné uznavany mechanismus ucinku je
povazovan za nespecificky déj vychazejici zejména z fyzikalné-chemickych vlastnosti
POA a jez je podporovan i faktem, ze dosud nebyla izolovana rezistentni skupina
M. tuberculosis vi&i samotné POA.
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Rezistence: Nejcastéjsi pficinou je mutace genu pncA (substituce aminokyselin
v promotorové  ¢asti genu), vedouci ke ztraté enzymatické  aktivity

pyrazinamidasy/nikotinamidasy zapficiniujici hydrolyzu PZA na aktivni POA. [35; 40]

PfestoZze vySe uvedena fakta jsou nejuznavanéjSi a podloZzena jiz Fadou
rozsahlych védeckych publikaci, probéhla a stale probiha fada dalSich studii
zjiStujicich mozné alternativni specifické cesty pusobeni PZA/POA na konkrétni

mykobakterialni subcelularni cil.

Mezi tfi v sou€asnosti nejCastéji zminované teorie specifického mechanismu

ucinku patfi inhibice Fatty Acid Synthase I (FAS 1) vliivem PZA/POA a jejich derivat(.

FAS I je komplex enzymU majici podstatny vliv na syntézu vy$Sich mastnych kyselin,
které jsou esencialni slozkou vnéjSich obali mykobaktérii. Tato teorie nebyla dosud
plné prokazana, ale existuje jiz fada studii, které se ji podrobné vénuiji. Pro zajemce
o podrobngjsi informace, odkaz viz [41; 42] DalSi dosud nepotvrzena teorie vychazi
ze strukturalni podobnosti PZA/POA s nikotinamidem a kyselinou nikotinovou,

PZA/POA jsou odhadovany jako falesné analogy nikotinamidu/kyseliny nikotinové

v syntéze NAD" (nikotinamid adenin dinukleotidu). Nikotinamid a kyselina nikotinova

patfi mezi hlavni vychozi latky pro syntézu NAD", z ¢ehoz vychazi pfedpoklad, Zze za
pritomnosti PZA/POA jsou vytésriovany ze syntézy NAD" a dochazi tak ke tvorbé
nefunkénich analog NAD*, nebo je zde predpoklad, Ze mohou mit vliv na inhibici
urcéitych enzymu podilejicich se na syntéze NAD" (napf. inhibice pncA). [43] Treti

nejnovéjsi teorie popisuje PZA/POA jako inhibitor trans-translace. Trans-translace je

specificky ribozomalni pochod, ktery umoznuje uvolnéni a degradaci vzniklého
defektniho proteinového fetézce. [44] Vzhledem k acidifikaci plazmy vzniklé
intracelularni akumulaci POA je odhadovan zvySeny vyskyt defektnich proteinu, které
diky soucasné inhibici trans-translace rovnéz vlivem POA nejsou degradovany,
z ¢ehoz vychazi pfedpoklad vzniku defektnich forem mykobaktérii a jejich usmrceni.

Pro zajemce hlubsi pfehled viz seznam literatury. [44, 45]

| pfes to, Ze od pocCatku zavedeni terapie PZA byla snaha vyvinout jeho nova,
cilengjsi a ucinnéjsi analoga, stale je na vrcholu funkce a vyuZiti prvotni PZA. Studie

zabyvajici se vyvojem analog mély a stale maji zaklad v chemické obméné struktury
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PZA. Mezi rozsahle testované strukturalni obmény patfi zejména jednoduché
substituce pyrazinového jadra, jednoduché obmény karboxamidové funkce, estery
pyrazinkarboxylové kyseliny, N-substituované amidy pyrazinkarboxylové kyseliny
(syntéza a testovani téchto pyrazinovych analog jsou i zakladem metodické Casti této
rigordzni prace) a fada dalSich metodicky slozitéjSich struktur. (stru¢ny souhrn viz

kapitola 3)

Studii vySe uvedené problematiky se jiz fadu let rozsahle vénuje i katedra
farmaceutické chemie a kontroly |éCiv na farmaceutické fakulté v Hradci Kralove, kam

spada tato prace.
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2.2. Antituberkulotika druhé linie, chemoterapeutika a léky v klinickych studiich

Mezi antituberkulotika druhé linie jsou fazena IéCiva indikovana na rezistentni
formy TBC k nékterym I[éCivim prvni linie. Ackoliv jsou v praxi rovnéz
nepostradatelna, maji oproti 1éCivim prvni volby fadu nevyhod, proto k indikaci
dochazi az po zjisténi komplikovanéjsi formy TBC. Nevyhodami je zejména nizsi
ucinnost, vysSi vyskyt vyraznéjSich nezadoucich ucinkl, Casto i nizka terapeuticka
Sife a do urcité miry i nedostupnost nékterych |éCiv (zejména v rozvojovych zemich,

kde je vyskyt TBC nejvyssi).

2.2.1. Aminoglykosidova antibiotika

streptomycin

Jedna se o antibiotika, strukturalné trisacharidy az tetrasacharidy obsahuijici
alespon jeden monosacharid, zavedena do praxe jiz ve Ctyficatych letech dvacatého
stoleti a i v dnesni dobé patfici mezi stale vyuzivana antituberkulotika. [46] Hlavnim
mechanismem ucinku je inhibice bakterialni proteosyntézy diky vazbé na
ribozomovou podjednotku 30S. [47] Vzhledem k nutné dlouhodobé terapii se Casto
vyskytuji hlavni vaznéjSi nezadouci ucinky jako nefrotoxicita a ototoxicita.
V souc€asnosti patfi pod stale vyuzivana antituberkulotika zejména streptomycin
(1946 — zavedeni do terapie TBC) a kanamycin. [46; 47]

28



2.2.2. Glykopeptidova antibiotika

H N\/\A)]\ H NH
2 N N 2

H2N /

kapreomycin

Z hlediska strukturalniho uspofadani jsou tato antibiotika fazena meazi
heteromerni polypeptidy — polypeptidovy systém obsahuje rovnéz rizné glykosidicky
vazané cukry. [48] Jedna se o baktericidni antibiotka, jejichz mechanismus ucinku
spociva ve specifické inhibici syntézy bakterialni bunécné stény. Nezadouci uc€inky
jsou s vyskytem a zavaznosti srovnatelné s aminoglykosidovymi antibiotiky, rovnéz
nefrotoxicita a ototoxicita. Pod léCiva této skupiny indikovana v sou€asnosti spadaji

napfiklad kapreomycin a viomycin. [48; 49]

2.2.3. Kyselina para-aminosalicylova

COOH

OH

NH,

Kyselina para-aminosalicylova (PAS) patfi mezi jedny z prvnich pouzivanych
antituberkulotik, do terapie byla zavedena jiz v roce 1946. [48] Mechanismus ucinku
neni dodnes pfesné znam, je v8ak odhad, Ze stoji na kompetitivni inhibici para-
aminobenzoové kyseliny, tedy na ovlivnéni syntézy dihydrolistové kyseliny. [50]
Nebo, vzhledem ke struktufe PAS, na chelataci Zeleza a ovlivnéni jeho metabolismu
na urovni mykobaktérii. Jeden z dlvodu dfive CastéjSiho vyuziti je i potenciace

uCinku isoniazidu a streptomycinu. V soucasnosti je PAS ve vyspélych statech
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prakticky bez vyuziti. Zejména kvuli ¢astému vzniku rezistence a nutnosti podani
vysokych davek k jeji u€innosti, coz vede i k vysokému vyskytu nezadoucich ucinku.
Na druhou stranu, vzhledem k nizkym nakladovym cenam, drzi v indikaci stale urcité

nezanedbatelné misto v rozvojovych zemich. [48; 50]

2.2.4. Thioamidy isonikotinové kyseliny

N
N N
/ /
S NH; ethionamid S NH, prothionamid

Ethionamid a protionamid jsou hlavnimi latkami této skupiny, v praxi vyuzivané
jiz od padesatych let minulého stoleti. [48] Strukturalné i mechanismem ucinku jsou
blizké isoniazidu, jde o baktericidni latky resp. proléCiva pusobici jako inhibitory
biosyntézy mykolovych kyselin bunééné stény mykobaktérii. [51] Vzhledem k vy3Si
toxicité (Casté GIT poruchy, hepatitida, periferni neuropatie) a ¢asto rychlému rozvoji
rezistence jejich vyuziti v pridbéhu vyvoje dalSich antituberkulotik klesa, ale presto
jsou i v souCasnosti nadale vyuzivany v terapii urc€itych rezistentnich forem TBC,

nebo v terapii lepry. [51; 52]

2.2.5. Cykloserin a terizidon

o}
0 0 N |
// NH
HN HN /
| NH; | N o
o} o}
cykloserin terizidon

Cykloserin i terizidon maji strukturalni zaklad jako cyklicka analoga D-alaninu,
ktery je kliCovou slozkou pentapeptidu tvoficiho peptidoglykan bunécné stény
mykobakterii. Mechanismus u€inku vyplyva z inhibice stavby peptidoglykanu diky
kompetici mezi D-alaninem a cykloserinem/terizidonem. [53] Vzhledem k Castému
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vzniku rezistence a vySSi toxicité pfi dlouhodobé aplikaci (zavraté, deprese,

psychozy, kifeCovité zachvaty) se od terapie témito léky rovnéz upousti. [52]

2.2.6. Fluorochinolony

Ackoliv fluorochinolony nespadaji pfimo do skupiny antituberkulotik, jiZ od
konce 80. let minulého stoleti roste vyuZiti téchto chemoterapeutik i v terapii
TBC. [48] Jedna se o baktericidni chemoterapeutika, jejichz mechanismus ucinku
spociva v inhibici topoizomerazy IlI, enzymu odpovédného za spravné zietézeni
a rozvolnéni superhelikalni DNA béhem replikace. [30] Z konkrétnich latek Ize zminit
jiz star§i ofloxacin a levofloxacin, dale pak novéjSi fluorochinolony
zahrnujici moxifloxacin a gatifloxacin, které jsou v pribéhu 3. faze klinickych studii
v ramci novych indikaci téchto latek, zahrnujici pravé TBC. Z vysledku jejich ucinnosti
a snasenlivosti pfi dlouhodobé terapii bude pak vychazet mozZnost jejich vyuziti
k 1é€bé TBC v budoucnosti. [52; 54] Celkové vSak maiji fluorochinolony v indikaci
Siroky rozsah, jejich baktericidni uc€inek je prokdzan napf. vuci Neisseria
gonnorhoeae, Haemophilus influenzae, Enterobacter spp., Chlamydia pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus a fadé dalSich kmenu. [30]
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moxifloxacin gatifloxacin
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2.2.7. 1,3-oxazolidinony

Stejné  jako  fluorochinolony jsou 1,3-oxazolidinony fazeny meazi
chemoterapeutika av8ak s vyznamnym antituberkulotickym uc€inkem. Jedna se o
mlads$i skupinu latek s mechanismem uc€inku spocivajicim v inhibici syntézy proteint
v Casné fazi translace. [55] Ze zastupcu této skupiny ma v soufasnosti nejvyssi
vyznam a vyuziti linezolid, ktery je zatim jedinym u nas registrovanym, rezervnim
chemoterapeutikem této skupiny. [55] Hlavnim indikacnim vyuzitim je IéCba
nozokomialnich  infekci  vyvolanych  baktérii  Staphylococcus  aureus [56]
a v souCasnosti pravé i terapie MDR-TB a XDR-TB, ktera se nachazi ve druhé fazi
klinickych studii. [57]

(@]
)=
g N N\J\/H
\ / N ch
o} linezolid

DalSimi 1,3-oxazolidinonovymi derivaty, se shodnym mechanismem ucinku
jako u vySe uvedeného linezolidu a v dnesdni dobé rovnéz ve druhé fazi klinickych
studii, jsou AZD5847 [58] — u néhoZ je srovnatelna i toxicita jako u linezolidu,
avSak lepSi biologicka dostupnost [59] a dale PNU100480 (sutezolid), jez je
thioanalogem linezolidu a u kterého byla prokazana vyS$Si terapeuticka Sife a nizsi

nezadouci ucinky. [59]

AZD5847
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2.2.8. DalSi chemoterapeutika, ATB a nova potencionalni antituberkulotika

V souc€asnosti, vzhledem k pfetrvavajici pandemické situaci TBC, je neustéle
snaha vytvofit vétsi Skalu ucinnych latek. Jedna se jak o zcela nova potencionalni
antituberkulotika, nebo analoga jiz zavedenych antituberkulotik (fada jiz v rdznych
fazich klinickych studii), tak o chemoterapeutika a antibiotika, ktera presto, Ze jsou jiz
fadu let vyuzivana v jinych indikacich, jsou v poslednich letech rovnéz vkladana do
klinickych studii na zjisténi jejich antituberkulotické aktivity. Dale samoziejmé i zcela
nova chemoterapeutika s pfedpokladanou moznosti indikace na vétSi mnozZstvi
bakterialnich kmenu. Celkové je v sou€asnosti ve vyvoji a testovani vy$si mnozstvi

latek, nez za poslednich 40 let. [59]

Mezi  dlouhodobé vyuzivana chemoterapeutika, majici  prokazany
i antituberkuloticky ucinek, patfi stejné jako vySe zmifiované fluorochinolony napf.
clofazimin - strukturalné riminofenazin, ktery je jako antileprotikum v terapii jiZz od
padesatych let 20. stoleti. [58] V dneSni dobé je stale podavan i u nékterych forem
rezistentnich forem TBC, hlavni nevyhodou je jeho vysoka toxicita. [60; 61]
Z klasickych antibiotik je pak pro pfiklad v klinickém hodnoceni i Uu€inek znamého

beta-laktamového ATB a to amoxicilinu s kyselinou klavulanovou. [62]

Mezi strukturalné nova potencionalni antituberkulotika pak patfi vice latek

spadajicich hned do nékolika skupin a to:

e DIARYLCHINOLONY

v s

Nejvyznamnéjsi latkou této skupiny je TMC207 (bedachilin). Mechanismus ucinku
je zaloZen na inhibici protonového pfenaseCe mykobakterialni ATP syntazy [63], coz
je vzhledem k vysoké rozdilnosti tohoto enzymu od eukaryotické bunky idealnim
mistem selektivnhiho plsobeni proti mykobaktériim. [64] V roce 2012 byl TMC207

(bedachilin) zaregistrovan spole¢nosti FDA (Food and Drug Administration) jako
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antituberkulotikum. Jedna se tak, po Ctyficeti letech, o prvni nové registrované

antituberkulotikum. [65] Testovani jeho u€innosti se nachazi ve druhé fazi klinickych

Vv s

nezadouci ucinky ve srovnani s placebo skupinou, Castéji se vyskytovala pouze

nauzea. [59]

TMC207

e PYRROLY

Za nejvyznamngjSiho zastupce této skupiny je povazovana latka LL3858
(sudoterb). [66] Jedna se o derivat pyrrolu, u kterého je vazba na -N pyrrolu
zastoupena strukturou isoniazidu. [67] LL3858 se v sou¢asné dobé nachazi ve druhé
fazi klinickych studii, pfiCemZz mechanismus uCinku nebyl dosud popsan. [66]
V dosavadnich studiich byl zatim prokazan vyrazny baktericidni (resp. inhibicni)
ucinek, v monoterapii silnéjSi nez je popisovdn u monoterapie samotnym

isoniazidem. [67]
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e ETHYLENDIAMINY

Zastupci této skupiny latek jsou strukturalné [1,2]-ethylendiaminova analoga
ethambutolu, prvotniho ethylendiaminového antituberkulotika. [68] Latka SQ109 je v
soucasnosti nejvyznamnéjSim zastupcem této skupiny, nachazi se ve druhé fazi
klinickych studii s pomérné vysokym potencidlem do budoucna. [69] Mechanismus
uCinku SQ109 nebyl dosud konkrétné popsan, predpokladan je vSak odliSny
mechanismus uc€inku od zatim publikovanych, zalozeny na inhibici biosyntézy
bunééné stény mykobaktérii. [59; 70] Ackoliv se jedna o analog ethambutolu, nebyla
prokazana mykobakterialni skfizena rezistence mezi SQ109 a ethambutolem, coz

odlisny mechanismus ucinku potvrzuje. [68]

e NITROIMIDAZOLY

Nitroimidazoly jsou vzhledem k zakladu své struktury popisovany jako rozsSifené
analogy metronidazolu, chemoterapeutika s u€inkem  vO&i  protozoalnim
a anaerobnim bakterialnim infekcim, zavedeného do praxe jiz v Sedesatych letech
minulého stoleti, pfi€emZ byla zvazovana i jeho potencionalni uc€innost na dormantni
stadia mykobaktérii. [59] Vroce 1999 pak skupinou Brooks et al. [71] byla
demonstrovana i jeho mirna ucinnost na mykobakterialni infekce, jak v samostatném
podani, tak v kombinaci s isoniazidem, diky tomu pak byla syntetizovana rozsahlejsi

série jeho analog.

HO

NY metronidazol
NO,
‘@L
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V souCasné dobé jsou mezi nitroimidazoly dvé hlavni testované molekuly
nachazejici se ve druhé fazi klinickych studii, a to PA824 (nitroimidazo-oxazine)
a OPC67683 (nitroimidazo-oxazol). [66] Pfedlohou vzniku téchto dvou latek byla
molekula CGI-17341, u niz byla rovnéz prokazana antimykobakterialni aktivita.
Testovani jeji anti-TBC aktivity vS8ak bylo brzy pferuSeno po zjisténi jeji vyrazné
mutagenni ucinnosti. [59] U obou novych nitroimidazolovych derivatd bylo potvrzené
zachovani jejich anti-TBC aktivity a vyvracena moznost jejich mutagenniho
pusobeni. [72] Jak PA824 tak OPC67683 jsou proléCivy, jejichz pfeména na aktivni
formu je zavisla na specifickych mykobakterialnich enzymech. [66; 73; 74] Konecnym
mechanismem uc¢inku obou latek je pak inhibice biosyntézy lipidd bunécné stény a
inhibice proteosyntézy, zplisobené redukci nitro skupin na PA824 a OPC67683, ¢imz
vznikaji reaktivni dusikaté intermediaty. [73; 74] U PA824 byla navic prokazana
ucinnost jak v aerobnim tak anaerobnim prostfedi, tedy inhibiéni vliv i na dormantni
stadia mykobaktérii, zpusobeny uvolnénim oxidu dusnatého v intracelularnim
prostfedi. [59; 66; 75]

CF3

° PA824

N CF,4

° OPC67683
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Dalsi rozsahlé spektrum novych potencionalnich antituberkulotik riznych struktur
prochazejicich preklinickymi studiemi (napf. BDM31343, DNB1, BTZ043 ,DC-159a)
nebo rdznymi fazemi klinickych studii je uvedeno v fadé pfehledovych ¢&lanku, pro
hlub$i zajem napf. [59; 66; 69].

3. Jednoduché chemické obmény struktury pyrazinu

— potencionalni vyvoj novych antituberkulotik

Brzy po nastupu pyrazinu (50. Iéta 20. stoleti) jako antituberkulotika do bézné
léCebné praxe, byla snaha vyvinout jeho dalSi analoga s vy3Si ucinnosti. Ackoliv je
vyzkum od této doby stale v béhu, doposud se nepodafilo syntetizovat analogum
odpovidajici danym pozadavkim. Mezi prvni pokusy o vyvoj u&innéjSich struktur

patfila jednoducha polohova isomerie pyrazinového jadra vedena Rogersem a kol.

[76]. Jako zakladni obmény byly uvedeny tyto latky: pyrimidin-5-karboxamid (I),
pyridazin-3-karboxamid (ll) a pyridazin-4-karboxamid (lll), pfi€emz ani u jedné latky
nebyla zjisténa vyhodnéjsi aktivita, ¢imz byla zaroven prokazana dulezitost

pyrazinového jadra v jeho ucinnosti.
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Dalsi cCast této kapitoly se zabyva pouze struCnym prehledem jednoduchych

pfipravenych analog pyrazinu.

3. 1. Substituce pyrazinového jadra

Ztéto fady je dosud za nejucinnéjsi latku povazovan 5-chlorpyrazin-2-
karboxamid (5-CI-PZA) publikovany roku 1998 Cynamonem a kol. [77] In vitro aktivita
5-CI-PZA (IV) byla vyrazna jak u zakladniho kmene M. tfuberculosis, tak u méné
Castéji se vyskytujicich jako: M. bovis, M. avium, M. smegmatis a M. kansasii,

prekvapivé pak i na rezistentni formu M. tuberculosis vuci PZA. Vzhledem k ucinnosti
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i na rezistentni formy mykobaktérii vznikl pfedpoklad moznosti rozdilného
mechanismu ucinku, nez byl do té doby publikovan u samotného PZA, coz bylo brzy
potvrzeno zjisténim, ze 5-CI-PZA pulsobi jako inhibitor FAS 1. | pfes tato stanovena
fakta nebyla dosud publikovana in vivo aktivita 5-CI-PZA. V roce 2012 pak Sayahi
a kol. publikovali, Ze v provadénych experimentalnich méfenich byla potvrzena lepSi
afinita 5-CI-PZA v kompetitivni vazbé na NADPH vazebné misto FAS I, nez u
nesubstituovaného PZA. [78]

)i X NH,
- (V)

Dalsi jednoduché substituce pyrazinového jadra nejCastéji zahrnovaly
zavedeni amino- nebo hydroxylové skupiny do poloh 3, 5 a 6 [76], Zadna z nové

syntetizovanych struktur vSak nebyla publikovana jako vyznamné aktivni.

3. 2. Funk¢ni derivaty karboxylovych kyselin

e jednoduché obmény karboxyloveé funkce

Mezi zakladni jednoduché obmény karboxylové funkce spada zejména pfiprava
acylhalogenidd (nejCastéji acylchloridll) a anhydridu. Tyto skupiny jako ucinné latky
maji prakticky nulovy potencial, vzhledem k tomu, Ze se jedna o velmi silné reaktanty,
¢imZ neni mozné jejich uZiti v 1é€ebné praxi. Jejich vyuZiti je vSak vzhledem k silné

reaktivité vyhodné pro syntézu dalSich latek.

Samotné acylchloridy jako nejreaktivnéjSi z acylhalogenidl jsou pfipravovany
reakci karboxylové kyseliny se silnym c&inidlem, nejCastéji SOCI,, POCI; a PCls
(vyuziti v metodické Casti této prace). [79] Ze vzniklého acylchloridu je pak mozna, za
pritomnosti karboxylové kyseliny a pyridinu (deprotonacni €inidlo), pfiprava anhydrid(
rovnéz vyuzitelnych k dalSim syntézam. DalSi zakladni metodou pfipravy anhydridd
je pak reakce dvou karboxylovych kyselin za pfitomnosti silného dehydratacniho
¢inidla (acetanhydrid, trifluoracetanhydrid, aj.). [79, 80]
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o estery pyrazinkarboxylové kyseliny

Estery karboxylovych kyselin jsou celkové ve farmaceutické chemii Casto
vyuzivanym postupem pro vznik lipofilngjSich proléciv dané ucinné latky, které maji
vyznam zejména pro zlepSeni farmakokinetiky, respektive biologické dostupnosti
léCiva. V 90. letech 20. stoleti byla tato teorie vyuzita tymem Cynamon a kol. [81; 82]
i pro pfipravu série esterd POA i jejich dalSich derivata. V in vitro testovani byl
u nékterych latek zjistén vyraznéjSi narust u€inku oproti PZA a dokonce i rozSifeni
antimykobakterialni aktivity na M. avium a M kansasii. AvSak vzhledem k vysoké
nestabilité syntetizovanych produktl v lidské plazmé (rychla biodegradace

esterasami) neni jejich praktické vyuziti pfinosné.

Zakladni pfiprava esterl karboxylovych kyselin probiha nejastéji metodou
esterifikace v kyselém prostfedi (nejCastéji za pfitomnosti HoSO4), nebo vyuzitim
vy8e zminénych silngjSich reaktantd jako acylchlorid nebo anhydridy — acylace

alkoholU reaktivnimi Cinidly. [79; 80]
e N-substituované amidy pyrazinkarboxylové kyseliny

V ramci této prace (vzhledem k experimentalni Casti) stoji za zminéni zejména
fenylem N-substituované derivaty PZA neboli anilidy kyseliny pyrazin-2-karboxylové,
které jsou jiz fadu let hlavnim cilem syntézy novych potencionalnich antituberkulotik
na KFChKL Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Prof. Dolezalem a jeho
kolektivem bylo pfipraveno jiz pfes sto riznych anilidd substituovanych na fenylovém
i pyrazinovém jadru. U nékolika z nich byla pak zaznamenana vyznamna MIC
(6,25 pg/ml) vadi rastu M. tuberculosis. Pro zajemce je zde uveden odkaz na hlubSi
tématiku v souhrnu pouzité literatury: [83; 84; 85] Zakladni jednoduchy postup

pfipravy téchto latek je uveden v metodické Casti této prace.

Mezi dal8i vyznamnégjSi derivaty N-substituovanych amidd pyrazinkarboxylové
kyseliny jsou Ffazena napf. aminomethylenova analoga [86; 87] a N-substituované
amidy POA. [88] U nékterych ztéchto syntetizovanych latek byla zaznamenana
povzbudiva in vitro aktivita va&i M. tuberculosis, avSak prozatim u zadné z nich

nebyla publikovana jejich in vivo uc€innost.
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V. Experimentalni ¢ast

4. Pouzité chemikalie, pristroje a analytické metody

Vychozi latky (VL) byly zakoupeny od spole¢nosti Sigma-Aldrich (Schnelldorf,

Némecko).

Pro sledovani a kontrolu priubéhu syntetickych reakci a ovéfeni Cistoty
produktl byla pouzita metoda tenkovrstvé chromatografie (TLC). Jako mobilni faze
byla vyuzita soustava typu: toluen:ethyl-acetat (9:1) nebo hexan:ethyl-acetat (3:1).
Vlastni analyza byla provedena na TLC deskach Merck (Darmstadt, Némecko), Silica
gel 60 Fas4. Detekce vysledkt TLC byla provadéna pod UV lampou emitujici zafeni

o vinové délce 254 nm.

U chemikalii, pouzitych u dale uvedenych reakci, byly ovéfeny zakladni
fyzikalni konstanty. Rozpoustédlo pro pfipravu VL, konkrétné bezvody toluen, bylo
fadné vycisténo a vysudeno. Pro pfipravu findlnich syntetizovanych produktd byl

pouzit bézny, komercné dostupny bezvody aceton.

Nové syntetizované produkty byly separovany pomoci preparativniho
chromatografu CombiFlash® Rf (Teledyne Isco, Inc. Lincoln, Nebraska, USA),
stacionarni faze silikagel, gradientova eluce 0-30 % EtOAc v hexanu, detekéni vinova
délka 280 nm. Teplota tani Cistého produktu byla stanovena v oteviené kapilafe na
pristroji Stuart Scientific, SMP30 (Bibby Sterling STD, UK). Hodnoty jsou

nekorigovane.

TotoZnost pfipravenych latek byla ovéfovana pomoci analyzy 'H-NMR a '3C-
NMR spekter na Katedfe anorganické a organické chemie (KAOCH) za vyuziti
spektrometru Varian Mercury VX-BB 300 a Varian VNMR S500 (Varian Corp., Palo
Alto, CA, USA). Spektra byla zaznamenana v deuterovaném CDCI; nebo DMSO pfi
laboratorni teploté a frekvenci 300 MHz pro 'H a 75 MHz pro '*C, respektive
500 MHz pro 'H a 125 MHz pro 'C za pomoci doc. PharmDr. Jitiho Kune$e, CSc.
Chemické posuny byly zaznamenany jako hodnoty & v jednotkach ppm a jsou

nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu (TMS) pomoci signalu rozpoustédia.

InfraCervena spektra pfipravenych latek byla ziskana metodou zeslabené
totalni reflektance (ATR) na Ge krystalu na pfistroji Nicolet Impact 400 (Nicolet,
Madison, WI, USA) rovnéz na KAOCH.
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Elementarni analyza byla provedena na pfistroji CE Instruments EA-1110
CHN analyser (CE Instruments, Wigan, United Kingdom). VSechny naméfené
hodnoty jsou uvedeny v procentech.

Veskeré chemické vzorce byly vytvofeny pomoci programu ChemDraw Ultra,
verze 12.0.2 (Cambridge Soft, Cambridge, MA, USA). Ke zjisténi miry lipofility
ziskanych sloucenin byly vypocteny jejich log P a Clog P pomoci programu CS
ChemDraw Ultra ver. 12.0. (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).

Praktické vytézky se vztahuji k chromatograficky €istému produktu.

5. Experimentalni méreni lipofility

Experimentalni hodnoty lipofility byly zméfeny pomoci kapalinového
chromatografu Agilent Technologies 1200 SL s detektorem diodového pole
SL G1315C (Agilent Technologies Inc., Colorado Sprins, CO, USA) na Katedfe
fyzikalni chemie Ing. Vladimirem Kubic¢kem, CSc. Na méfeni byla pouzita pfedkolona
ZORBAX XDB-C18 5 pm, 4x4 mm, Part No. 7995118-504 (Agilent Technologies
Inc.), jako kolona pak ZORBAX Eclipse XDB-C18 5 ym, 4,6x200 mm, Part No.
7995118-585 (Agilent Technologies Inc.). K monitorovani procesu rozdélovani byl
pouzit software Agilent ChemStation (verze B.04.02), zahrnujici spektralni modul
(Agilent Technologies Inc.). Jako mobilni faze byla vyuzita smés methanolu (70 %)
a vody (30 %). Pro samotny experiment byly pak nastaveny nasledujici parametry:
prutok kolonou 1,0 ml/min, nastfik vzorku 20 pl, teplota kolony 30 °C, detekce pfi
vinové délce 210 nm a nastaveni monitorovaci vinové délky 270 nm. Retenc¢ni Cas
(tr) byl méfen v minutach. Kapacitni faktor k byl poté vypocten dle vzorce k = (tg-tp),
kde tg je retenéni Cas dané latky a tp mrtvy Cas kolony méfeny jako retencni Cas
methanolického roztoku jodidu draselného (KI). Log kje dekadickym logaritmem

kapacitniho faktoru k.
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6. Biologicka hodnoceni pripravenych latek: postupy

6. 1. Testovani antimykobakterialni aktivity

Antimykobakterialni aktivita byla testovana pomoci mikrodiluéni metody na
mikrotitracnich destiCkach s vizualnim odectem vysledkd na Oddéleni klinické
mikrobiologie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové MUDr. Pavlou Paterovou.
Syntetizované produkty byly in vitro testovany na aktivitu vuéi témto kmenim:
M. avium spp. avium Chester CNCTC My 80/72, M. avium CNTC My 152/73,
M. kansasii Hauduroy CNCTC My 235/80 a M. tuberculosis H37Rv CNCTC My
331/88. Uvedené mykobakterialni kmeny byly zakoupeny od Ceské narodni sbirky
typovych kultur (CNCTC) pfi Statnim zdravotnim ustavu. Slou€eniny byly rozpustény
a nafedény dvojkovym fedénim v DMSO a smiseny s rdstovym médiem Sulovou
pudou o pH = 5,6 (Trios, Praha) na kone¢né koncentrace: 100 — 50 — 25 — 12,5 —
6,25 — 3,13 — 1,56 pg/ml. Mykobakteridlni suspenze byly dale upraveny pro kazdy
jednotlivy kmen nafedénim na 10" a 102 (ziskany ze suspenze o hodnoté 0,5 — 1,0
McFalandovy stupnice), naez nasledovala inokulace mikrotitracnich destiek.
VSechny zkoumané latky byly testovany dvakrat a to pfi dvou riznych koncentracich
mykobakterialni  suspenze. Kultivace testovanych mykobaktérii probihala
v inkubatoru pfi teploté 36 £+ 1°C a to po dobu 10 — 14 dnd, dokud narust
mykobaktérii v kontrolni jamce nebyl dostateCny. Minimalni inhibi¢ni koncentrace
schopna inhibovat viditelny rist mykobaktérii. Pokud se odectené hodnoty MIC pro
fedéni 10" a 10 navzajem ligily o vice neZ jeden krok dvojkového fedéni, testovani
bylo opakovano. Jako standardy byly pfi testovani pouZzity PZA a INH. Latky, u nichz
byla pfi testovani zjiSténa vyznamna mykobakterialni aktivita (MIC = 1,56 - 3,13
Mg/ml), byly nadale testovany shodnou metodou pfi nizSich koncentracich. A to
v fadé: 25 -125-6,25-3,13 — 1,56 — 0,78 — 0,39 ug/ml). Jako standard byl pouzit
INH.

6. 2. Testovani antifungalni aktivity

Antifungalni aktivita pfipravenych latek byla testovana in vitro na Katedfe
lékafskych a biologickych véd (p. ldou Dufkovou) za pouziti mikrodiluéniho
bujéonového testu, konkrétné va&i Candida albicans ATCC 44859 (CA), Candida
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tropicalis 156 (CT), Candida krusei E28 (CK), Candida glabrata 20/1 (CG),
Trichosporon beigelii 1188 (TB), Aspergillus fumigatus 231 (AF), Absidia corymbifera
272 (AC) a Trichosporon mentagrophytes 445 (TM). Testované latky byly rozpustény
vDMSO a nafedény v MHB médiu nebo RPMI 1640 médiu s glutaminem.
Koncentrace DMSO v testovacim médiu nepfesahovala 2,5 % (v/v) celkového
slozeni roztoku. Pomoci kontroly bylo ovéfeno, Ze tato koncentrace DMSO
neovliviiovala rlst testovanych hub. Staticky zpldsob inkubace byl proveden
v glutaminovém meédiu pfi pH = 7 v humidni atmosféfe pfi 35 °C. Délka prubéhu
inkubace byla 24 — 48 hodin (u TM 48 — 72 hodin). Standardy pfi testovani byly
flukonazol (FLU) a amfotericin B (AMB).

6. 3. Testovani antibakterialni aktivity

Antibakterialni aktivita pfipravenych latek byla testovana in vitro metodou
mikrodiluéniho bujénového testu. Nékteré bakterialni kmeny pouzité pro testovani,
doporucované jako standardy pro vyzkum antibakterialni aktivity, byly ziskany od
Ceské sbirky mikroorganismd (CCM) Masarykovy univerzity v Brné. Jedna se o:
Staphylococcus aureus CCM 4516/08, Escherichia coli CCM 4517 a Pseudomonas
aeruginosa CCM 1961. DalSi kmeny vhodné pro test byly klinické isolaty:
Staphylococcus aureus H 5996/08 — meticilin rezistentni (MRSA), Staphylococcus
epidermidis H 6966/08, Enterococcus spp. J 14365/08, Klebsiella pneumoniae
D11750/08, Klebsiella pneumonie J 14368/08 — ESBL pozitivni, pochazejici
z Oddéleni klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. VSechny
uvedené zkouSené kmeny byly vykultivovany na Mueller-Hintonovu agaru pfi teploté
35 °C a nasledné udrzovany na stejném mediu pfi 4 °C. Vypéstovana bakterialni
inokula byla nadale suspendovana ve sterilnim 0,85 % solném roztoku — hustota
suspenze byla upravena na 0,5 dle McFarlanda. Pfipravena suspenze byla poté
pouzita k inokulaci. Testované latky byly rozpustény v DMSO. Jejich aktivita byla
stanovovana v Mueller-Hintonovu bujoénu pfi pH = 7,0; pfiemz koncentrace DMSO
v testovacim médiu nepfesahovala 1 % (v/v) celkového slozeni roztoku (pomoci
kontrol bylo prokazano, Ze uvedena koncentrace DMSO v testovacim médiu
neovliviiuje rust bakterii). Hodnota MIC (=> 95 % inhibice bakterialniho ristu ve
srovnani s kontrolnim vzorkem) byla odeCitdna po 24 a 48 hodinach statické
inkubace pfi teploté 35°C. Jako standardy byly pouzity peniciin G (PEN),
ciprofloxacin HCC (CIP) a fenoxymethylpenicilin (PHE).
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7. Experimentalni méreni cytotoxicity

Mérfeni bunécné toxicity testovanych latek bylo provedeno na Katedre
farmakologie a toxikologie Mgr. Janou Mandikovou na bunécéné linii lidskych jaternich
bunék HepG2 pofizenych z Health Protection Agency Culture Collection (ECACC,
Salisbury, UK), které byly rutinné kultivovany v médiu Minimum Essentials Eagle
Medium (MEM, Sigma-Aldrich) doplnéném 10 % fetalnim bovinnim sérem (PAA,
Biotech, Praha), 1% roztokem L-glutaminu (Sigma-Aldrich) a roztokem
neesencialnich mastnych kyselin (Sigma-Aldrich). VSe probihalo v humidni 5 % CO»
atmosfére pfi teploté 37 °C. Buriky ziskané po upravé v roztoku trypsin/EDTA
(Sigma-Aldrich) pfi teploté 37 °C a poté nadale upravené testovanymi latkami byly
pouzity jako experimentalni skupiny. Buriky HepG2 bez naneseni testovanych latek

byly pouZzity jako skupiny kontrolni.

PFi samotném experimentu byly buriky nasazeny v hustoté 1 x 10*bunék na
jamku do 96-jamkové titraCni desti¢ky. DalSi den byly k bufikdm pfidany upravené
testované latky, pfedem rozpusténé v DMSO a nafedéné tak, aby koneCny roztok
obsahoval méné nez 1 % DMSO v médiu. Testované slou€eniny byly pro inkubaci
pfipraveny v koncentracich 0-100 pM (v deseti riznych koncentracich) v triplikatech
pro kazdou koncentraci. Dale byly pfipraveny nasledujici kontroly: kontrola pro
stanoveni 100 % viability, kontrola pro stanoveni nulové viability (pisobenim 10 %
DMSO), kontrola pro stanoveni pfipadné interakce testovanych latek s pfisluSnym
reagens a kontrola pozadi inkubacniho média. Po 24 hodinach inkubace bylo do
jamek s bunikami a testovanou latkou pfidano reagens pouZzitého kitu. Po dalSich 2
hodinach inkubace v humidni 5 % CO, atmosféfe pfi 37 °C byla pomoci desti¢kového
analyzatoru zaznamenana absorbance pfi vinové délce 490 nm. Standardni
toxikologicky parametr ICsy byl vypoCitan u kazdé z testovanych latek pomoci

programu GraphPad Prism software (verze 5.02.).
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8. Postup pripravy finalnich produktu:
(@] /

N\ \

Z

Cl N

300 mg (2,14 mmol) kyseliny 5-hydroxypyrazin-2-karboxylové bylo
dispergovano ve 30 ml bezvodého toluenu s naslednym pfidavkem 1,0 ml (14 mmol)
thionylchloridu (SOCI,) a 3 kapek bezvodého DMF jako katalyzatoru. [89] Smés byla
zahfivana na olejové lazni pod zpétnym chladi¢em pfi teploté 100 °C (nastaveno
termostatem) po dobu 60 minut. Béhem reakce smés tmavla a vychozi latka se
rozpoustéla. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Po skon&eni reakce byla
reakéni smés ponechana mirné vychladnout. Poté byla rozpoustédla oddestilovana
za snizeného tlaku a zbytky SOCI, byly odstranény opakovanou destilaci
s bezvodym toluenem za sniZeného tlaku (3x 20 ml toluenu). Zbytek po destilaci ve
formé& hnédo-Cervené husté kapaliny byl bez dalSiho Cisténi pouzit do dalSiho kroku

reakce.

Reakéni schéma:
@] O
N N
N OH SOCl,, toluen, DMF N Cl
y
= 100 °C, 1 hod P
HO N Cl N

Vznikly chlorid 5-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny (Cervenohnéda kapalina)

byl nafedén pfiblizné 20 ml bezvodého acetonu. Dale byl pfipraven roztok
prisludného substituovaného anilinu (0,8 molarni ekvivalenty vuci vychozi 5-OH-
POA) s pyridinem (pro navazani zbylého chloridu, 2,0 molarni ekvivalenty)
nafedénych rovnéz ve 20 ml bezvodého acetonu. Roztok chloridu kyseliny byl po
Castech pfikapan do roztoku anilinu s pyridinem. V prabéhu pfidavku se reakéni

smés mirné zahfivala a poCala vypadavat srazenina. Reak¢éni smés byla michana
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zhruba dvé hodiny s kontrolou prubéhu reakce pomoci TLC a nasledné ponechana
k odstani do druhého dne. Rozpoustédla byla oddestilovana za snizeného tlaku,
pripadny zbytek pyridinu byl odstranén azeotropni destilaci s toluenem za snizeného
tlaku. Suchy pevny zbytek byl poté opétovné rozpustén v acetonu, naadsorbovan na
silikagel a odseparovan prostfednictvim preparativnhiho chromatografu CombiFlash®
Rf (silikagel, 10-30 % (V/V) ethyl-acetatu v hexanu). Frakce obsahujici cilovy produkt
byly spojeny a rozpoustédla byla oddestilovana na rotaéni odparce za snizeného
tlaku.

Reakéni schéma:

)i j)‘\ aceton, pyr1d1n

R=3-Br; 3-F; 3-Cl, 4-Cl; 2-OH; 3-OH; 4-OH; 3-CF3; 4-CF3; 2-Cl, 4-Cl, 5-Cl; 3-OH, 4-COOH;
4-isopropyl, -H (bez substituentu)

9. Vychozi latky
5-hydroxypyrazin-2-karboxylova kyselina (Sigma-Aldrich)

e sumarni vzorec: CsHsN>O3 "
e molekulova hmotnost: 140,10 g/mol N
X OH
e log P:-0,33
e Clog P: 0,732 o F

anilin (Sigma-Aldrich)
e sumarni vzorec: CgHsN NH,
e molekulova hmotnost: 93,13 g/mol
e log P: 0,90
e Clog P: 0,915
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3-bromanilin (Sigma-Aldrich)

e sumarni vzorec: CgHegBrN

e molekulova hmotnost: 172,02 g/mol
e log P: 2,06

e Clog P: 2,058

3-fluoranilin (Sigma-Aldrich)
e sumarni vzorec: CgHgFN
e molekulova hmotnost: 111,12 g/mol
e log P:1,30
e Clog P: 1,338

3.4-dichloranilin (Sigma-Aldrich)

e sumarni vzorec: CgHsCIoN

e molekulova hmotnost: 160,02 g/mol
e logP:2,74
e Clog P: 2,599

2.4.5-trichloranilin (Sigma-Aldrich)

e sumarni vzorec: CgH4CIsN

e molekulova hmotnost: 196,46 g/mol
e log P: 2,91

e Clog P: 3,346

3-trifluormethylanilin (Sigma-Aldrich)

e sumarni vzorec: C;HgFsN

e molekulova hmotnost: 161,12 g/mol
e logP:2,15

e Clog P: 2,288
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4-trifluormethylanilin (Sigma-Aldrich)

e sumarni vzorec: C;HgFsN

e molekulova hmotnost: 161,12 g/mol
e logP:2,15

e Clog P: 2,288

2-hydroxyanilin (Sigma-Aldrich)

e sumarni vzorec: CgH;NO

e molekulova hmotnost: 109,13 g/mol
e log P: 0,58

e Clog P: 0,618

3-hydroxyanilin (Sigma-Aldrich)

e sumarni vzorec: CgH;NO

e molekulova hmotnost: 109,13 g/mol
e log P: 0,20

e Clog P: 0,248

4-hydroxyanilin (Sigma-Aldrich)

e sumarni vzorec: CgH;NO

e molekulova hmotnost: 109,13 g/mol
e log P: 0,84

e Clog P: 0,248

4-amino-2-hydroxybenzoova kyselina (Sigma-Aldrich)

e sumarni vzorec: C;H;NO3

e molekulova hmotnost: 153,14 g/mol
e log P: 0,40

e Clog P: 1,056
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4-isopropylanilin (Sigma-Aldrich)

e sumarni vzorec: CgH43N

e molekulova hmotnost: 135,21 g/mol
e log P: 247

e Clog P: 2,342
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10. Nové pripravené latky — finalni produkty

e N-(3-bromfenyl)-5-chlorpyrazin-2-karboxamid
(oznacgeni:SL XI)

N
\ H Br

Cl N

- sumarni vzorec: C41H7BrCIN3;O

- molekulova hmotnost: 312,55 g/mol

- vzhled: bila pevna latka

- log k: 0,6456

- log P: 2,32

- Clog P: 3,085

- ICs0: nedostupné, Sl: nedostupné
- teplota tani: 135,3-136,0 °C

- vytéZnost reakce:

o teoreticka: 668,9 mg
o prakticka: 378,6 mg, (56,6 %)
- IR _spektrum (ATR-Ge; cm™): 3360 v(NH; -CO-NH-); 1693 v(C=0, -CONH-);
1586; 1521; 1455; 1421; 1273; 1251; 1135; 1024; 906; 788; 776; 681
- 'H NMR (500 MHz, CDCl3): d 9.48 (1H, bs, NH), 9.26 (1H, d, J=1.5 Hz, H3),
8.58 (1H, d, J=1.5 Hz, H6), 7.99 (1H, t, J=2.0 Hz, H2"), 7.65 (1H, d, J=8.1 Hz,
H6"), 7.32 (1H, d, J=8.1 Hz, H4"), 7.26 (1H, t, J=8.1 Hz, H5")
- 3C NMR (125 MHz, CDCls): d 159.8, 152.6, 144.3, 142.4, 142.2, 138.2, 130.5,
128.0, 122.8, 122.8, 118.3
- elementarni analyza: vypocteno: C, 42.27 %; H, 2.26 %; N, 13.44 %; nalezeno:
C, 41.93 %; H, 2.07 %; N, 13.28 %.
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e 5-chlor-N-(3-fluorfenyl)pyrazin-2-karboxamid
(oznaceni: SL XIV)

Cl N

sumarni vzorec: C11H;CIFN3;O

molekulova hmotnost: 251,64 g/mol

vzhled: bila az lehce béZova pevna latka
log k: 0,3888

log P: 1,65

Clog P: 2,365

teplota tani: 144,5-145,5 °C

ICs0: nedostupné, Sl: nedostupné

vytéznost reakce:

o teoreticka: 538,5 mg

o prakticka: 301,56 mg (56,0 %)
IR_spektrum (ATR-Ge; cm™): 3364 v(NH; -CO-NH-); 1679 v(C=0, -CONH-);
1616; 1532; 1442; 1273; 1153; 1132; 1024; 875; 785; 682; 663
'H NMR (300 MHz, CDCls): d 9.53 (1H, bs, NH), 9.27 (1H, d, J=1.4 Hz, H3),
8.58 (1H, d, J=1.4 Hz, H6), 7.74-7.67 (1H, m, H2"), 7.42-7.29 (2H, m, H5", H6"),
6.94-6.84 (1H, m, H4")
'3C NMR (75 MHz, CDCls): d 163.0 (d, J=245.4 Hz), 159.9, 152.6, 144.3, 142.4,
142.2, 138.4 (d, J=10.9 Hz), 130.3 (d, J=9.4 Hz), 115.2 (d, J=3.2 Hz), 111.8 (d,
J=21.4 Hz), 107.4 (d, J=26.6 Hz)
elementarni analyza: vypocteno: C, 52.50 %; H, 2.80 %; N, 16.70 %; nalezeno:
C, 52.33 %; H, 2.84 %; N, 16.55 %.
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e 5-chlor-N-(3,4-dichlorfenyl)pyrazin-2-karboxamid

(oznaceni: SL XIII)

Cl

Cl N

sumarni vzorec: CgH11CI3N3O

molekulova hmotnost: 302,54 g/mol
vzhled: bila pevna latka

log k: 0,8807

log P: 2,61

Clog P: 2,683

ICs0: 9,10 pmol/l, SI: 0,88 pg/ml
teplota tani: 185,5-186,9 °C

vytéznost reakce:

o teoreticka: 647,4 mg

o prakticka:563,2 mg (87,0 %)
IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3354 v(NH; -CO-NH-); 2360; 2342; 1692 v(C=0, -
CONH-); 1578; 1520; 1478; 1463; 1458; 1388; 1133; 1024; 919; 882; 824; 668
'H NMR (300 MHz, DMSO0):3 9.49 (1H, bs, NH), 9.25 (1H, d, J=1.4 Hz, H3),
8.57 (1H, d, J=1.5 Hz, H6), 7.97 (1H, d, J=2.5 Hz, H2"), 7.57 (1H, dd, J=8.7, 2.6
Hz, H6"), 7.44 (1H, d, J=8.7 Hz, H5")
3C NMR (75 MHz, DMSO): & 159.87, 152.77, 144.25, 142.43, 141.95, 136.40,
133.08, 130.74, 128.29, 121.49, 119.01
elementarni analyza: vypocteno: C, 43.67 %; H, 2.00 %; N, 13.89 %; nalezeno:
C, 43.81 %; H, 2.24%; N, 14.03 %.
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e 5-chlor-N-(2,4,5-trichlorfenyl)pyrazin-2-karboxamid
(oznaceni: JZ 63)
Cl

Cl

Iz

= Cl

Cl N

sumarni vzorec: C11HsCl4N3O

molekulova hmotnost: 336,99 g/mol

vzhled: bila pevna latka

log k: nedostupné

log P: 3,16

Clog P: 3,398

ICs0: nedostupné, Sl: nedostupné
teplota tani: 189,3-192,4 °C

vytéznost reakce:

o teoreticka: 721,2 mg

o prakticka: 403,9 mg (56,0 %)
IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3332 v(NH; -CO-NH-); 2360; 2342; 1690 v(C=0, -
CONH-); 1574; 1511; 1459; 1366; 1258; 1143; 1074; 1022; 901; 887; 669
'H NMR (300 MHz, CDCls): d 10.13 (1H, bs, NH), 9.25 (1H, d, J=1.2 Hz, H3),
8.82 (1H, s, H3"), 8.63 (1H, d, J=1.2 Hz, H6), 7.54 (1H, s, HE")
'3C NMR (75 MHz, CDCls): d 160.0, 153.0, 144.3, 142.8, 141.9, 133.3, 132.1,
130.1, 128.1, 122.0, 121.9
elementarni analyza: vypocteno: C, 39.21 %; H, 1.50 %; N, 12.47 %; nalezeno:
C, 39.49 %; H, 1.57 %; N, 12.42 %.
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5-chlor-N-(3-trifluormethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid
(oznaceni: SL XIX)

o

sumarni vzorec: C1oH;CIF3N3sO

molekulova hmotnost: 301,65 g/mol

vzhled: bila pevna latka

log k: 0,6432

log P: 2,41

Clog P: 3,128

ICs0: 41,39 pmol/l, Sl: 3,99 ug/ml
teplota tani: 121,5-122,5 °C

vytéznost reakce:

o teoreticka: 645,5 mg

o prakticka: 458,3 mg (71,0 %)
IR spektrum (ATR-Ge; cm™):3367 v(NH; -CO-NH-); 2359; 1686 v(C=0, -CONH-);
1608; 1544; 1453; 1340; 1325; 1136; 1119; 1071; 1024; 918; 903; 802; 699; 660
'H NMR (300 MHz, CDCl3): d 9.60 (1H, bs, NH), 9.27 (1H, d, J=1.4 Hz, H3),
8.59 (1H, d, J=1.4 Hz, H6), 8.03 (1H, bs, H2"), 7.95 (1H, d, J=8.0 Hz, H4"), 7.52
(1H, t, J=8.0 Hz, H5"), 7.44 (1H, d, J=8.0 Hz, HE")
'3C NMR (75 MHz, CDCl3): d 160.1, 152.8, 144.3, 142.5, 142.1, 137.5, 131.7 (q,
J=32.4 Hz), 129.8, 123.7 (g, J=272.6 Hz), 122.9, 121.6 (q, J=3.7 Hz), 116.6 (q,
J=4.0 Hz)
elementarni analyza: vypocteno: C, 47.78 %; H, 2.34 %; N, 13.93 %; nalezeno:
C, 47.95 %; H, 2.42 %; N, 13.80 %.
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5-chlor-N-(4-trifluormethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid

(oznaceni: JZ 83)

Joacd

sumarni vzorec: C1oH;CIF3N30

molekulova hmotnost: 301,65 g/mol

vzhled: bila pevna latka

log k: 0,7035

log P: 2,41

Clog P: 3,128

ICs0: 8,50 pymol/l, Sl: 1,64 pg/ml
teplota tani: 179,8-181,1 °C

vytéznost reakce:

o teoreticka: 644,6 mg

o prakticka: 503,5 mg (78,0 %)
IR_spektrum (ATR-Ge; cm™): 3372 v(NH; -CO-NH-); 2359; 1690 v(C=O,
CONH-); 1530; 1412; 1322; 1315; 1162; 1143; 1119; 1066; 1028; 902; 846; 666
'H NMR (300 MHz, CDCls): d 9.63 (1H, bs, NH), 9.28 (1H, d, J=1.2 Hz, H3),
8.59 (1H, d, J=1.2 Hz, H6), 7.90-7.84 (2H, m, AA’, BB’, H3", H5"), 7.69-7.62
(2H, m, AA", BB’, H2", H6")
'3C NMR (75 MHz, CDCl3): d 160.1, 152.8, 144.3, 142.4, 142.1, 140.0, 126.8 (q,
J=32.9 Hz), 126.5 (q, J=4.0 Hz), 123.9 (q, J=271.7 Hz), 119.5
elementarni analyza: vypocteno: C, 47.78 %; H, 2.34 %; N, 13.93 %; nalezeno:
C, 47.58 %; H, 2.28 %; N, 13.71 %.
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¢ 5-chlor-N-(2-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamid
(oznaceni: JZ 89)

Iz

= OH

Cl N

sumarni vzorec: C11HgCIN3O»

molekulova hmotnost: 249,65 g/mol

vzhled: slabé Zluta praskovita latka
log k: 0,2483

log P: 1,10

Clog P: 1,769

ICs0: 30,00 pmol/l, SlI: 2,39 ug/ml
teplota tani: 220,9-221,6 °C

vytéznost reakce:

o teoreticka: 356,4 mg

o prakticka: 164,0 mg (46,0 %)
IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3319 v(NH; -CO-NH-); 3090; 1655 v(C=0,-CONH-);
1551; 1454; 1373; 1314; 1284; 1241; 1150; 1116; 1020; 907; 856; 758; 699
'H NMR (300 MHz, DMSO): d 10.35 (1H, s, OH), 10.07 (1H, bs, NH), 9.13-9.11
(1H, m, H3), 8.95-8.93 (1H, m, H6), 8.28 (1H, dd, J=8.0 Hz, J=1.4 Hz, H3"),
7.02-6.81 (3H, m, H4", H5", HE")
3C NMR (75 MHz, DMSO): d 159.5, 151.4, 146.9, 143.6, 143.4, 143.1, 125.8,
124.9, 119.6, 119.5, 115.0
elementarni analyza: vypocteno: C, 52.92 %; H, 3.23 %; N, 16.83 %; nalezeno:
C, 53.01 %; H, 3.40 %; N, 16.98 %.
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5-chlor-N-(3-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamid
(oznaceni: SL XVI)

Cl N

sumarni vzorec: C11HgCIN3O»

molekulova hmotnost: 249,65 g/mol

vzhled: pevna nazloutla latka
log k: -0,0529

log P: 1,10

Clog P: 1,539

ICs0: 32,10 pmol/l, SlI: 1,28 ug/ml
teplota tani: 225,1-226,3 °C

vytéznost reakce:

o teoreticka: 534,3 mg

o prakticka: 208,4 mg (39,0 %)
IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3318 v(NH; -CO-NH-); 3268; 1682; 1666 v(C=0, -
CONH-); 1615; 1544; 1451; 1279; 1196; 1137; 1116; 1022; 895; 784; 685
'H NMR (300 MHz, DMSO): d 10.63 (1H, bs, NH), 9.53 (1H, s, OH), 9.16 (1H, d,
J=1.4 Hz, H3), 8.98 (1H, d, J=1.4 Hz, H6), 7.50 (1H, t, J=2.1 Hz, H2"), 7.34-7.28
(1H, m, H4"), 7.19 (1H, t, J=8.1 Hz, H5"), 6.65-6.57 (1H, m, H6")
3C NMR (75 MHz, DMSO): d 160.9, 157.7, 151.0, 144.2, 144.2, 143.1, 139.2,
129.5,111,7,111.6, 107.8
elementarni analyza: vypocteno: C, 52.92 %; H, 3.23 %; N, 16.83 %; nalezeno:
C,53.13%; H, 3.22 %; N, 16.72 %.
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e 5-chlor-N-(4-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamid
(oznaceni: SL XVII)
OH

Cl N

sumarni vzorec: C11HgCIN3O»

molekulova hmotnost: 249,65 g/mol

vzhled: Zluta pevna latka

log k: -0,1379

log P: 1,10

Clog P: 1,539

ICs0: 68,60 pmol/l, SlI: 5,47 pg/ml
teplota tani: 204,8-206,7 °C

vytéznost reakce:

o teoreticka: 534,3 mg

o prakticka: 240,4 mg (45,0 %)
IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3339 v(NH; -CO-NH-); 3291; 1689 v(C=0, -CONH-);
1639; 1602; 1554; 1510; 1444; 1264; 1219; 1142; 1115; 1026; 901; 836; 809;
668
'H NMR (300 MHz, DMSO): d 10.49 (1H, bs, NH), 9.32 (1H, s, OH), 9.06 (1H, d,
J=1.4 Hz, H3), 8.87 (1H, d, J=1.4 Hz, H6), 7.67-7.58 (2H, m, AA’, BB’, H2’,
H6), 6.77-6.69 (2H, m, AA’", BB’, H3", H5")
'3C NMR (75 MHz, DMSO): d 160.4, 154.4, 150.9, 144.3, 144.0, 143.0, 129.8,
122.5,115.2
elementarni analyza: vypocteno: C, 52.92 %; H, 3.23 %; N, 16.83 %; nalezeno:
C, 53.07 %; H, 3.11 %; N, 16.57 %.
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¢ kyselina 4-(5-chlorpyrazin-2-karboxamid)-2-hydroxybenzoova

(oznaceni: JZ 94)
COOH

Cl N

sumarni vzorec: C1oHgCIN3O4

molekulova hmotnost: 293,66 g/mol

vzhled: lehce nazloutla pevna latka
log k: nedostupné

log P: 0,66

Clog P: 2,246

ICs0: nedostupné, Sl: nedostupné
teplota tani: 240,0-244,0 °C

vytéznost reakce:

o teoreticka: 628,8 mg

o prakticka: 113,0 mg (18,0 %)
IR_spektrum (ATR-Ge; cm™): 3389 v(NH; -CO-NH-); 1694 v(C=0, -CONH-);
1600; 1133; 1024; 785
'H NMR (300 MHz, DMSO): d 10.62 (1H, bs, NH), 9.09 (1H, d, J=1.1 Hz, H3),
8.91 (1H, d, J=1.1 Hz, H6), 7.66 (1H, d, J=8.5 Hz, H5"), 7.36 (1H, d, J=2.1 Hz,
H2%), 7.21 (1H, dd, J=8.5 Hz, J=2.1 Hz, H6")
3C NMR (75 MHz, DMSO): d 171.9, 163.0, 161.2, 151.1, 145.4, 144.3, 1441,
143.1, 130.6, 109.6, 107.6
elementarni analyza: vypocteno: C, 49.08 %; H, 2.75 %; N, 14.31 %; nalezeno:
C, 48.86 %; H, 2.79 %; N, 14.17 %.
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5-chlor-N-(4-isopropylfenyl)pyrazin-2-karboxamid
(oznaceni: SL XVIII)

Iz

Cl N

sumarni vzorec: C14H14CIN3O

molekulova hmotnost: 275,73 g/mol

vzhled: bilé Supinaté krystaly
log k: 0,8588

log P: 2,72

Clog P: 3,633

ICs0: 14,44 pmol/l, SlI: 2,55 ug/ml
teplota tani: 151,1-152,8 °C

vytéZnost reakce:

o teoreticka: 590,1 mg

o prakticka: 259,6 mg (44,0 %)
IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3360 v(NH; -CO-NH-); 2959 v(CH3); 2360; 1677
v(C=0, -CONH-); 1594; 1518; 1415; 1310; 1134; 1021; 902; 831; 660
'"H NMR (300 MHz, CDCls): d 9.44 (1H, bs, NH), 9.27 (1H, d, J=1.0 Hz, H3),
8.57 (1H, d, J=1.0 Hz, H6), 7.69-7.61 (2H, m, AA’, BB’, H2", H6"), 7.30-7.22
(2H, m, AA", BB’, H3", H5"), 3.01-2.83 (1H, m, CH), 1.26 (6H, d, J=6.9 Hz, CH3)
'3C NMR (75 MHz, CDCls): d 159.6, 152.2, 145.8, 144.2, 142.7, 142.3, 134.7,
127.1,119.9, 33.6, 24.0
elementarni analyza: vypocteno: C, 60.99 %; H, 5.12 %; N, 15.24 %; nalezeno:
C,61.11 %; H, 5.27 %; N, 15.41 %.
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e 5-chlor-N-fenylpyrazin-2-karboxamid
(oznaceni: JZ 90)

Cl N

sumarni vzorec: C11HgCIN3sO

molekulova hmotnost: 233,65 g/mol

vzhled: bila krystalicka latka
log k: 0,2860

log P: 1,49

Clog P: 2,206

ICs0: 2,55 pmol/l, SI: 0,19 pg/ml
teplota tani: 157,2-158,1 °C

vytéznost reakce:

o teoreticka: 333,5 mg

o prakticka: 143,0 mg (42,9 %)
IR spektrum (ATR-Ge; cm™): 3323 v(NH; -CO-NH-); 2357; 1667 v(C=0, -CONH-
); 1598; 1536; 1444; 1310; 1137; 1115; 1024; 897; 754; 694
'H NMR (300 MHz, CDCls): d 9.48 (1H, bs, NH), 9.27 (1H, d, J=1.4 Hz, H3),
8.57 (1H, d, J=1.4 Hz, H6), 7.76-7.70 (2H, m, H2", H6"), 7.44-7.36 (3H, m, H3",
H5), 7.22-7.15 (1H, m, H4")
3C NMR (75 MHz, CDCls): d 159.7, 152.3, 144.2, 142.6, 142.3, 137.0, 129.2,
125.0, 119.8
elementarni analyza: vypocteno: C, 56.55 %; H, 3.45 %; N, 17.98 %; nalezeno:
C, 56.38 %; H, 3.57 %; N, 18.05 %.
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11. Vysledky biologickych hodnoceni

11. 1. Antimykobakterialni aktivita

Standardy: pyrazinamid — PZA, isoniazid — INH
Tabulka 1: Vysledky testu — antimykobakterialni aktivita

Testovana latka KMEN (kod)

(kod) M. tuberculosis M. kansasii M. avium
MIC (ug/ml) H37Rv 235/80 80/72
SL XI

M. avium
152

SL XIV

SL Xl

JZ 63

SL XIX

JZ 83

JZ 89

SL XVI

SL XVII

JZ 94

SL XVII

JZ 90

>100

>100

6,25-12,5
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Tabulka 2: Vysledky testli — antimykobakterialni aktivita: RETEST (25 — 0,39 ug/ml)

TESTOVANA LATKA (kod), MIC (ug/ml)
SL XVIl | SL XViil

M. tuberculosis
H37Rv

M. kansasii

235/80

M. avium
80/72

M. avium
152
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11. 2. Antifungalni aktivita

Standardy: flukonazol — FLU, amfotericin B — AMB
Testované fungialni kmeny (kéd, Cislo):

CA1 - Candida albicans ATCC 44859

CT - Candida tropicalis 156

CK2- Candida krusei E28

CG - Candida glabrata 20/I

TA-  Trichosporon asahii 1188

AF-  Aspergillus fumigatus 231

AC- Absidia corymbifera 272

TM-  Trychophyton mentagrophytes 445

Tabulka 3: Vysledky testu — antifungalni aktivita

KMEN TESTOVANA LATKA (kod), MIC (IC80/C50) (umol/l)

(6d) [™SCXI_| SLXV | SLXil | Jz63 | SLXX | Jz83 | FLU | AMB |
I CA1 24h >500 >125 >125 ---* >500 >500 0,25 0,016
48h >500 >125 >125 --- >500 >500 0,5 0,063

CT 24h| >500 >125 >125 ~500 ~500 05 0,063
48h | 500 >125 >125 ~500 ~500 >128 0,063
| ck22an] >500 ~125 >125 ~500 ~500 16 0125
48h || =500 >125 >125 ~500 ~500 32 0125
CG 24n| >500 >125 >125 ~500 ~500 4 0,031
48h | >500 >125 >125 ~500 ~500 16 0125
TA 24h| >500 >125 >125 ~500 ~500 0.25 1
48h | >500 >125 >125 ~500 ~500 05 2
AF 24h [ >500 ~125 >125 ~500 ~500 ~128 0.25
48hl 500 ~125 >125 ~500 ~500 >128 0,125
AC 24h| >500 >125 >125 ~500 ~500 >128 1
48h | =500 >125 >125 >500 ~500 >128 2

TM 48h >500 >125 >125 --- >500 >500 8 1
72h >500 >125 >125 --- >500 >500 16 1

“atku JZ 63 se nepodafilo otestovat, vysrazena v médiu MHB (Mueller Hintonav bujon)

i RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) - vysledky neprukazné
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Tabulka 4: Vysledky testi — antifungalni aktivita (pokracovani)

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd), MIC (1C80/1C50) (umol/l)

(kod) 175789 | SLXVI | SLXVII | JZ94 | SLXVII | JZ90 | FLU |
CA124h| >500 | >500 | »500 | >125 | >125 | >500 | 025 | 0,016
48h | 5500 | >500 | >500 | 125 | 125 | >500 0,5 0,063
CT 24h|| >500 | >500 | >500 | >125 | >125 | >500 0,5 0,063
agh | 5500 | >500 | >500 | »125 | >125 | 500 | >128 | 0,063

| cK2 24h >500 >500 500 >125 >125 >500 16 0,125

48h >500 >500 >500 >125 >125 >500 32 0,125
CG 24h >500 >500 >500 >125 >125 >500 4 0,031
48h >500 >500 >500 >125 >125 >500 16 0,125
| TA 24n >500 >500 >500 >125 >125 >500 0,25 1
48h >500 >500 >500 >125 >125 >500 0,5 2

AF 2an| >500 ~500 ~500 ~125 ~125 ~500 ~128 0.25
48h )l 500 ~500 500 >125 ~125 ~500 ~128 0,125
AC 24h]| >500 ~500 ~500 ~125 ~125 ~500 ~128 1
48h >500 >500 >500 >125 >125 >500 >128 2
™ 48nh] >500 250 250 ~125 ~125 ~500 8 1
72h [ >500 250 250 >125 >125 ~500 16 1

11. 3. Antibakterialni aktivita

Standardy: penicilin G — PEN, ciprofloxacin — CIP, fenoxymethylpenicilin — PHE
Testované bakterialni kmeny (kod, Cislo):

SA - Staphylococcus aureus CCM 4516/08
MRSA- Staphylococcus aureus H5996/08
SE- Staphylococcus epidermidis H 6966/08
EF- Enterococcus sp. J 14365/08

EC- Escheridia coli CCM 4517

KP- Klebsiella pneumoniae D 11750/08
KP-E- Klebsiella pneumoniae J 14368/08
PA- Pseudomonas aeruginosa CCM 1961
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Tabulka 5: Vysledky testli — antibakterialni aktivita

Kmen TESTOVANA LATKA (kod), MIC (ICqg5) (umol/l

(kod) |"SUXI | SLXIV | SLXIl | JZ63 | SLXIX | JZ83 | G-PEN| CIP | PHE |

llsA 24nh] >500 >500 >250 -- >500 >500 0,24 0,98 0,24
48h Il 500 | >500 >250 >500 >500 0,24 0,98 0,24

>500 | >500 >250 >500 >500 125 500 250
48h Il >500 | >500 >250 >500 >500 125 500 500
SE 24h| 500 | >500 >250 >500 >500 || 31,25 250 62,5
48h | >500 | >500 >250 >500 >500 125 250 250
EF 24nh] >500 | >500 >250 >500 >500 7,81 0,98 7,81
| 48h Il >500 | >500 >250 >500 >500 15,62 0,98 7,81

llEC 24h| >500 >500 >250 >500 >500 125 0,06 >500
48h§ >500 >500 >250 >500 >500 125 0,06 >500

KP 24h| >500 >500 >250 >500 >500 250 0,12 >500
48h §i >500 >500 >250 >500 >500 500 0,12 >500

KP-E 24h || >500 >500 >250 >500 >500 >500 >500 >500
48h | >500 >500 >250 >500 >500 >500 >500 >500

IlPA 24h | >500 >500 >250 >500 >500 >500 3,9 >500
48h | >500 >500 >250 >500 >500 >500 >500

sflds

Tabulka 6: Vysledky testu — antibakterialni aktivita (pokracovani)

Kmen TESTOVANA LATKA (kéd), MIC (ICqs5) (umol/l
(kod) | gz 89 [ SLXVI [ SLXVII| Jz94 [ SLXViI| Jz90 | PEN-G | CIP |

SA 24h| >500 >500 >500 >500 >125 >500 0,24 0,98 0,24
48h || >500 >500 >500 >500 >125 >500 0,24 0,98 0,24

MRSA24h | >500 >500 >500 >500 >125 >500 125 500 250
48h Il 500 >500 >500 >500 >125 >500 125 500 500

SE 24h | >500 >500 >500 >500 >125 >500 31,25 250 62,5
48h || >500 >500 >500 >500 >125 >500 125 250 250

EF 24h | >500 >500 >500 125 >125 >500 7,81 0,98 7,81

48h || >500 >500 >500 500 >125 >500 15,62 0,98 7,81

EC 24h | >500 >500 >500 >500 >125 >500 125 0,06 >500
48h || >500 >500 >500 >500 >125 >500 125 0,06 >500

KP 24h | >500 >500 >500 >500 >125 >500 250 0,12 >500
48h || >500 >500 >500 >500 >125 >500 500 0,12 >500

KP-E24h | >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500
48h || >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500

PA 24h| >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500 3,9 >500
48h || >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500 7,81 >500

atku JZ 63 se nepodafilo otestovat, vysrazeni v MBH i RPMI -vysledky neprikazné
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VI. Diskuse a komentar

12.1. Syntéza

Pomoci klasickych metod organické syntézy byly pfipraveny finalni latky této
prace, konkrétné metodou nukleofilni substituce chloridu kyseliny 5-chlorpyrazin-2-
karboxylové (vzniklého halogenaci kyseliny 5-hydroxypyrazin-2-karboxylové)
vybranymi derivaty anilinu, dle postupu Servusova a kol. [90] Reakce probihala za
mirnych podminek, v acetonu za standardni laboratorni teploty, s reakcni dobou
priblizné 2 - 3 hodiny a s prabéznou kontrolou pomoci TLC. Vybrany derivat anilinu
byl do smési pfidavan v poméru 0,8 molarniho ekvivalentu, v této hodnoté z ddvodu
neuplné pfemény Kkyseliny 5-hydroxypyrazin-2-karboxylové kyseliny na chlorid 5-
chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny. lzolované vytéZky finalnich produktu se po
precisténi prostfednictvim preparativniho chromatografu CombiFlash® Rf (silikagel,
10-30 % (V/V) ethyl-acetatu v hexanu) pohybovaly v rozmezi 18 — 78 %, nejCastéji

okolo 50 %. Ziskané finalni produkty jsou nové, v literatufe dosud nepopsané latky.

12.2. Lipofilita finalnich struktur

Lipofilita pfipravenych latek byla vypocitana jako log P a Clog P za pouziti
komeréné dostupného programu CS ChemDraw Ultra ver. 12.0 (CambridgeSoft,
Cambridge, MA, USA). Nadale byla lipofilita stanovena experimentalné jako log k
pomoci RP-HPLC. Kapacitni faktor k byl vypocten dle vzorce k = (tg-tp), kde tg je
retencni Cas dané latky a tp mrtvy Cas kolony mérfeny jako retencni Cas
methanolického roztoku jodidu draselného (KI). Log k je pak dekadickym logaritmem
kapacitniho faktoru k. Odhadovana — vypocitana hodnota log P pak vykazovala
linearni korelaci s experimentalné namé¥enou lipofilitou log k (R? = 0,914, n = 10), viz
graf 1. Latka JZ 89 s 2-OH substituci na fenylovém jadru se nachazi vyrazné pod
pfimkou linearni regrese. To znamena, ze jeji zméfena lipofilita log k je vyssi, nez
odpovida vypoctu. Hydrofilni charakter -OH skupiny je maskovan tvorbou
intramolekularniho vodikového mustku (Obr.2) Struktura JZ 89 byla namodelovana a
energeticky minimalizovana pomoci programu Chem3D (CambridgeSoft) za pouziti

metody MM2 s vychozimi parametry.
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Obrazek 2. Energeticky minimalizovana struktura JZ 89. Tvorba intramolekularniho

vodikového mustku.

hydroxylovou skupinou (-OH), nejvy8Si pak u latek s vicenasobnou substituci

halogenovymi prvky (2,4,5-Cls; 3,4-Cl,). Naméfené hodnoty lipofility neprokazaly

dominantni vliv na antimykobakterialni aktivitu testovanych latek. (viz nize).
Graf 1. Zavislost vypoctené lipofility (log P) na experimentalné zmérené lipofilité

(log k).
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12. 3. Hodnoceni biologické aktivity

U zadné z dvanacti testovanych latek nebyla zaznamenana antifungalni
a antibakterialni aktivita vaci testovanym kmendm. NejvySSi dosazené koncentrace
ulatek SL XllI, SL XIV, SL XVIIl, JZ 63 a JZ 94 byly niz8i nez standardnich 500
pumol/l v dasledku omezené rozpustnosti v testovacim médiu. Déle latku JZ 63 nebylo
na tyto aktivity mozné testovat, jelikoz dochazelo k jejimu vysrazeni v obou
pouzivanych médiich (MBH, RPMI).

Antimykobakterialni aktivita proti kmenu M. tuberculosis byla zaznamenana
témér u vSech testovanych latek, pouze latka JZ 63 nevykazovala zadny ucinek,
pravdépodobné v dusledku vysoké lipofility vedouci ke snizeni rozpustnosti
a vysrazeni v testovacim meédiu béhem inkubace. Vyznamna antimykobakterialni
aktivita byla zjisténa u latek SL XIllII, SL XIV, SL XVI, SL XVII, SL XVIII, SL XIX, JZ
83, JZ 89, JZ 90, JZ 94 a to v rozmezi 1,56 az 6,25 yg/ml. Sest z vy$e uvedenych
struktur (s MIC < 3,13 pg/ml) bylo nadale vybrano pro retest jejich aktivity v nizSich
koncentracich vrozsahu 25 — 125 — 6,25- 3,13 — 1,56 — 0,78 — 0,39 ug/ml.
Testovani v nizSich koncentracich potvrdilo aktivitu vSech retestovanych sloucenin
s vyjimkou SL XVIII. Slou€enina SL XVII v opakovaném testu vykazala sice o dva
kroky dvojkového fedéni vysSi MIC oproti prvnimu testu (puvodné MIC = 3,13 ug/mli,
opakovany test 12,5 ug/ml), nicméné bézna chyba této metody je 1-2 stupné
dvojkového fedéni. Nejvyraznéjsi aktivita byla stanovena u JZ 89 (MIC=0,78 ug/ml) a
JZ 90 (MIC=1,56 pg/ml). Z hlediska struktury jednotlivych derivati anilidd kyseliny
5-chlorpyrazin-2-karboxylové je pak mozné jako nejvyznamnéji aktivni uvést anilidy
substituované -OH skupinou v -ortho a -para poloze, alkylhalogenové derivaty v -
meta a -para poloze (konkrétné -CF3), alkylovy derivat a rovnéz nesubstituovany
anilin. Z uvedenych vysledku tak vyplyva, ze antimykobakterialni aktivita v této sérii
latek neni zavisla na substituci fenylového jadra anilinové ¢asti molekuly. Jsou zde
tolerovany substituenty hydrofilni, lipofilni, elektronakceptorové i elektrondonorové.
Srovnatelné hodnoty antimykobakterialni aktivity dalSich substituovanych anilidu
kyseliny 5-chlorpyrazin-2-karboxylové jsou k porovnani uvedeny i ve vySe zminéném
Clanku Servusova a kol. [90], kde byla vyraznéjSi aktivita zaznamenana vidi
M. tuberculosis a M. kansasii, v obdobném rozmezi hodnot MIC, jaké jsou u latek
publikovanych v této praci. Lipofilita jednotlivych latek rovnéz nehrala vyznamnou roli

v jejich antimykobakterialnim pusobeni, pouze u anilidd s vice halogenovymi
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substituenty, kde byla naméfena vyraznéjSi lipofilita, byla sledovana nizsi

antimykobakterialni aktivita, zpasobena i nizsi rozpustnosti v testovacim médiu.

DalSi vyznamnéjSi antimykobakteridlni aktivita byla zaznamenana vuci kmenu
M. kansasii, ktery je pfirozené rezistentni vici PZA. U latek pouzitych pro retest
antimykobakterialnich aktivit: SL XIX, JZ 83 a JZ 90 byla naméfena MIC= 0,39 pg/ml,
ktera je pro tento kmen neoCekavané vyrazna. Vzhledem k ucCinnosti téchto latek na
kmen M. kansasii rezistentni vac¢i PZA vystupuje vpred pfedpoklad o specifickém
ucinku téchto latek, u kterych je odhadovanym mechanismem uc&inku inhibice FAS |,
ktera byla uvadéna jiz pfi studii 5-CI-PZA. U kmenu M. avium nebyla pozorovana

zadna vyznamnéjSi antimykobakterialni aktivita.

12. 4. Cytotoxicita testovanych latek

Vzhledem ktomu, Ze hepatotoxicita je &astym NU Ffady antituberkulotik
pouzivanych jak bézné v praxi (INH, PZA, RIF), tak u novéjSich IéCiv v klinickych
studiich, je in vitro monitoring hepatotoxicity novych potencialnich anti-TBC bézny
i u nové syntetizovanych latek, aby byl hloubé&ji zvazZen jejich potencionalni prospéch
v Ié¢bé TBC v kombinaci s jiz pouzivanymi IéCivy.

K vyhodnoceni potencionalni hepatotoxicity byly in vitro stanoveny hodnoty 1Cs
u vybranych slou€enin na bunécné linii lidskych jaternich bunék HepG2. Pozorované
snizeni viability bunék HepG2 bylo méfeno za pouziti standardniho protokolu [91]
zaloZeného na kalorimetrické metodé méfeni redukce soli tetrazolu. Tento model byl
vyuzit jiz pro studium hepatotoxicity mnoha prfedeslych potencionalnich anti-TBC
[92, 93]. U vétsiny testovanych slou€enin byla zaznamenana vyznamna toxicita, kdy
se méfena ICsy pohybovala v jednotkach az desitkach pmol/l. Vy8Si hodnoty ICsq
(tj. nizSi toxicita) byly zaznamenany u latek JZ 89, SL XVI a SL XVII, u nichZ kazda
z uvedenych tfi latek obsahuje na pfipojeném fenylovém kruhu vazanou
hydroxylovou skupinu (-OH) v rizné poloze (2, 3 nebo 4). Tento fakt naznacuje, Ze
vazana -OH skupina ma pravdépodobné podstatny vliv na konjugaci tohoto typu
molekuly probihajici pfi jeji metabolizaci (detoxikacni proces). Nadale byly ziskané
hodnoty ICsy pouzity k vypoltu indexu selektivity (SlI), vztahujiciho se
k antimykobakterialni aktivité proti M. tuberculosis H37Rv (Sl = IC5¢,/MIC, po pfepoctu

MIC na jednotky molarni koncentrace umol/l). Zadna ztestovanych sloudenin
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nevykazovala hodnotu SI>10, ktera je povazovana za bezpecnou hranici pro dalSi
vyvoj zkoumané latky. VyznamnéjSi hodnota byla ziskana pouze u latky SL XVII (Sl =

5,47 = SI>5), ktera obsahovala -OH skupinu jako substituent na fenylovém kruhu.
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VIIl. Zavér

Hlavnim ucelem této rigorézni prace bylo dalSi rozSifeni série derivatu
pyrazinamidu/pyrazinkarboxylové kyseliny (PZA/POA), které na Farmaceutické
fakulté v Hradci Kralové probiha jiz fadu let. Zakladni strukturou, z niz tato prace
vychazela, byl anilid kyseliny 5-chlorpyrazin-2-karboxylové, pficemz samotny 5-
chlorpyrazin-2-karboxamid byl jiz v devadesatych letech uveden jako vyznamné

aktivni (viz kapitola 3.1.).

Obsahem uvodni teoretické Casti jsou zakladni informace tykajici se TBC,
zejména etiologie, patogeneze, epidemiologie a souCasné farmakoterapie TBC a
prehledu jeji problematiky v celosvétovem méfitku. RozSifenéji jsou zde uvedena
pouze data shrnujici PZA/POA jako jedno ze zakladnich I&Civ TBC prvni linie, kde je
podrobnéjSi pfehled vztazen na mechanismus ucinku PZA/POA, zahrnujici jak
dlouhodobé& uvadény nespecificky MU, tak novéji odhadované moznosti jeho
specifického ucinku. DalSi SirSi pfehled k PZA/POA uvadi moznosti a postup pfipravy

jednoduchych obmén této zakladni struktury.

V ramci praktické Casti této prace bylo pfipraveno dvanact novych (v literature
dosud nepopsanych) latek typu anilidd 5-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny
s riznou substituci na fenylovém jadfe. Struktura vSech pfipravenych latek byla
charakterizovana IR, elementarni analyzou, a 'H a C NMR spektry, pficemz
analyticka data pfipravenych latek odpovidala ocekavané strukture. U vSech
pfipravenych latek byla testovana antimykobakterialni, antifungalni a antibakterialni
aktivita ve srovnani se standardy (bézné uzivanymi léCivy) a nadale i jejich lipofilita a
hepatotoxicita. Antimykobakterialni aktivita nové pfipravenych latek byla testovana na
Ctyfech vybranych kmenech: M. tuberculosis, M. kansasii a dvou rozdilnych kmenech
M. avium, pfi€emz aktivita vic¢i M. tuberculosis byla u téméf vSech novych struktur
nejvyraznéjsi. VétSina pfipravenych slou€enin vykazala aktivitu vaci M. tuberculosis v
rozmezi MIC = 0,78-6,25 pg/ml. Nejvyraznéjsi, témér 20x vysSi aktivita vadi
M. tuberculosis, v porovnani s PZA (po prepoctu na molarni koncentraci, umol/l), byla
zaznamenana u latky JZ 89 s -OH substituci v —ortho poloze na fenylovém jadru.
U kmene M. kansasii, rezistentniho vici PZA, byla rovnéz zaznamenana vyznamna
antimykobakterialni aktivita u ¢tyf nové syntetizovanych latek (SL XIX, SL XVIII, JZ
83 a JZ 90) v rozsahu MIC = 0,39 az 3,13 pg/ml. U vSech z uvedenych latek byla
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nameérena vysSi lipofilita (substituce 3-CF3, 4-CF3, 4-isopropyl a nesubstituovany
fenyl). Vzhledem k ucinnosti na rezistentni kmen vuc¢i PZA je mozné odhadovat
specificky mechanismus ucinku téchto uvedenych struktur. U obou kment M. avium
a u testovani antifungalniho a antibakterialniho ucinku nebyla pozorovana Zadna

vyraznéjsi aktivita.
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VIIl. Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmaceutické chemie a kontroly |éCiv
Resitel: Mgr. Lenka Slavétinska
Skolitel: Prof. PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D.

Nazev rigordzni prace: Derivaty pyrazinu jako potencionalni antituberkulotika

Cilem této prace byla pfiprava derivatd pyrazin-2-karboxylové Kkyseliny,
konkrétné  substituovanych  anilidd  5-chlorpyrazin-2-karboxylové  kyseliny
s potencionalnim antimykobakterialnim uc€inkem. V teoretické Casti prace je uveden
struény souhrn zakladnich udaji tykajicich se tuberkulézy (TBC) jako infekéniho
onemocnéni. Zejména problematika zabyvajici se etiologii a patogenezi TBC,
epidemiologii, jak bézné tak rezistentni formy TBC a rozsahlou problematikou tykajici
se koinfekce TBC a HIV. Dale je zde popsana zakladni terapie TBC -
antituberkulotika prvni a druhé linie a nadale i IéCiva nachazejici se v rliznych fazich
klinickych studii. Zvlastni pozornost je vénovana pyrazinamidu (PZA), jehoz analoga
jsou hlavnim tématem této prace. V této Casti jsou uvedeny zejména jednoduché
moznosti chemickych obmén pyrazinového jadra (provadénych jiz od 50. let
minulého stoleti a pokradujicich dodnes) a informace ohledné mozZnych specifickych

mechanismech ucinku pyrazinamidu.

V praktické Casti této prace je prezentovana pfiprava 12 novych, v literatufe
dosud neuvedenych latek, konkrétné anilidd 5-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny.
Pripravené latky jsou zde charakterizovany teplotou tani, IR, 'H a *C NMR spektry
a elementarni analyzou. VSechny pfipravené latky byly podrobeny in vitro testovani
na antimykobakterialni aktivitu proti M. tuberculosis H37Rv, M. kansasii a dvéma
riznym kmendm M. avium. VétSina pfipravenych sloucenin vykazala aktivitu vadi
M. tuberculosis v rozmezi MIC = 0,78-6,25 ug/ml. Nejvyraznéjsi, témér 20x vysSi
aktivita vaci M. tuberculosis, v porovnani s pyrazinamidem, po pfepocCtu na molarni
koncentraci (umol/l), byla zaznamenana u 5-chlor-N-4-hydroxyfenyl-pyrazin-2-
karboxamidu. Doplikové byly latky podrobeny testovani na antifungalni
a antibakterialni aktivitu, u kterych nebyly zaznamenany zadné vyraznéjsi vysledky

vuci testovanym kmenum.
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IX. Abstract

Charles Univerzity in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Departemnt: Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control
Candidate: Mgr. Lenka Slavétinska

Supervisor: Prof. PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D.

Title of candidate thesis: Derivatives of pyrazine as potential antituberculotic drugs

The aim of this thesis was a preparation of derivatives of pyrazine-2-carboxylic
acid (POA), namely substituted anilides of 5-chloropyrazine-2-carboxylic acid with
potential antituberculotic activity. In the theoretical part of this thesis, there is a short
description of tuberculosis (TB) as an infectious disease. The main topic of this part
are: etiology and pathogenesis of TB, epidemiology of TB — both common and
resistant TB form and a big problems with the co-infection between TB and HIV. Next
part of the theory includes a therapy of TB, first and second line antituberculars as
well some drugs in clinical trials. More detailed data are giving only to pyrazinamide
(PZA), because its analogues are the basic topic of this thesis. There is a summary
of simple structural modifications of pyrazine (in testing from 50°s years of 20th
century to present) and recent theories about pyrazinamide s mechanism of action.

In the practical part of this thesis is presented preparation of 12 new, in the
literature so far not mentioned substances, namely anilides 5-chloropyrazine-2-
carboxylic acid. Prepared substances are characterized by melting point, IR, 'H and
3C NMR spectra and elementary analysis. All prepared compounds were subjected
to in vitro testing for their potential antimycobacterial activity against M. tuberculosis
H37Rv, M. kansasii and two different strains of M. avium. Most of the prepared
compounds showed activity against M. tuberculosis in the range of MIC = 0,78-6,25
pMg/ml. The best substance (5-chloro-N-4-hydroxyphenyl-pyrazine—carboxamide),
showed almost 20x higher activity against M. tuberculosis compared to PZA, after
conversion to molar concentracion (umol/l). Additionally, the substances were
subjected to testing for the antifungal and antibacterial activity, in which there were
no significant results against the tested strains.
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