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1 Uvod

Tuberkuléza (dale TBC) je bakterialni onemocnéni, které je jednim z deseti nejCasté-
jSich pfi¢in timrti na celém svété. V roce 2015 bylo celosvétove nahlaSeno 10,4 mili-
ont pfipadi onemocnéni TBC, z toho 5,9 milionti bylo muzi, 3,5 milionti nakazenych
zen a 1,0 milion nakazenych déti. Lidé nakazeni virem HIV tvofi az 1,2 milioni (tj.
11 %) novych ptipadi ndkazy. Nejvice novych ptipada (60 %) nakazy TBC se vy-

skytuje v Indii, Indonésii, Cing, Nigérii, Pakistanu a Jizni Africe.!

Umrti na tuberkuldzu jsou aZ z 95 % zaznamenana v zemich s nizkym hrubym doma-
cim produktem, jako naptiklad v Asii nebo Africe. K rozvoji nemoci ptispiva nizka
Zivotni a socialni Groven. Celkovy pocet umrti v disledku TBC za rok 2015 je 1,4
milionll. Zavaznym faktorem pii rozvoji tuberkulozy je infekce HIV virem - u HIV
pozitivnich jedinct je TBC jednou z hlavnich pfi¢in smrti (hlavné v oblasti Jizni Af-

riky). Az 35 % HIV pozitivnich umira na TBC."

Dal$im zavaznym problémem je vyvoj rezistenci na soucasna antituberkulotika.
V roce 2015 bylo zaznamenano zhruba 480 000 jedinct s vyvinutou multirezistentni
tuberkulozou (MDR-TB), z ¢ehoz 9,5 % byla extenzivné rezistentni tuberkuloza

(XDR -TB). Pocet infekci MDR-TB a XDR-TB stéle nar(sta.?

Z uvedenych faktl je zfejmé, ze vyvoj novych novych antituberkulotik je stale velmi

aktualnim tématem.



2 Piivodce tuberkulézy

Tuberkuléza je zanétlivé onemocnéni postihujici predevsim plice, miize vSak postih-
nout 1 jiny organ. Piivodcem tuberkulézy jsou obligatné patogenni mykobakterie —
grampozitivni tyCinky pattici do komplexu Mycobacterium tuberculosis. Mykobakte-
rie z tohoto komplexu vykazuji vysokou podobnost genomu, identické sekvence
rRNA, avSak odliSuje je rtiznd preference hostiteli. K zastupctim komplexu fadime
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium microti, Mycobacterium anetti a Mycobacterium pinnipedii. Nejcas-

v oo

t&j31 je, vzhledem k nasim podminkam, onemocnéni Mycobacterium tuberculosis.’

RozliSujeme plicni (PTB) a mimoplicni (EPTB) tuberkuldzu, pficemzZ u obou forem
jsou doporuc¢ené obdobné 1écebné rezimy. V ptipad¢ plicni tuberkulozy je postizen
plicni parenchym, naopak u mimoplicni tuberkuldzy zaznamenavame postizni jinych

organii — lymfatickych uzlin, bficha, kize, kloubti a kosti ¢i pleury.

Zdrojem nakazy je ve vétSin¢ piipadi nemocny Clovek, pficemz se nakaza pienasi
inhalacni cestou - nejcastéji prostiednictvim kasle, mén¢ Casto kychanim nebo mlu-
venim. Inkubacni doba je 4 tydny — 2 roky po skonceni expozice. Dalsi riziko ndkazy
existuje prostfednictvim pfimého kontaktu, a to jak s infikovanymi pfedméty, tak
pfimo s infekénimi sekrety pacientll. Méné Castd je tzv. profesionalni ndkaza u osob,

které pracuji s infekénim materidlem (chirurg, patolog).* >

Prevalence infekce M. tuberculosis zavisi na demografickych a socioekonomickych
aspektech, stejné tak jako na intenzité a zpisobu kontaktu s infikovanou osobou. V&tsi
riziko nékazy existuje predevsim pro osoby nakazené HIV virem, osoby trpici malnu-

trici, diabetem nebo napiiklad silikozou.

RozliSujeme nékolik typil infekce. Primarni TBC vzniké po prvnim kontaktu hostitele
s mykobakteriemi. Vznika pfevazné u déti a typickym projevem je vznik noddézniho
erythrému na ktizi. Postprimarni TBC probiha chronicky nebo akutné, postihuje plice
a vznika u pacientl, ktefi jsou jiz infikovani. Mezi typické pfiznaky patii tinava, ne-
chutenstvi, hubnuti, no¢ni poceni a pokaslavani. Néasledné se zaCne projevovat také
produktivni kaSel a hemoptyza. Miliarni TBC cCasto vznik4 u pacientil se sniZzenou

obranyschopnosti a je charakterizovana rychlym chatranim s febriliemi. Mykobakte-



rie maji téz schopnost byt v klidovém stadiu — latentni forma. Pacienti s latentni for-
mou tuberkuldzy nevykazuji priznaky onemocnéni. Rizikem u nich je pfechod one-

mocnéni do aktivni formy.*



3 Terapie tuberkulozy

3.1 Historie vyvoje zpusobu lécby
Prvni zminky o tuberkul6ze nachézime jiz v obdobi mladsi doby kamenné — neolitu.
Dalsi zminky o ,,phthisis“ (fecky termin pro TBC) pochézeji z Babylonu. Dale o

,»phthisis* najdeme zdznamy v Zidovském Starém zékon¢.

V roce 1671 byla plicni tuberkul6za definovana ve svazku u€ebnice patologie Praxeos
medica idea nova. Zde byl popsan typicky makroskopicky obraz tuberkulozy plic.
Dalsi popsani anatomického obrazu tuberkul6zy provedl patolog Rudolf Ludwig Karl

Virchow.

Zlomem v diagnostice TBC se stal objev R. Kocha, jenZ v kvétnu 1882 ur¢il jako pi-

vodce tuberkuldzy Mycobacterium tuberculosis.®

Zlomovym bodem v terapiit TBC byl objev streptomycinu (viz dale). Pred jeho obje-
venim byl v terapii Siroce pouzivan aurothiosulfat sodny. Dale bylo zkoumano velké
mnozstvi sulfontl, které¢ vykazovaly aktivitu na pokusnych zvitatech, avSak nikdy ne-
byly Siroce vyuzivany v 1é¢bé. Zakladem 1é¢by pacientii v sanatoriu byl tedy klid na
lizku a provadéni operativnich zakrokt - thorakoplastika (operace hrudniku) a arte-

ficialni pneumothorax (injekce vzduchu do pleuralni dutiny).’

Prvnim prokazateln¢ u€innym prostiedkem v terapii TBC byl streptomycin. Strep-
tomycin byl objeven v fijnu 1943, a to konkrétn€ v laboratofich mikrobiologa Sel-
mana Abrahama Waksmana (americky mikrobiolog). Nasledovala izolace paraami-
nosalicylové kyseliny v roce 1943 Jorgemem Lehmanem, Svédskym fyzikem a che-
mikem. S odstupem cCasu, v roce 1912 byl objeven isoniazid, dvojici chemikl — Han-
sem Meyerem a Josefem Mallym. Antimykobakteridlni Gi¢inky izoniazidu byly vSak
objeveny az v roce 1946, a to hned nezévisle na sob¢ tfemi védci: Domagkem, Bern-
steinem a Grunbergem. V kombinaci se streptomycinem byl izoniazid vyuzivan v te-

rapii tuberkulézy od roku 1952.

Kombinace doposud objevenych antituberkulotik, tj. kyselina paraaminosalicylova,
streptomycin a isoniazid pfedstavovala skute¢ny zlom v dosavadni 1écbé a také za-

sadni snizeni imrtnosti na TBC.



Kyselina paraaminosalicylova (PAS) vykazovala velkou intoleranci u pacientti, proto
se hledaly nov¢ latky vykazujici antimykobakterialni aktivitu. Roku 1961 nasledoval
objev ethambutolu (prvni pouziti v roce 1967), ktery vykazoval lepsi toleranci u pa-
cientli, a z toho diivodu eliminoval dosavadni pouzivani PAS. Navic se zavedenim

ethambutolu také vyrazné zkrétila doba 1écby.

Dalsim objevem bylo v roce 1954 prokdzani antituberkulozni aktivity u pyrazina-
midu. V roce 1973 byl objeven rifampicin. Od tohoto objevu je doporu¢ovano poda-
vani kombinace alespon Ctyt latek: izoniazidu, rifampicinu, ethambutolu a pyrazina-

midu.®

3.2 Soucasné metody lécby

Terapie tuberkulézy je postavena na podavani antituberkulotik (dale AT).
Antituberkulotika jsou poddvana v zavislosti na riznych vlastnostech populaci
mykobakterii, pfi¢emZ minimalni doba 1éCby je ustanovend na 6 mésict. Cela lécba
zahrnuje nékolik fazi. Faze inicidlni — podava se ctytkombinace antituberkulotik, trva
nejméné 2 mesice. Nasleduje faze pokracovaci, kdy se podavd dvojkombinace
antituberkulotik, trva 4 mésice. AT jsou podédvana denné, jsou mozné i vyjimky u HIV
negativnich pacientll — podavani AT tfikrat tydn€ u novych pacientti v pokracovaci

fazi, pod ptimou kontrolou oSetfujiciho personalu.

Standardizované rezimy Inicialni faze Pokracovaci faze
Novi TB pacienti 2 mésice HRZE 4 mésice HR
Novi TB pacienti (z oblasti | 2 mésice HRZE 4 mésice HRE

s vysokym vyskytem rezistence

na izoniazid)

Drive léceni TB pacienti 2 mésice HRZES/1 mésic HRZE | 5 mésicit HRE

H — izoniazid, R — rifampicin, Z — pyrazinamid, S-streptomycin, E-ethambutol; u TB meningitidy se pouziva streptomycin
misto ethambutolu

Tabulka 1 — Standardizované lécebné rezimy (Zdroj — upraveno z Pneumologie, Kolek Vitezslav, Kasak Viktor, Vasa-
kova Martina a kol., 2011, 5. 222.)

Lécba je standardizovand a probihd rezimové, to znamena, Ze pacienti piislusici dané
definované skupiné nemocnych podstupuji terapii ve stejném léCebném rezimu.
Vzhledem k faktu, Ze tuberkuléza podléha povinnému hlaSeni, 1ze rozliSit dvé

kategorie pacientl — nov¢ hlaSené a diive léCené. Lécba se potom odviji od



ptislusnosti k dané kategorii. Zasadni rozdil je v tom, Ze u jiz diive 1éCenych pacienti

Ize predpokladat 1ékovou rezistenci (viz kapitola 3.2.2.).4

3.2.1 Pi‘ehled a vlastnosti antituberkulotik

V nasledujici kapitole bude popisovano n¢kolik zékladnich antituberkulotik
pouzivanych v terapii tuberkul6zy. Jedna se o antituberkulotika prvni fady - izoniazid,
rifampicin, ethambutol, pyrazinamid a antituberkulotika tzv. druhé ftady -
streptomycin, ethionamid, kapreomycin, cykloserin, kyselina aminosalicylova,
kanamycin a amikacin, ciprofloxacin a levofloxacin, rifabutin, rifapentin a
klofazimin. Antituberkulotika druhé tfady se pouzivaji pfi rezistenci vici latkam
z fady prvni, pfi netispéSné terapii nebo pokud by v ptipadée toxickych projevi bylo
mozno nemocnému poskytnout odbornou pomoc. Problémem u téchto alternativnich
AT je, ze zatim nebyla stanovena mira dlouhodobé toxicity, definitivni davkovani a

vznik rezistence.

Izoniazid (hydrazid kyseliny isonikotinové) (I) je jednoduchd molekula. Jedna se o
latku, kterd je v terapii tuberkulézy, za predpokladu vnimavych kment, nejacinné;jsi.
Izoniazid inhibuje vétSinu mykobakterii v koncentraci 0,2 pg/ml in vitro, pficemz
vykazuje baktericidni vlastnosti na rostouci bacily a podava se vétSinou peroralné
v kombinaci s dal$Sim antituberkulotikem. UZziti izoniazidu jako monoterapeutika je
mozno v pripadé prevence aktivni tuberkuldzy u osob jiz infikovanych ¢i u osob, které
jsou v kontaktu s nemocnymi, u nichz probiha aktivni onemocnéni. Nejcastcjsi

nezadouci uc¢inky jsou hepatotoxicita, alergie nebo periferni neuritida.®

O
[ .

Rifampicin - semisynteticky derivat rifamycinu (II) je baktericidni antibiotikum o
velké molekulové hmotnosti, které ma in vitro ucinky proti mykobakteriim,
chlamydiim, grampozitivnim i gramnegativnim koktim. V kazd¢ mikrobialni populaci
pozorujeme vyskyt rezistentnich mutanti vii¢i rifampicinu s frekvenci asi 1:10°. Pro
eliminaci vyvoje rezistentnich mykobakterii se v terapii poddva nejcastéji
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s izoniazidem a ethambutolem. Rifampicin se také pouziva k pofylaxi u lidi, kteti byli
v kontaktu s TBC pacienty a pro které neni vhodné uzivani izoniazidu. Nejcastéjsi
vedlejsi ucinky rifampicinu jsou alergie, hepatitidy, trombocytopenie s purpurou nebo

potiZe se zazivanim.®

II

oy o ee

antituberkulotikem, aby se piedeslo vzniku rezistence. Mezi neZadouci u€inky etham-

butolu patii porucha barvocitu nebo vznik retrobulbarni neuritidy.®

OH

L

HO

III

Pyrazinamid (IV) ma baktericidni u€inky na intracelularné fagocytované mykobakte-
rie. Uginky vykazuje in vitro pii pH 5,5 v koncentraci 20 pg/ml. Nezddouci Gi¢inky

pyrazinamidu jsou hyperurikemie, hepatotoxicita a ovlivnéni tubularni sekrece kyse-

o)
N
A NH,
N/

v

liny mogové.*®

Streptomycin (V) je baktericidni latka plisobici na mykobakterie, které se nachazeji

exracelularné. Jedna se o latku, kterd prochazi ptfes hematoencefalickou bariéru,

11



v CNS je tedy schopna dosahnout terapeutické koncentrace. In vitro vykazuje inhibici
mykobakterii v koncentraci 1-10 pg/ml. Podava se opét v kombinaci s jinym AT, jako
prevence vzniku rezistence. Vedlejsi ti€inky streptomycinu jsou nefrotoxicita, ototo-

xicita, poruchy barvocitu a vidéni, ztrata sluchu, alergické (kozni) reakce.?

Ethionamid (VI) je antituberkulotikum druhé tfady. In vitro dochdzi k inhibici my-
kobakterii v koncentraci 2,5 pg/ml. Je obvykle Spatn¢ snaSen — intenzivné drazdi za-
ludek, vyvolava neurologické piiznaky a je hepatotoxicky. Pfi monoterapii se rychle
vyviji rezistence. Existuje také moznost vyvoje zkiizené rezistence mezi ethionami-

dem a izoniazidem.®

| X

N7

VI
Kapreomycin (VII) je velmi vyznamny v 1é¢bé rezistentni tuberkul6zy. Jedna se o
peptidové antibiotikum pusobici v koncentraci 10 pg/ml (in vitro) inhibi¢né i na tu-
berkul6zni kmeny s mnohocetnou rezistenci. Tuberkulézni kmeny rezistentni na
1é¢bu amikacinem ¢i streptomycinem vykazuji vétSinou citlivost viici kapreomycinu.
Pti uzivani kapreomycinu se objevuji hluchota, tinnitus a vestibularni poruchy. Kap-

reomycin je také nefrotoxicky.®
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Cykloserin (VIII) je antituberkulotikum inhibujici kmeny M. tuberculosis v koncen-
tracich 15-20 pg/ml . Cykloserin méa znacné toxické ucinky, mezi které patii neuro-
patie, dysfunkce centralniho nervového systému, deprese ¢i psychotické reakce. Z di-

vodu sniZeni toxicity tohoto AT se souc¢asné s nim podava pyridoxin.®

H,N
2 NH

VIII

Aminosalycilova kyselina (PAS) (IX) in vitro inhibuje mykobakterie v koncentraci 1-
5 pg/ml. V minulosti patfila k antituberkulotikim prvni fady, v soucasnosti se pou-
ziva vyjimecné diky bézné se vyskytujici primarni rezistenci. Uzivani PAS vzdy pro-
vazi gastrointestindlni potiZze — nauzea, prijjem, anorexie, paleni Zahy. Po delsi dobé

terapii PAS se objevuji vyrazky, bolesti kloubi, hepatosplenomegalie, ¢i hepatitida.®

IX
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Amikacin (X) inhibuje in vitro kmeny mykobakterii v koncentracich 1 pg/ml i niz-
Sich. Amikacin je vyznamny diky tomu, Ze pliisobi na atypické mykobakterie ¢i na
mykobakterie s mnohonéasobnou rezistenci . Pfi rezistenci na amikacin se d4 piedpo-

kladat i rezistence na kanamycin.®

Ciprofloxacin (XI) a levofloxacin (XII), patii do skupiny fluorochinolond a jsou
ucinné zejména proti grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim, vykazuji vSak i
inhibi¢ni vlastnosti na kmeny M. tuberculosis v koncentracich pod 2 pg/ml. Rovnéz

piisobi na atypické kmeny mykobakterii.?

XI XII
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Rifabutin (XIII), podobny rifampicinu, je antibiotikum vysoce u¢inné proti M. tuber-
culosis. Jeho ptsobeni je obdobné jako u rifampicinu a vyskytuje se tedy uplna zkii-
zena rezistence s rifampicinem. VyuZziti rifabutinu je nejcastéji jako preventivni tera-
pie tuberkul6zy nebo prevence, ptipadné terapie disemitované atypické mykobakteri-

alni infekce u pacientii s AIDS.8

XIII

Rifapentin (XIV) je 1é¢ivo analogické k rifampicinu, mé podobné toxické ucinky a je
indikovan k 1é¢bé tuberkulozy, kterd je vyvoland kmeny mykobakterii citlivych na
rifampicin. Zatim nebylo definovano, zda ma rifapentin stejnou tc¢innost jako rifam-

picin. Lékem volby v terapii v tomto piipadé tedy ziistava rifampicin.®

X1V
Klofazimin (XV) je léCivo, vykazujici in vitro G¢innost vici mykobakteriim — M. lep-
rae 1 M. tuberculosis. Nékdy byva 1ékem posledni volby pfi terapii mnohonasobné

rezistentni tuberkuldzy. Do soucasné doby vSak neni piesné stanovena jeho Gi¢innost.®

15
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3.2.2 Typy rezistence
Problémem u vSech antituberkulotik vyse charakterizovanych je vyvoj rezistence na

tato AT pfi monoterapii, proto je vZdy podavana kombinace antituberkulotik.

Rezistence mykobakterii 1ze rozd¢€lit do nékolika definovanych kategorii. Prvni kate-
gorii jsou multirezistentni mykobakterie (MDR-TB), kdy jsou mykobakterie rezis-

tentni na isoniazid a rifampicin (nejucinngjsi AT).

Termin rozsifena rezistence (XDR-TB) popisuje rezistenci vii¢i izoniazidu, rifampi-
cinu, fluorochinolontim (ciprofloxacin, levofloxacin) a jednomu ze skupiny injekéné
podavanych antituberkulotik (kanamycin, amikacin, kapreomycin). Poslednim typem
rezistence je uplna rezistence (TDR- TB), kterd ptedstavuje rezistenci na vSechna do-

stupn4 antituberkulotika.?

16



4 Cil prace
Cilem této bakalarské prace je vypracovani reserSe antimykobakterialné ¢innych la-

tek, které obsahuji nitro skupinu.

Na katedfe anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové
fadu let probiha vyzkum antituberkulotik. V rdmci velkych knihoven nasyntetizova-
nych latek byla zjisténa signifikantni aktivita u nitro sloucenin. Latky vykazovaly
v testech in vitro aktivitu vii€i citlivym i rezistentnim kmentim M. tuberculosis. Z pi-
vodnich dinitrobenzylsulfanyl derivati benzazolli (benzimidazolu, benzothiazolu a
benzoxazolu)’'* (XVI) s MIC vi¢i M. tuberculosis 2 - 8 uM, byly odvozeny dinitro-
benzyl derivaty tetrazolu a oxa/thiazolu (XVII) s vystupiiovanou antituberkuldzni ak-

tivitou s hodnotami MIC 0,03 — 1 uM.'*"7

Oz
/>—S
N 0:
XVI
X=NH, O, S
NO:
Rﬁ,x
() N
N\N/
02

XVII
R = alkyl, aryl
X=0,S8S
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5 Studie antimykobakterialné aktivnich latek obsahujicich
nitro skupinu

5.1 Chemicka charakteristika nitro skupiny

Dusikaté latky jsou obecné velmi vyznamnou skupinou jedu.

Nitro skupina (XVIII) neni béznym substituentem v 1é¢ivech, a to z divodu své po-
tencidlni genotoxicity. Pfesto Ize najit nc¢kterd 1éCiva, ktera nitro skupinu obsahuji.
Ptikladem je chloramfenikol, nifedipin a vazodilata¢né aktivni ester kyseliny dusi¢né

— nitroglycerin.

V soucasnosti se nitro skupina velmi ¢asto objevuje ve vyzkumu latek s antimykobak-

terialni aktivitou.

XVIII

5.2 Prehled sloucenin obsahujicich ve své molekule nitro skupinu s antimy-
kobakterialni aktivitou

5.2.1 Benzylsulfanyl derivaty benzazoli

V priibéhu nékolika let byly zkoumény 2-benzylsulfanyl derivaty benzazoll (ben-
zoxazolu, benzothiazolu, benzimidazolu) (XIX) a hodnoceny pro svoji in vitro akti-
vitu vaci M. tuberculosis (My 331/88), MDR rezistentnim kmentim M. tuberculosis a
dal$im netuberkul6oznim mykobakteriim — M. avium a M. kansasii . Latky vykazovaly
stejnou aktivitu vaci citlivému kmeni M. tuberculosis, tak i rezistentnim kmentim.
Nejvétsi aktivitu ze vSech nasyntetizovanych latek vykazovaly derivaty, obsahujici
dvé€ nitro skupiny — konkrétn¢ 3,5-dinitrobenzylsulfanyl derivaty. Antimykobakteri-
alni aktivita této skupiny latek se tak jevi svazana s ptitomnosti nitro skupiny v mole-
kule. Hodnota MIC dosazend u derivatu benzoxazolu a benzothiazolu byla 1 - 2
umol/l, coz je hodnota velmi nadéjna v porovnani se standartnim antituberkulotikem
izoniazidem (MIC = 0,5 - 1 pmol/l). Hodnota MIC u derivati benzimidazolu byla 4

pmol/1.%-13
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XIX

X=NH,O,S
R, R'=Cl, F, Br, CH3, OCH3, NO,, CF3, CN, CSNH>

5.2.2 Derivaty tetrazolu a oxa/thiadiazolu

Na zakladé slibnych vysledkli u derivatii benzazolii byla nasyntetizovana série 1-sub-
stituovanych-5-(3,5-dinitrobenzylsulfanyl)tetrazoli (XX) a 2-substituovanych-5-
(3,5-dinitrobenzylsulfanyl)tetrazoli (XXI). Zkoumadna byla jejich in vitro aktivita
vuci M. tuberculosis a multirezistentnim kmentm M. tuberculosis. Vici kmentim M.
tuberculosis (My 331/88) byla dosazena hodnota MIC 1 pM a vi¢i MDR kmenlim
byly hodnoty v rozmezi 0,25 — 1 pM. !+ 16:17

02
N—N
=
~
'“{ NO:
R
XX
0.
[
N >
R/ \N 0,

XXI

R = alkyl, aryl
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Podstatn¢ lepsi aktivitu vykazovaly 3,5-dinitrobenzylsulfanyl-1,3,4-oxadiazoly a 3,5-
dinitrobenzylsulfanyl-1,3,4-thiadiazoly (XXII). Nejvyznamnéjsi hodnoty MIC u de-
rivath oxadiazolt byly v rozmezi 0,03 — 0,06 uM. Tyto hodnoty jsou velice slibné
v porovnani s izoniazidem ( MIC = 0,5 uM). U thiadiazoli se hodnota MIC pohybo-
vala v rozmezi 0,03 — 0,125 uM. Z téchto derivati byly vybrané slouceniny testovany
vuci Sesti kmentim MDR rezistentnim M. tuberculosis, ptiCemz byla dosazena MIC =

0,03 —0,5 uM.!5 18

02

Oz

XXII
X=0,S

R = alkyl, aryl

5.2.3 Nitroimidazoly

Latky patiici do skupiny nitroimidazolti jsou vyuzivané primarné pro 1ébu infekci,
které zplisobuji protozoa a anaerobni bakterie. Prokézana byla jejich antituberkul6zni

aktivita — nitroimidazoly tedy pfedstavuji velmi nadéjnou skupinu novych antituber-

kulotik."®

Nejvyznamnéjsim zastupcem ze skupiny nitroimidazolti je metroimidazol — latka vy-
uzivana pro lécbu anaerobnich infekci. Byla zjiSténa u¢innost metroimidazolt viici
M. tuberculosis za anaerobnich podminek, v aerobnim prostfedi vSak neucinkuje,
proto neni vyuZivan v terapii. Slou€enina odvozena od metroimidazolu - 2-ethyl-6-
nitro-2,3-dihydroimidazo[2,1-bJoxazol (CGI-17341) (XXIII) ma velmi dobré ucinky
vuci M. tuberculosis, s hodnotou MIC in vitro 0,1 — 0,3 pg/ml. Tato latka vSak vyka-
zuje mutagenni ucinky, z tohoto diivodu nemtize byt pouzita jako nové potencialni

1é¢ivo. 202!
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XXIIT

Kli¢ovou slouc¢eninou patfici do skupiny nitroimidazola je PA-824 ( XXIV). PA-824
(Pretomanid) plsobi in vitro proti v§em testovanym klinickym izolatiim obsahujici
rezistentni kmeny mykobakterii s hodnotami MIC < 1 pg/ml. Pretonamid ma ko-
mlexni mechanismus u¢inku a nevykazuje mutagenicitu, pravé proto se nyni nachazi

ve II1.fazi klinického zkouseni.'®-2%23

o)

0“\\“©4\>—N°=

FiC

XXIV

Novou latkou v boji prott MDR-TB a XDR-TB je OPC-67683 — Delamanid (XXV).
Po chemické strance se jedna o derivat nitro-dihydro-imidazooxazolu. Na trh byl uve-
den v roce 2014. Delamanid byl vyvinut Japonskou farmaceutickou spole¢nosti Ot-
suka a za poslednich 40 let je jednim z pouhych dvou novych dostupnych antituber-
kulotik (spolecné s bedaquilinem). V preklinickych studiich dosahoval in vitro velmi
nizkych hodnot MIC — 0,006 - 0,024 pg/ml. In vitro také nebyla prok4zéna zadna
vyznamnd interakce s dal§imi antituberkulotiky ani antiretrovirotiky. V prab¢hu kli-
nickych studii byla prokazana dobra snaSenlivost tohoto 1¢ku a bezpec¢nost jeho uzi-
vani. Delamanid nezplsobje mutagenitu a v kombinaci s rifampicinem vyrazn¢ zlep-
Suje eradikaci TBC (mén¢ nez 2 mésice). U pacientit s XDR-TB nebo s intoleranci
vuci antituberkulotiktim druhé fady bude ptipadat v uvahu lé€ba kombinaci bedaqui-
linu a delamanidu. V soucasnosti je tedy tieba vice studii na dokazani u¢innosti a bez-

pecnosti kombinace té&chto dvou novych antituberkulotik.>*2®
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XXV

Dalsi slou€eninou ze skupiny nitroimidazoli je sloucenina s nazvem TBA-354
(XXVI). Tato latka ma velmi dobrou u¢innost proti chronické mysi tuberkuldze a také
velmi dobrou biologickou dostupnost, ktera byla prokézéana v piredbéznych studiich u
hlodavci. TBA-354 predstavuje potencialni AT nové generace. Uinnost této latky in
vitro byla srovnatelna s u€innosti Delamanidu a PA-824. Latka TBA-354 byla v prvni
fazi klinického zkouSeni, avSak vinou vedlejSich ucinki bylo klinické zkousSeni pie-

ruseno.? 30

FC

N

RS

(o)

XXVI

5.2.4 Benzothiazinony

Benzothiazinony piedstavuji skupinu latek s velmi nad€jnou antimykobakteridlni ak-
tivitou. Skupina téchto latek vykazuje €innost viicit MDR 1 XDR kmenim M. tuber-
culosis. Mechanismus ucinku téchto latek spociva v inhibici enzymu dekaprenyl-fos-
foryl-B-D-riboso 2'-epimerasy. Tento enzym je dileZity pro epimerizaci dekaprenyl-

fosforyl ribosy na dekaprenylfosforyl arabinosu, ktera je vyznamnym prekurzorem
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pro syntézu arabinanu. Arabinan se fadi mezi polysacharidy nezbytné pro spravnou

stavbu bun&né stény mykobakterii.*! 32

Latka s nejlepsi aktivitou ze skupiny benzothiazinont je BTZ043. BTZ043 (XXVII)

vykazuje velmi vyraznou aktivitu vaci senzitivnim i multirezistentnim kmentim my-

cvwvr

popsany. Hodnoty MIC se pohybuji v fadech ng/ml — konkrétné 1 ng/ml. Na mysich

modelech (s chronickou 1 akutni TBC) byla G¢innost této latky srovnatelna s rifampi-

33,34

Reae

XXvII

cinem ¢i izoniazidem.

Dalsimi obménami byla ptipravena latka PBTZ169 (XXVIII) se zlepSenymi farma-
kologickymi vlastnostmi. Tento analog ma 3x vétsi aktivitu a 10x niz$i toxicitu oproti

BTZ043. V soucasnosti je tato latka v klinické fazi vyvoje.*

o
FC
N
NQ: K/N
XXVII

5.2.5 Dinitrobenzamidy
Ze skupiny benzothiazinont byly odvozeny dinitrobenzamidy. Sloucenina se dvéma

nitro skupinami, nesouci nazev DNB-1 (XXIX), vykazuje hodnotu MIC = 0,072
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pg/ml. In vitro ma slibnou aktivitu vici senzitivnim kmentim mykobakterii 1 vaci
kmentim s rozsifenou rezistenci (XDR-TB). Tato latka se vyznacuje stejnym mecha-

nismem ucinku jako benzothiazinony.?: 3¢

O:N ’ AP
:: ~o”

NO:

XXIX

5.2.6 Derivaty semikarbazonu

Signifikantni antituberkuldzni aktivita byla zaznamenana u derivati semikarbazonu
(XXX). V Indii Sriram a kol. nasyntetizoval a nasledné¢ zkoumal nékolik téchto deri-
vatl. Zkoumana byla aktivita proti kmeni H3;Rv (ATCC 27294) a porovnavana se
standartnimi AT — izoniazid, ethionamid, PAS, ethambutol, ciprofloxacin, kanamycin
a rifampicin. VSechny slouceniny vykazovaly inhibici 90 — 100%, pfi¢emz nejvy-

w7

znamnéj§i inhibiéni G¢inky vykazovala slou¢enina s R! 3-NO>. Minimalni inhibi¢ni

koncentrace pro tento derivat byla 1,56 ug/ml.>’

o]

)]\ R‘l
N N—N=CH
R

XXX

R =4-NHCOCH3
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5.2.7 Derivaty pyrimidinu

Na univerzité v Oslu byly zkoumany a syntetizovany pyrimidinové analogy antimy-
kobakterialn¢ aktivnich 6-aryl-9-benzylpurinu. Zjistilo se, ze nitro skupina v pozici 5
zvySuje aktivitu 6-benzylamino pyrimidint (XXXI). Sloucenina 6-(2-furyl)-N-(4-me-
thoxybenzyl)-5-nitropyrimidin-4-amin vykazuje hodnotu ICo (mnozstvi latky, pii

které doslo k 90% inhibici ristu) viici M. tuberculosis H37Rv 21pg/ml.

O
HyC R 02
| /N
= 0
[
XXXI

R =H, CH;

Dalsi zkoumanou molekulou byl 6-(2-furyl)-N-(4-methoxybenzyl)-N-methyl-5-nitro-
pyrimidin-4-amin (XXXI), vykazujici hodnotu ICy proti stejnému kmeni 13 pg/ml.*

5.2.8 Derivaty chinolinu a chinolonii

Aktivita chinolinovych derivatl byla zkoumana vici citlivym i rezistentnim kmentm
M. tuberculosis H3;Rv. Konkrétné 8-nitrochinolinovy analog obsahujici uhlovodi-
kovy zbytek R! = R? = C¢H 1 (XXXII) mél velmi dobrou aktivitu - hodnota MIC byla
1,0 pg/ml. Pti nahrazeni nitro skupiny ve struktufe této molekuly skupinou NH> doslo
ke kompletni ztraté aktivity. Tato sloucenina byla také zkoumdéna na plisobeni viici
mykobakteriim rezistentnim na izoniazid, rifampicin a ethambutol s vyslednou hod-

notou MIC 6,25 pg/ml.*

25



/

NO:

XXXII
Vybornou antimykobakterialni aktivitu m¢l také derivat chinolinu (XXXIII) s nitro
skupinou v pozici 8 a s uhlovodikovym zbytkem R — OC7H;s. Tato sloucenina s hod-

notou MIC 1 pg/ml mé&la 99% inhibici riistu mykobakterii.*’

R C:Hs
H:CQ
=
["n
N
NO:
XXXIII

Jako potencialni antituberkulotika jsou rovnéz studovany nové derivaty chinolond,
resp. fluorochinolonti. Testovany byly chinolonové derivaty obsahujici nitro, amino
skupinu ¢i fluor v pozici C-6. Slouceniny, které obsahovaly NO; skupinu byly vice
aktivni nez ty, které mély v pozici 6 amino skupinu nebo fluor. Tato skute¢nost na-
znacuje fakt, Ze pfitomnost skupiny, ktera od¢erpava elektrony (nitro skupina), je ne-
zbytna pro aktivitu. Nejvice ucinny byl chinolonovy derivat (XXXIV) s hodnotou

MIC srovnatelnou s MIC ciprofloxacinu.*’

R = terc-butyl
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Dale byly studovany pro svou antituberkulotickou aktivitu derivaty 6-nitrochinolon-
3-karboxylové kyseliny. Nejvice aktivni derivat (XXXV) vykazoval hodnotu MIC =
0,08 uM vuci M. tuberculosis a MIC = 0,16 uM vici MDR-TB. Hodnota MIC vuci
MDR-TB je tak n¢€kolikandsobné¢ nizsi nez u gatifloxacinu (8,34 uM) a izoniazidu

(45,57 uM).4!

XXXV

Slouceniny na bazi 6-fluorochinolonti syntetizoval a zkoumal rovnéz Sriram a kol.
Vsechny slouCeniny s nitro skupinou byly u¢inné vici M. tuberculosis. Nejvyznam-
n¢jsi ze vSech sledovanych latek (XXXVI) vykazovala hodnotu MIC mén¢ nez 0,17
uM, ¢imz piekonala MIC izoniazidu (0,66 uM).*?

XXXVI
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5.2.9 Derivaty pyrazolu
Slouc¢enina s nazvem Genz-8575 (XXXVII), pattici do skupiny derivati pyrazolu, je
latkou pisobici proti M. tuberculosis. MIC byla stanovena v hodnoté 2,5 pM vuci

kmeni H37Rv (v porovnani s MIC izoniazidu 1,5 uM).*?

\\

NOz

NOz

XXXVII

Ahmad a kol. nasyntetizoval 4-nitrofenyl derivaty pyrazolu, u kterych byla zjisténa
aktivita vaci M. tuberculosis H37Rv. Nejucingjsi latka - N-(4-hydroxy-3-(1-isonikoti-
noyl-5-(4-nitrofenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-3-yl)fenyl)acetamid (XXXVIII) dosa-
hovala hodnoty MIC 3,12 pg/ml. Uéinnost tohoto derivatu dosahla lepsi hodnoty

v porovnani se streptomycinem (MIC= 6,25 pg/ml).**

XXXVIII
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5.2.10 Derivaty triazolu

Derivat triazolu, obsahujici ve své molekule nitro skupinu, byl spole¢né s dalSimi
derivaty zkouman pro svoji antimykobakteridlni aktivitu. Mezi zkoumanymi slouce-
ninami mé&l nejvetsi aktivitu proti M. tuberculosis H37Rv derivat, obsahujici 4-nitro-

fenyl skupinu (XXXIX).*

AT

XXXIX

5.2.11 Derivaty pyridinu

Do skupiny pyridinti patii velmi vyznamné AT prvni fady — izoniazid (viz kapitola
3.2.1). Proto byly zkoumdany a syntetizovany derivaty tohoto AT. Derivat izoniazidu,
obsahujici nitro skupinu (XL), vykazoval dvojnasobné vyssi animykobakterialni ak-
tivitu nez ciprofloxacin a ethambutol. Toto zvySeni aktivity je pfisuzovano nitro sku-

ping.*

XL

5.2.12 Derivaty kyseliny salicylové

V roce 2015 bylo syntetizovano nékolik salicylanilidfi, obsahujicich v molekule nitro
skupinu. Salicylanilidy byly jiz nékolikrat zkoumany pro svoji antimikrobidlni a anti-
fungalni aktivitu in vitro. Byla prokazana i jejich aktivita vici rezistentnim M. tuber-

culosis kmenim. Nejlepsi aktivitu vykazovaly derivaty s nitro skupinou v pozici 4.
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Konkrétni derivat (2-hydroxy-4-nitro-N-[4-(trifluoromethyl)fenyl]benzamid (XLI)
mél hodnotu MIC 2 pmol/l, coz je velmi dobrd hodnota v porovnani s izoniazidem

(MIC=0,5 pmol/l).4

FC

Iz

HO 02

XLI

5.2.13 Derivaty thiazolu

Nitazoxanid - NTZ (XLII), patfici do skupiny derivatt thiazolu, je latka Siroce pouzi-
vana pro lécbu infekci. Bylo zjisténo, Ze NTZ piisobi in vitro vii¢i kmeni M. tubercu-
losis H37Rv. Byla sledovéana t¢innost NTZ na 50 klinickych izolatech s riznou mirou
rezistence. Hodnoty MIC se pohybovaly v rozmezi 12 - 28 pg/ml. Mezi rezistentnimi
a citlivymi kmeny M. tuberculosis nebyly vyrazné rozdily v hodnotach MIC.*

T

o

XLII

Na zéklad¢ u¢innosti NTZ vic¢i M. tuberculosis in vitro byla zkoumana aktivita struk-
turnich analogli 5-nitrothiazolylovych derivati. Byla zkoumana Gi¢innost 28 analogt.
Jako srovnavaci latky byly pouzity rifampicin a izoniazid. Slouc¢enina s nejvyssi akti-
vitou byl 5-nitro-N-(5-nitrothiazol-2-yl)furan-2-karboxamid (XLIII), shodnotou
MIC 5,48 uM. Tato latka nevykazovala toxicitu az do koncentrace 100 uM.*8
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XLIHI

5.2.14 Derivaty benzimidazolu

Derivaty benzimidazolu s cyklohexylpropanovym fetézcem v poloze 1 ptipravil Go-
bis a kol. a studoval jejich antituberkulotickou aktivitu vii¢i klinicky izolovanym kme-
num M. tuberculosis. NejuCinngjsi latky obsahovaly nitro skupinu. Latka s nejlepsi

aktivitou (XLIV) dosahovala hodnoty MIC = 12,5 ug/ml.*

XLIV
5.2.15 Derivaty benzothiazolo[3,2-a]naftyridinu
Sriram a kol. nasyntetizoval n¢kolik benzothiazolo naftyridinovych derivata karbo-
xylové kyseliny a zkoumal jejich aktivitu. Nejvice aktivni latkou byla sloucenina ob-
sahujici nitro skupinu (XLV). Tato sloucenina mé¢la in vitro hodnotu MIC 0,19 uM
vuci MTB a 0,04 uM viici MDR-TB, coz je aktivita lepsi v porovnani s gatifloxaci-
nem (MIC = 8,34 uM) a izoniazidem (MIC = 45,57 uM). In vivo, na zvifecim modelu,

tato latka snizovala nartist mykobakterii v plicich a slezing.*
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6 Zavér

Tuberkul6za je v soucasné dobé stale pricinou mnoha umrti - a to nejen v rozvojovych
zemich. Proto je TBC jednim z hlavnich pfedmét zdjmu Svétové zdravotnické orga-
nizace (WHO). Tato nemoc se fadi mezi 10 nej¢astéjSich pfi¢in umrti viibec a mize
propuknout u jakékoliv vékové skupiny (nejvice se vSak vyskytuje mezi dospélymi
v produktivnim véku). Mezi HIV-pozitivnimi osobami je pak praveé tuberkuldza nej-

Cast&jsi pticinou smrti (az v 35%). Vyskyt této nemoci je celosvétovy.

Nejveétsim problémem je stale se rozsifujici rezistence na AT 1.1 2. fady. Pfiiny vy-
voje rezistenci jsou rizné — neodpovidajici lé€ebny rezim, pferusovana nebo nedosta-
te¢nd 1écba, intolerance 1é¢iv, nekontrolovany pribéh 1é€by a hlavné Siteni rezistent-
nich forem TBC. Tyto rezistentni formy mykobakterii se potom §ifi ve vétsi mife diky

riznému migrovani obyvatel.>!

Velmi aktualni je tedy vyvoj novych antituberkulotik, ptisobicich pravé na tyto rezi-
stentni formy. Dalsi pozadavky pro nova AT jsou hlavné - zkraceni celkové doby
1é¢by, zredukovani poctu uzivanych antituberkulotik, snizeni nezddoucich ucinkt a

1ékovych interakci, bezpecnost latek (nizsi toxicita) a baktericidni ucinnost.

Mym ukolem bylo provést reSersi antimykobakterialn€ aktivnich latek, obsahujicich
nitro skupinu. Syntetizovanim raznych latek a zkoumanim jejich antituberkul6zni ak-
tivity se zabyva po celém svété pomérné velké mnozstvi odborniki. Jejich zajmem je
pfedevsim sledovani vlivu riznych funkénich skupin na sniZzeni nebo zvyseni aktivity
v pripravenych sériich sloucenin, tj. feSeni vztahi struktura a G¢inek (SAR). Béhem
své prace jsem nasla pomérné znacné mnozstvi latek s pfitomnou aktivitou vici M.
tuberculosis, které ve své struktuie obsahovaly nitro skupinu. Je tedy zfejmé, ze prave
latky obsahujici ve své struktufe nitro skupinu jsou v soucasnosti velmi sledovanou
skupinou latek. V mé praci jsem uvadéla takové slouceniny, u kterych byla zjisténa
slibné antituberkul6zni aktivita, vyjadiend hodnotou minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC). Tato hodnota pak byla mnohdy lepsi ¢i srovnatelna s hodnotami MIC u stan-
dartnich AT.
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