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1 Seznam pouzitych zkratek

AcOH
ACP
AIDS
AMK
AT
ATB
ATP
BCG
BK
CaB

CD4+ a CD8+

CNS
CYP450
DCM
DMF
DMSO
DNA
DOTS
EIS protein
ELISA
EMB
EtOAc
FAS
FAS-II
FDA
GIT

kyselina octova

acyl carrier protein

syndrom ziskaného selhani imunity
aminokyselina

antituberkulotikum

antibiotikum

adenosintrifosfat

bacil Calmette — Guérin

bacil Kochiv

blokator vapnikovych kanalt
efektorové T-lymfocyty

centralni nervova soustava
cytochrom P450

dichlormethan

dimethylformamid

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

rezim pln¢ kontrolované 1é¢ebné péce
enhanced intracellular survival protein
Enzyme-linked immuno sorbent assay
etambutol

ethyl-acetat

syntaza [ mastnych kyselin

syntaza II mastnych kyselin

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv

gastrointestinalni (trakt)



2 Cil diplomov¢ prace

Cilem diplomové prace je syntéza derivata 4-(5-aminopyrazin-2-karboxamido)benzoové
kyseliny ¢i strukturné podobnych derivati s potencialni antimykobakteridlni ¢i jinou
antibakteridlni a antifungalni aktivitou. Dfive pfipravend kyselina 4-(5-chlorpyrazin-2-
karboxamido)-2-hydroxybenzoova vykazovala selektivni aktivitu proti M. thc H37Rv. Jeji
alkylamino derivaty v poloze 5 pyrazinového jadra pak vykazovaly vyrazné nizsi cytotoxicitu
na HepG2 burikdch '. Jednd se tedy o derivat pyrazinamidu a kyseliny p-aminosalicylové.
Pyrazinamid je fazen mezi antituberkulotika I. linie. Kyselina p-aminosalicylovd (PAS) pak
patii mezi antituberkulotika II. linie, kdy vyuZziva vyhodné vlastnosti zalozené na podobnosti
s kyselinou p—aminobenzoovou, a tedy interferuje s metabolickou cestou tvorby folata
v mykobakteriich 2.
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R'-H, -CI, -OH, -CH3 -OCHj
R?- H, -n-C3Hg, -n-CgH13

Nejprve bude nutné vypracovat reSerSni Cast prace se zaméfenim na vztah struktura
ucinek u nam jiz znamych latek s antimykobakteridlni aktivitou. Diky témto poznatkiim pak
budou navrzeny findlni struktury naSich sloucenin pro experimentalni ¢ast prace.
V experimentalni ¢asti se zaméfime hlavné na antimikrobni aktivitu naSich latek spole¢né
s metodou jejich laboratorni syntézy, coz bude hlavnim bodem diplomové prace.

Slou¢eniny budou charakterizovany spektry jako IC spektrum, NMR, dale bude zméfena
teplota tani ¢i v neposledni fadé provedena elementarni analyza. Definujeme vztah
struktura — ¢inek nové vzniklych sloucenin a tyto vysledky celé série produkti pak na zavér
diplomov¢ prace budou prodiskutovany.



3 Teoreticka Cast

3.1 Tuberkulb6za — obecné informace

Tuberkuldza (TBC), jako infekéni onemocnéni zptisobené obligatné patogenni bakterii
Mycobacterium tuberculosis 3, zGstava po dlouha desetileti globalnim problémem naseho
rychle se rozvijejiciho svéta. Bakterie napada nejcastéji plice (pulmonalni tuberkuléza), dokaze
se vSak rozsifit i na jiné organy (extrapulmonalni TBC). Nékaza se nejlépe mezi postizenymi
prendsi vzduchem, resp. kaSlem nakazeného. Pouze u malého procenta populace nakazené
Mycobacterium tuberculosis se projevi tuberkuléza béhem jejich Zivota — jedna se asi 0 5 % *.
Mnohem vétsi Sanci infekce TBC pak maji polymorbidni pacienti trpici at’ uz AIDS 3
¢idiabetem a jinak imunokompromitovani pacienti, mezi dal§i rizikové faktory pak
samoziejme patii i malnutrice, koufeni ¢i ablizus omamnych latek.

Podle zpravy World Health Organization (WHO) onemocni TBC 10 milionti novych
pacientil kazdy rok, kdy majoritni podil tvoii lidé z rozvojovych zemi (95 %) a toto onemocnéni
je zafazeno mezi deset nejCastejSich pticin umrti. Do roku 2035 se planuje snizit poCet nové
nakazenych TBC o 90 %, 1 ztohoto divodu se v Moskvé uskutecnila v listopadu 2017
Ministerska konference, jejimz tématem bylo pravé sniZzeni incidence novych ptipadi TBC do
jiz zmiftovaného roku 2035. V Ceské republice jsme za rok 2016 zaznamenali 511 novych
piipadd nakazenych .

Prvni zdokumentovany piipad nakazeni Mycobacterium tuberculosis se vaze k 17 000 let
starému exemplafi bizona nalezeném v americkém staté Wyoming, pomoci Polymerazové
fetézové reakce (PCR metody) byly bakteridlni bilkoviny Mycobacteria nalezeny v kostnich
lézich ©. U ¢lovéka je pak prvni piipad zaznamenam asi pred 9000 lety u ditéte a Zeny, jez
se nakazili ve vychodnim Stfedomoifi ' . TBC ldkalo védce jiz od samotného
staroveku — phthisis, jak ji pojmenoval samotny velky Hippokrates, ¢i cunsumptio v podéani
fimského rétora a politika Cicera. Podle Hippokrata je pak pojmenovana cela véda
zabyvajici se TBC tzv. ftizeologie . I kdyz je samotny plivodce, pojmenovan jako Kochtiv
bacil, nazev této nemoci odvodil Johann Lukas Schénlein v roce 1834 vzhledem k uzlikiim a
granulomiim vytvartejicich se u vSech forem onemocnéni. V roce 1882 pak Robert Koch objevil
ptivodce onemocnéni, o rok pozdé€ji je pak samotna bakterie pojmenovana. Za tento tizasny
objev je mu pak udélena v roce 1905 Nobelova cena za fyziologii nebo 1ékafstvi °.

Nejvétsim  problémem této bakterie je skuteCnost, ze mnoho kmenl je jiz
multirezistetnich — prudky narist jsme zaznamenali od konce 80. let 20. stoleti do roku 2014 '°.
Kromé plic dokazou napadnout i jiné organové systémy jako mizni uzliny ¢i urogenitalni trakt.
WHO deklaruje, Ze jejim primarnim cilem bude do roku 2035 omezit pocet nové nakazenych
TBC spole¢né se snizenim umrtnosti na toto zédketné globalni onemocnéni - 95% redukce
Gmrtnosti a 90 % sniZeni incidence TBC oproti referenénimu roku 2015 *.



3.2 Pivodce onemocnéni — Mycobacterium tuberculosis

Bakterie Mycobacterium tuberculosis patii spolecné s Bacillus calmette-guérin (BCG) a
M. africanum, které vlastné tvofi jakysi pomyslny piechod mezi M. tuberculosis a M. bovis,
do skupiny souhrnné nazvané komplex M. tuberculosis. Tento bacil Kochuv (BK) zafazujeme
mezi acidoresistentni nepohyblivé nesporulujici ty¢ky a v podstaté je nelze barvit metodou
dle Grama kvuli vysokému obsahu lipidi, zejména vosku v bakteridlni sténé. Jsou zarazeny
do skupiny acidorezistentnich ty¢ek, protoze po zbarveni za horka neni mozné tuto bakterii
odbarvit alkoholem ani se smési HCI. M. tuberculosis se proto barvi klasicky pomoci metody
Ziehla — Neelsena !!' nebo fluorescenéné.

Stavba v podstat¢ odpovidd typickym G+ tyckdm, protoze na peptidoglykanu jsou
navazany mykolové kyseliny o délce az 90 uhlikii. Morfologicky bakterii zafazujeme do fadu
Actinomycetales, Seledi Mycobacteriaceae arodu Mycobacterium '°. Pro druhy M. tuberculosis
a M. leprae je typické, Ze osidluji tkané ¢loveka a jinych teplokrevnych Zivocichti oproti vétSing
druhi z tohoto kmene, ktefi jsou povazovani za saprofyty 3.

Mykobakterie se vyznacuji velmi dlouhou genera¢ni dobou, kterd €ini az 24 hodin a
péstuji se pii teploté¢ kolem 37 °C po dobu az Sesti tydnl. Zavisi na slozeni pidy a teploté
pii kultivaci. Je zajimavosti, Ze M. leprae se dokonce nepodatilo vypéstovat mimo Zivé buiiky °.
Nesporna vyvojova vyhoda je fakt, ze tyto bakterie si vypéstovaly odolnost na vysychani, vyssi
teploty (do 60 °C) i chemické latky. Za béznych okolnosti jsou mykobaktéria tuberkul6zy
zivotaschopna ve vnéjSim prosttedi po dobu 1-2 hodin, slune¢ni svit a teploty vyssi 60 °C vedou
k uhynuti. Ve sputu se tato bakterie udrzi Zivotaschopna dokonce az 8 mésicti ', v prachu pak
necelé dva tydny °.

Mezi dalsi zastupce rodu Mycobacterium patii mezi jinymi Mycobacterium bovis, které
je velmi patogenni hlavné pro domaci zvitata jako skot, kralici ¢i morc¢ata. V minulosti hrozila
nakaza ¢loveka hlavné vypitim mléka, jez neproslo procesem pasterizace, které vSak vyvolalo
spiSe tuberkulézu &asti lymfatického systému neZ exacerbaci plicniho onemocnéni 4. Leén
Calmette spolecn¢ s Camille Guérinem pak pasazovali tuto acidorezistentni tycku odebranou
z vemena nakazené kravy TBC na bramborovou ptidu, coZ zpiisobilo ztratu virulence. Vytvofili
kmen, jenz dal pozdgji vzniknout tzv. BCG vakcing °.

Mycobacterium leprae pak zptusobuje lepru, jinak feCeno malomocenstvi, které zvlaste
v dobéch stfedoveku prakticky vyclenilo nemocného z fungujici spole¢nosti do jakychsi ghett.
Pacienta postizeného leprou pozndme podle uréitych znaki °:

¢ hypopigmentovanych 1ézi na pokoZzce se snizenou citlivosti

e postizeni periferni nervové soustavy (PNS)- anhidréza, slabost hornich a dolnich
koncetin, ztrata citu

e vyskytu viditelnych deformaci

e demonstrovanych ptiznaka choroby, mikrobiologicky potvrzenych ptvodct ze
stéru z pokozky
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Jiné atypické mykobakteridzy jsou pak schopny vyvolat druhy Mycobacterium avium,
Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium kansasii ¢i Mycobacterium xenopi. Zajimavym
druhem je urcit€¢ i Mycobacterium marinum schopné vyvolat tzv. plovarensky granulom
(postizeny se nakazi odfenim o sténu bazénu). Burulsky vied pak vyvolava patogen M.
ulcerans, ktery je endemitem az ve 30 africkych zemich 7. Jedna se o nodalni utvar, kdy
bakterie vytvari mykolakton, ktery destruuje zdravou tkan, a navic inhibuje vlastni imunitni
odpoveéd’ organismu.

3.3 Patofyziologie TBC

Nejcastéjsi metodou nédkazy je prenos kapénkovou infekci od postizeného jedince,
bakterie do systému nejcastéji vstupuje pies plicni alveoly, kizi nebo travici trakt. V prvni fazi
nakazy dochazi k fagocytdoze makrofagy, kdy Mycobacterium je schopno piezivat
uvnitf makrofaga. Pii styku s T lymfocytem dochazi k aktivaci imunitni reakce a zvySené
produkci Thl bunék. Tyto buiiky pak produkuji IL2 a INFy, které aktivuji dal$i makrofagy,
chemotakticky jsou zde pfitahovany dalSi monocyty. Nasledné se monocyty pietvareji
na makrofagy, které se potom méni na epitheloidni buniky ¢i mnohojaderné Langhansovy
bunky, ze zdravé organové tkané se vytvaii granulom — primérni lozisko. Tyto aktivované
makrofigy bohuZel ni¢i i okolni zdravou tkai.'® Z primarniho komplexu (primarni loZisko
spolecné s lymfatickou uzlinou) se pak infekce §ifi 1 do ostatnich organti. Tyto 1éze se nasledné
hoji, opouzdiuji se vrstvou fibrinu a kalcifikuji se. Vétsi léze, predevsim ty opouzdiené
vazivem, pak zlstavaji mistem, kde miZze dojit k opétovné progresi. Zde pak kon¢i primarni
infekce, ktera se nejcastéji odehrava v détském véku >,

Sekundarni infekce pak nastavd po reaktivaci tuberkulézniho loziska v tadu
1 n¢kolik desitek let. NejcastejSim spoustécem je, jak jiz bylo zminéno na zacatku diplomové
prace, ur€ité oslabeni imunity — at’ uz se jedna o HIV, abuzus alkoholu ¢i drog a malnutrice.
Vysledkem opétovného nastartovani choroby je tuberkulom, ktery miize kolikvovat a nasledné
se vyprazdnit pfimo do bronchii *. Ve vzniklém prostoru uz nic nebrani radikalnimu namnoZeni
bakterie. Destrukce plicni tkané je pak doprovazena hemoptyzou s uvolnénim TNF a, ktery
zplisobi signifikantni zvyseni t&lesné teploty '8

Mezi rizikové faktory, které urcitym zpiisobem ovliviiuji prabéh a délku choroby TBC,

mizeme zatadit °:

a) Osoby, které ziji ve Spatnych socioekonomickych podminkach — bezdomovci, azylanti,
nezamestnani

b) Pfidruzend onemocnéni — HIV (riziko je dokonce az 200krat vétsi), akutni virové
infekce, malnutrice, nedostatek vitaminu D, chronicka jaterni a ledvinnd onemocnéni,
hematologické malignity a diabetes mellitus

c¢) latrogenni vlivy — aplikace imunosupresiv a 1¢kti ovliviiujici bunéénou slozku imunity

d) Délku expozice — nahodild vs. protrahovand expozice

e) Pohlavi—do 30 let je vySsi prevalence mezi Zenami, poté se pomér obraci

11



D Vek —do 5 let hrozi spise tuberkul6zni meningitida, v pubert& pouze lokalni komplikace
TBC, u lidi v dichodovém véku je pak vétsi riziko z divodu oslabeni imunitniho
systému.

3.4 Epidemiologie onemocnéni — svét a CR

Je pomérné zajimavé, ze epidemiologické viny tuberkulézy se zaznamenavaji uz
skoro 300 let. TBC pfichdzela po staleti ve vinach s pozvolnym poklesem incidence
nemocnych. Ditlezitymi ukazateli pak jsou incidence, prevalence, recidiva TBC a riziko
infekce. Jiz od dob davno minulych az do dneSnich dni se sleduje mortalita jako absolutni
hodnota nebo mortalita vztaZena na zlomek obyvatelstva (100 tis. obyvatel) '°.

Tuberkuléza je povazovana za devatou nejcastéjSi globalni pii¢inu Umrti. Pfiblizné
jedna tietina svétové populace je touto nemoci promoiena. Podle dostupnych dat zemfielo
v roce 2016 1,3 milioni lidi na toto onemocnéni. Nesmime zapomenout zapocitat i 374 000
mrtvych HIV pozitivnich lidi. U 10,4 miliont lidi propuklo toto onemocnéni v aktivni formé,
56 % z tohoto celku Zilo v pétici zemi: Indie, Indonésie, Cina, Filipiny a Pakistan. V tomto roce
bylo zaznamenano 1 6,3 milionti novych ptipadi TBC (zaznamenali jsme nartst o 0,2 miliona
oproti roku 2015). Globalni umrtnost (vztazena na 100 000 obyvatel) klesla o 37 % od zacatku
naseho milénia. Za regiony, ve kterych nejvice klesla mira imrtnosti, pak miizeme povazovat
Evropu (0 6,0 %) a zapadni Tichomoti (4,6 %) od roku 2010 *,

Cinska lidova republika patii do pétice nejvice ohrozenych zemi. V citované studii 2°

jsme zaznamenali prudky nartst incidence TBC od roku 1992 (9/ 100 000 ptipadh)
v Chonggingu (PRC) do vrcholu v roce 2005 (106/ 100 000 ptipadl). Tento prudky nértst
muzeme vysvétlit predev§im implementaci strategie Directly observed treatment (TB — DOTS)
do néarodnich legislativ. Jedna se o strategii boje proti TBC vypracovanou WHO — ochrana a
monitoring pracovniki po dobu alespoii 2 mésict, distribuce LP, mikrobiologickd detekce
patogenu ze sputa. Pfed implementaci DOTS se ptipady tuberkuldzy nehlésily, proto pocet
piipadil zdanlivé narostl. Prevalence onemocnéni nyni v této lokalité zaznamenava sestupnou
tendenci, v rozmezi let 1990-2010 doslo ke snizeni o 60 %.

Z historického hlediska byla tuberkul6za hrozivou chorobou pro vSechny ceské zemé
byvalého Rakouska — Uherska (R-U). Pfi prvnim epidemiologickém Setfeni vysla mira
umrtnosti 360/ 100 000 obyvatel (v Praze dokonce 400/100 000 obyvatel). V obdobi mezi
svétovymi valkami se pak o celospolecenskou osvétu a péci o nakazené starala Masarykova
liga proti tuberkuloze (zalozena 1919). Vroce 1940 jest¢ beézné umiralo
140 ze 100 000 obyvatel '°. CR patii mezi zemé, ktera ma nastaven systém kvalitni kontroly
TBC. V roce 2011 jsme ziskali hlaSeni o 609 novych ptipadech (5,8/100 000 obyvatel). Je zde
zaznamenan urcity pokles oproti roku 2010 o 71 ptipadii. Nepotvrdily se tedy prognoézy, ze
po zruseni plosné vakcinace dojde k prudkému nartstu incidence TBC. Za rizikové skupiny
zde v CR miizeme povaZzovat bezdomovce a imigranty, ktefi pochazeji ze zemi ohrozenych
TBC 2!,
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V roce 2016 bylo nahlaseno celkem 517 ptipadi onemocnéni tuberkulézou vSech forem
a lokalizaci, tj. 4,9 ptipadu na 100 000 obyvatel. Oproti roku 2015 jsme zaznamenali o jediny
ptipad méné. Z dlouhodobého hlediska vykazuje pocet onemocnéni TBC u nas trvale klesajici
bylo 28 osob jiz diive lécenych antituberkulotiky. Muzi pifevazuji, jedna se o 70 %
vSech nemocnych. Dlouhodobé¢ nejvyssi pocty nemocnych vykazuje hlavni mésto Praha: 105
(8,3/100 000 obyvatel). Naopak nejnizs$i pocet nemocnych vzhledem k poctu obyvatel byl
v JihoCeském kraji: 11 (1,7/100 000 obyvatel). V registru jsme za rok 2016 zaznamenali
celkové 22 imrti na TBC, nejvyssi pocet umrti (5 piipadt) byl v Praze 2.

3.5 Aktivni imunizace proti TBC

V komunistickém Ceskoslovensku byl milnikem rok 1953, kdy bylo zavedeno povinné
ockovani, ¢imz byla sniZena prevalence zdvaznych forem tuberkuldézy prevdzné u déti.
Po Sametové revoluci pak byl v CR zaveden Registr tuberkulézy a Informaéni systém bacilarni
tuberkulozy (ISBT), volné navazuje na zdkonnou povinnost lékaiti hlasit nové ptipady
nemocnych. V roce 2009 se nasledn¢ zruSila opakovand vakcinace jedenactiletych déti,
od roku 2010 se pak ockuji BCG vakcinou pouze rizikovi novorozenci !°. Rozhodnuti, zda
ockovat ¢1 neockovat novorozence, je pak na praktickém Iékati pro déti a dorost
po vyhodnoceni tzv. Dotazniku k definici rizika tuberkul6zy, ktery se vypliuje s pfitomnym
zakonnym zastupcem ditéte.

Cilena vakcinace novorozencti (4 dny- 6 mésicii) je pak doporucena v téchto piipadech:

e (len rodiny prodélal anebo stale ma toto onemocnéni

e samotné¢ dit¢ nebo ¢len rodiny pobyval ve stitech s prevalenci vyssi
nez 40/100 000 obyvatel déle nez ¢tvrt roku

e Dbyl zaznamenan kontakt s nemocnym

e podklady pro o¢kovani vychézi z osobni anamnézy ditéte >

V dnesni dobé se pro potieby ockovani pouziva BCG vakcina pojmenovana
po jejich objevitelich — Ledn Calmette spoleéné s Camille Guérinem. Celd historie BCG
vakciny se zacala psat na zacatku 20. stoleti ve francouzském Lille. Na taméjSim
Institut Pasteur de Lille pasazovali Mycobacterium bovis na bramborovou ptidu s glycerinem,
pro ztratu virulence tohoto druhu byla pozdé¢ji piidana hovézi zlu¢. V roce 1919
po bezmala 11 letech pasazovani vytvofili tito panové oslabeny kmen, ktery po vpraveni do téla
hostitele nevyvoléaval progresivni tuberkulézu. O dva roky pozdéji byla vakcina aplikovana
téhotné zené (prvni oc¢kovani ¢lovéka) nakazené tuberkuldzou, kterd po porodu sice zemiela,
ale porodila zdravé dité. Pozd¢ji v témze roce panové Weill-Halle a Turpin podali davku BCG
peroralné malému ditéti, u pacienta se nevyskytly zadné nezddouci uc¢inky po peroralnim
podani '°.

Diky plosnému ockovani (dnes jiz vysoce selektivni) se nam v ¢eskych zemich podatilo
snizit prevalenci onemocnéni na historické minimum. Reakci na ockovani je vznik
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postvakcinacni léze, ktera je vlastni reakci na vpich. Samotny pupinek je potvrzenim aktivni
imunizace daného jedince. Do tfi mésict by se mél Uplné zhojit. VEtsi lokalni abscesy se pak
objevuji spi§ u malych déti. V ptipadé vyskytu lokalnich nezddoucich ucinkt 1é¢ba spociva
v topické aplikaci Framykoinu® (bacitracin + neomycin). Usp&snost ockovani se pak provéii
tuberkulinovou zkouSkou, kterd se provadi po tiech meésicich od ockovani. Je-li zkouska
negativni (plochd 1éze, bez erytému a infiltrace, mensi nez 5 mm), BCG vakcinace se nasledné
opakuje.

Mezi nejCastéj$i systémové reakce na vakcinaci pak miizeme zatadit zvétSeni
regionalnich lymfatickych uzlin — hlavné téch axilarnich, vzacnéji se pak mohou objevit
lymfadenopatie, osteomyelitida, hepatosplenomegalie a artritida.

Pacienti by se neméli nechat o¢kovat pti znamé alergické reakci na ockovani, pokud pravé
prodélavaji horecnaté onemocnéni nebo je jejich tuberkulinova zkouska pozitivni. Vyhnout
o¢kovani by se mély i1 t€hotné ¢i kojici zeny anebo imunokompromitovani pacienti.
Jedna se pfedev§im o HIV — pozitivni, pacienty trpici hemoblastézou, pacienty lécené
kortikosteroidy &i jinymi imunosupresivy a pacienty s poskozenim elimina¢nich organd * %5,

3.6 Diagnostika TBC

Lékar spolu s klinickym mikrobiologem pfesné stanovi anamnézu, ur¢i spravné agens,
nechaji provést rentgen plic spole¢né s biochemickymi a hematologickymi testy. Pro spravnou
diagnostiku této choroby je potieba odebrat kvalitni biologicky vzorek a tento vzorek odeslat
podle Vyhlasky ¢. 306/2012 Sb. do testovaci laboratofe v chladicich boxech 2°. U plicnich
forem se odebird sputum v nejlepsim ptipad¢ pied jidlem, provadi se bronchoalveolarni lavaz
a testuje se vypotek z pleury. Pokud existuje riziko, Ze Mycobacterium zptsobilo meningitidu,
odebira se a testuje mozkomisni mok. Pfi testovani vyskytu TBC v urogenitalni oblasti
odebirame stiedni proud moci ?’, Zalude¢ni obsah je naopak odebiran nala¢no se zvysenym
rizikem neutralizace vzorku, proto musi byt dopraven na misto testovani nejlépe do ¢ty hodin.
Stolice s podezienim na vyskyt Mycobacteriaum je pak odesilana ve sterilnich nadobach.
K mikrobiologickému vySetfeni jde odeslat stér zl1ézi, piStéli ¢i hnisavych oblasti.
Mikrobiologicky material miize byt odeslan i v injekéni stiikacce, kterou byl pravé odebran 28,

V mikrobiologické laboratoti se Mycobacteria stanovuji klasicky pomoci mikroskopu a
kultivacniho nalezu, modernéjSim zptisobem diagnostiky je pak vyuziti molekularné
biologickych metod (MBM). Tyto acidorezistentni tycky jsme schopni stanovit v nativnim
preparatu  po fluorescencnim barveni, méné Ccastéji se pak vyuziva metoda
podle Ziehl — Neelsena. Kultivace na zivnych ptidach je pak metodou casové narocnou — trva
az devét tydni 2°. Modern&jsi metody zaloZené na detekci produktii metabolismu mykobakterii
(BacT/ALERT) ¢i na detekci mnozstvi spotiebovaného kysliku (Bactec) pak trvaji kratsi
dobu — na vysledek se ¢eka asi Sest tydni °.

K prikkazu TBC podle nejnovéjSich pouzivanych metod pak staci pouze ne¢kolik hodin.
Tyto moderni metody jsou zalozeny na detekci urcitych casti nukleovych kyselin (NK)
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specifickych pro danou acidorezistentni tyCku. Jednd se pfesnéji feCeno o Mycobacterium
tuberculosis Direct (MTD testy) a PCR metodu. Principem téchto metod je proces, kdy
k hledanému tiseku NK vytvofime komplementarni genetickou sondu 3!'. Tato metoda je
schopna detekovat i neziva Mycobacteria, ktera jiz ztratila svou virulenci, proto se nasledn¢
musi provést 1 klasické kultivacni vySetieni trvajici 6-9 tydnl. Narostld Mycobacteria jsou pak
identifikovana pomoci sekvencni analyzy a jsme tedy schopni rozliSit jednotlivé druhy,
piipadné dalsi netuberkul6zni mykobakterie.

Histologické vySetieni je povazovéano za esencidlni — jsme schopni urcit, zda probiha
granulomatozni zanét (Langansovy buiiky, kaseinizace tkan¢). Pro komplexni laboratorni
vysetieni je nutné testovat bakterii 1 na resistenci vici antituberkulotikiim 1., ptip. II. fady.

Nepiimé diagnostické metody se pak pouzivaji k ur€eni stavu specifické (bunécné)
imunity testovaného jedince. U kazdého jedince se kromé tuberkulinového testu provadi i
tzv. IGRA testy, pomoci nichZ prokazujeme interferon gama (INF-y), jenz je produkovéan
nékterymi druhy lymfocytl po kontaktu s M. tuberculosis. Jednim z nejcastéji pouzivanych je
QuantiFERON®-TB Gold, ktery funguje na principu produkce jiz zminovaného interferonu
gama (INFy) efektorovymi T-lymfocyty (CD4+ a CD8+) po jejich stimulaci in vitro
peptidovymi antigeny ESAT-6, CFP-10 a TB-7.7. Krev se necha 1 den inkubovat ve zkumavce
s antigeny TBC, ve zkumavce s mitogenem MIT a v kontrole NIL (jedna se v podstat¢ o hladinu
INF-y ptfitomna v testovaném organismu). Produkce INFy je pak stanovovana pomoci metody
ELISA 32. Novinkou na trhu je poté i piesn&jsi provedeni této metody — QuantiFERON®-TB
Gold Plus, ktera rozliSuje produkci INFy dvéma druhy lymfocyt ve dvou zkumavkach TB1 a
TB2. Kvantifikuje se na dva stejné antigeny- ESAT-6 a CFP-10. Zkumavka TB1 pak zkouma
imunitni odpovéd CD4+ pomocnych lymfocyti, TB2 slouzi ke zjisténi odpovédi
CD8+ cytotoxickych lymfocytl. Provedeni metody i1 vysledné hodnoceni je obdobné jako
u QuantiFERON®-TB Gold *. Zde zmiilované testy jsou typické pouze pro komplex
M. tuberculosis, z atypickych mykobakterii komplex obsahuje M. marinum, M. kansasii, a
M. szulgai. U ostatnich mykobakterii, v€etné M. bovis BCG, tyto antigeny pfitomny nejsou.
Negativni vysledek metody neznamena, Ze pacient neonemocnél 3.

Tuberkulinovy test (Mantoux reakce) pak predstavuje reakci pozdni precitlivélosti
na PPD (imunopatologicka reakce IV. typu) z vybranych kmenti mykobakterii. Test se hodnoti
po 72 hodinach, kdy za pozitivni vysledek se povazuje zmnozeni vaziva o vice jak 5 mm.
Pozitivni vysledek nastava obvykle po aplikaci BCG vakciny, nakazeni se TBC anebo
zneznamych divodta. U imunokompromitovanych pacientd (HIV — pozitivni) a u pacienti,
ktefi onemocni v pozd&j$im véku, mize test vychdzet naopak negativné 3,

3.7 Rezistence TBC

Citlivost na zvolené antituberkulotikum je dulezitd vlastnost pro urceni puvodce
onemocnéni a samotné terapie postizené¢ho ,,na miru®“. V populaci téchto acidoresistentnich
ty¢ek se vyskytuje pfirozend (primarni) resistence v poméru jedna resistentni
mutanta na 1 000 000 citlivych mutant. Primarni resistence znamend, Ze pacient nereaguje
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na podané antituberkulotikum, piestoze nebyl dosud 1ééen. VCR se jedna maximalng
0 2 % ptipadii v izolovanych kmenech . Pokud mluvime o resistenci sekundarni, jedna se
o stav, kdy bakterie pfestala byt citliva na antituberkulotikum az béhem poskytnuté 1écby.
Diivodem sekundéarni resistence je jak Spatné nastaveny léCebny plan Iékafem, tak
i non-adherence a non-compliance pacienta. V rozvojovych zemich se totiz vétSinou
neprovadéji testy citlivosti kmene na zvoleny LP.

wewr

a) MDR-TB (multiresistence)- necitlivost na rifampicin a izoniazid (AT L.volby)

b) XDR-TB (extenzivné resistentni tuberkuldza) - kmen neni navic citlivy na AT II. volby
(amikacin, kapreomycin, kanamycin) a jedno ATB z fluorochinolové fady '

c) TDR-TB (totdlni resistence) - resistence na vSechna AT L. i II. volby, prvni pfipad
této resistence byl zdokumentovan v roce 2005 v Italii, nasledovany Irdnem, Indii a
Jizni Afrikou. WHO toto pojmenovani neuznava, zjednoduSené¢ se vSak jedna
o resistanci na antituberkulotika I. i II. volby. Po zavedeni bedachilinu do klinické praxe
vroce 2012 se nékteré kmeny diive totaln¢ rezistentni staly citlivé na zmiflovanou
latkou, oznaceni TDR-TB se proto v poslednich nékolika vyro¢nich zpravach WHO
o TBC neobjevuje. Vzhledem k ¢astym mutacim M.thc nové LP nebudou poskytovat
ochranu v del§im ¢asovém horizontu. Lepsi klinické vysledky miize pfinést adjuvantni
terapie jako vakcinace, vitaminova suplementace ¢i biologicka 1écba. Jako doplnék
klasické chemoterapie by mohla vést k vétsimu benefitu z 1é¢by *°.

d) RR-TB- rifampicin rezistentni tuberkul6za — at’ uz jako mono-, polyresistence, ptipadné
jako soucast MDR- TB ¢i XDR- TB

Mechanismy resistence zahrnuji:

a)

b)

Kompenzacéni vyvoj] — mutace se vétSinou objevuji, pokud léciva latka (LL) nedosahne
v organismu minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC). Mutace vétSinou zpomaluje diilezité
biologické procesy v bakterialni buiice jako riist a virulence. Kompenzac¢ni (sekundarni)
mutace se pak snazi tyto biologicky nevyhodné zmény navratit bez ztraty rezistence
vii¢i podanému antituberkulotiku >°.

Epistdze — tento jev znamend, ze mutace spolu interaguji, az dojde k vytvoreni nového
znaku. Tento znak se projevi jako vyvojové vyhodny (pozitivni) anebo vyvojové
nevyhodny (negativni) aZ letdlni pro samotnou bakterii *’.

SniZzena permeabilita bunécné stény — PE11 je povazovan enzymaticky za lipazu a esterazu,
tento protein je odpoveédny za udrZeni stability bunécné stény a jeji remodelaci. Exprese
modulovaného proteinu u M. smegmatis mc2155 vedla k Gprave stavby prokaryotni buiiky,
k agregaci, ke zmén¢ kompozice a k tvorbé pelikuly. Tento piiklad vedl k objevu, ze
up-regulace tohoto proteinu vede ke snizenému priniku nékterych antituberkulotik (INH,
RIF, EMB) 3%,
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d) Zvysena exprese effluxnich transportéri * - u MDR — resistentnich kment byla zjisténa
korelace mezi zvySenou expresi effluxnich transportért a resistenci. U izolovanych kment
byla podle citované studie minimélné¢ jedna effluxni pumpa nadmérné exprimovana.
Zablokovani téchto transportéri by mohlo byt mistem u¢inku novych l1éCiv.

e) Modifikace cilového mista u¢inku — nékteré M.tbc maji ve svém genomu zakdédovan erm37,
ktery ovlivitluje rRNA methyltransferazu. Nedojde nasledné k interakci makrolidu

s ribozomem .

f) Modifikace 1é¢iva — bakterie je schopna také produkovat EIS proteiny, které jsou
povazovany za homology AG acetyltransferazy, tyto intracelularni proteiny pfeziti jsou

schopny chranit proti kapreomycinu, ktery je po interakci acetylovan .

g) Cilové mimikry — tykaji se mechanismu G¢inku (MU) fluorochinolonovych ATB, MfpA
(Mycobacteria FQ resistance protein A) je schopen meénit tvar, velikost a povrch DNA.
Kdyz dojde k navazani proteinu na DNA gyrasu, zablokuje se vazebné misto pro dany
fluorochinolon a nedojde k vyvolani Gi¢inku ATB .

Tyto mechanismy umoziiuji mykobakteriim upravit svou schopnost prezit, délku zivotniho
cyklu ¢i ptipadnou virulenci. Mutace pak dokézou stabilizovat dany fenotyp rezistence v ramci
druhu. Pochopeni a studium téchto mechanismti pak umozni védclim a jinym odbornym
pracovnikiim identifikovat nové cile pisobeni 1é¢iv v oblasti vyvoje novych 1éCiv a LP. Lécba
resistentnich kment je velkou z4tézi pro nemocné pacienty, ¢asto navic imunokompromitované
(HIV —pozitivni). Slozita terapie ¢asto obsahuje toxicka 1é¢iva pro lidsky organismus s ¢astymi
nezadoucimi ucinky. Navic dochézi k Siteni MDR-TB, ktera otevira cestu jinym potencialné
resistentnim bakteriim. Moderni vyzkum proto klade velky diraz na znovuobjeveni latek, které
budou mit minimalni vedlejsi u¢inky a které budou ptisobit na latentni i aktivni formy patogenu.
Pokud vyfe$ime mechanismy resistence a budeme dodrzovat DOTS* (doporuéent, jak spravné
postupovat béhem 1é¢by TBC) je $ance tento patogen porazit jednou provzdy *4.

Podle zpravy WHO v roce 2016 41 % z 3,4 milionti nové potvrzenych nakazenych jich bylo
resistentnich na rifampicin (nartst z 31 % v roce 2015). V celosvétovém méfitku 153 119
pfipadt (26 % z celkového poctu asi 600 000 piipadil) MDR — TB a rifampicin resistentnich
TB (MDR/RR-TB) bylo zaznamendno vroce 2016. Mezi MDR/RR-TB bylo 1 36 %
resistentnich na ATB fluorochinolové fady (nartst o 3 % oproti roku 2015). 8014 ptipadu
XDR- TB bylo zaznamenano v 72 statech, z nichz 75 % lezelo v Evrop€ nebo v jihovychodni
Asii. Nejvice postizena byla Indie (2464 ptipadi), Ukrajina (1195 piipadt) a Jizni Afrika
(967 ptipadl).

Na citlivost k antituberkulotikiim byl v Ceské republice testovan material od 361 pacienti
v roce 2016. NejcCastéji byla pfitomna resistence na streptomycin ve 22 piipadech (6,1 %),
nasledné v 17 ptipadech (4,7 %) na isoniazid, v 7 (1,9 %) na rifampicin a 5 pacientt (1,4 %)
bylo resistentnich na podani etambutolu. Multirezistence byla zji§téna v 6 piipadech (1,7 %) 2.
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Pro rychlé zjisténi resistentnich kmeni na rifampicin ¢i zkfiZzenou resistenci doporucuje
WHO pouzivat Xpert MTB/RIF. Jedna se o molekularné genetickou metodu, ktera nam dokaze
potvrdit/vyvratit resistenci v fadu nékolika hodin. Usp&nost 1é¢by TBC se odhaduje asi
na 83 %, klesa na 54 % u pacientii trpicich MDR/RR-TB. U XDR/TB je pravdépodobnost
isp&sné 1é¢by jesté o néco nizsi — asi 30 % .

3.8 LéCebny rezim TBC

Aby byla 1écba uspésna, je nutné antituberkulotika podavat po dobu 6-12 mésict. Délka
trvani 1éCby zavisi na stavu nemocného, piidruzenych chorobach a pouzit¢ kombinaci LP.
Léciva se museji podavat dlouhodobé z divodu heterogenity kmenii a primarni resistenci
bakterie '8

Na zacatku terapie (inicialni faze) se pouziva ¢tyfkombinace antituberkulotik (isoniazid +
rifampicin + ethambutol + pyrazinamid), pfipadné se ptidava jako paty LP aminoglykosid
streptomycin. Antituberkulotika se podavaji v jedné ranni davce pod dohledem zdravotnického
personalu (DOTS —directly observed treatment, short-course). Pacient je po tii meésice
hospitalizovan na nékterém z infek¢nich oddéleni nemocnice, aby nerozsifoval ndkazu. Léky
uzivd bud’ v dennim anebo intermitentnim rezimu (3x tydné). Pro ptfekonéni inicialni faze
se pouzivaji zde zminéna 1é¢iva prvni volby %18,

Ptiblizn€ po tfech mésicich je pacient propustén do ambulantni péce, kde se vétSinou
pokracuje dvojkombinaci antituberkulotik (isoniazid + rifampicin) po dobu 4 mésica,
u rizikovych pacientii se pouziva trojkombinace (isoniazid + rifampicin + ethambutol). Léky
jsou opét podavany v jedné denni ddvce pod odbornym dohledem. Tato situace nastava,
pokud se jednd o resistentni kmen. Tato dlouhodobd lécba TBC je velmi vycerpavajici
hepatotoxicita isoniazidu a rifampicinu. U aminoglykosidi je pak problémem vyvolana
oto-, nefrotoxicita. U etambutolu muize dojit k vyvolani neuritidy zrakového nervu.
Hyperurikémie se pak miize vyskytnout pii 1é¢bé pyrazinamidem !4,

Velkym problémem je pti 1é€b€ opét resistence mykobakterii. Na 1écbu multiresistence
se pouzivad cCtyfkombinace zvolend podle mikrobiologické citlivosti. Podle citlivosti
se nejcastéji vybird ethionamid, aminoglykosidy a jejich analogy jako kapreomycin,
fluorochinolony III. generace. Kyselina p-aminosalicylova (PAS) se pak pouziva pouze
ve vyjimeénych piipadech hlavné v zemich tfetiho svéta '8,

Zkraceny MDR-TB 1é¢ebny rezim byl vytvofen podle WHO a rozdélen na dvé casti.
V prvni fazi jsou pacientovi po dobu 4 mésicli poddvana tato 1é¢iva: fluorochinolon 3. generace
(moxifloxacin, gatifloxacin), kanamycin, prothionamid, klofazimin, vysoké davky isoniazidu,
pyrazinamid a etambutol. V druhé fazi rezimu dostava pacient po dobu 5 mésict tato 1é¢iva:
moxifloxacin nebo gatifloxacin, klofazimin, pyrazinamid a etambutol *°.

Jesté 6 meésich po ukonceni 1€Cby jsou pacienti zavedeni ve skupiné aktivni TBC. Osoby,
které snimi pfichazely prokazateln¢ do kontaktu, jsou brani jako tzv. kontakty a také
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vySetfovani na pfitomnost patogenu. Pacientim ve skupiné aktivni TBC jsou pravidelné
odebirany vzorky sputa a jiné¢ho biologického materidlu. Nasledn€ jsou pifefazeni do skupiny
inaktivni TBC po dobu tfi let. Zde se opét testuje jejich sputum a probihaji pravidelné klinické
a rentgenové (RTG) kontroly. Pokud se vSak vyskytnou rizikové faktory, jsou ptrevedeni
do rizikové skupiny, kde jsou pravideln¢ jedenkrat rocné¢ podrobeni pravidelnému
vySetieni 34,46,

3.8.1 Léciva L. linie

Isoniazid

NH, Isoniazid jako derivat kyseliny isonikotinové je povazovan
za mykobaktericidni 1é¢ivo. Spektrum ucinku je pomérné Siroké,
protoze  puasobi  krom&  Mycobacterium  tuberculosis 1
na Mycobacterium bovis a Mycobacterium kansasii. Jedna se o velmi
N dualezité 1€civo prvni linie antituberkulotik, pouzivané od roku 1952.
_— Mechanismem t¢inku je blokada syntézy mykolovych kyselin '8,
N

Isoniazid je proléivem a musi byt aktivovan enzymem
kataldzou — peroxidasou KatG. Vznikéd velmi reaktivni produkt, jenz tvoii komplex s NAD+,
ktery je silnym inhibitorem NADH — dependentni enoyl — ACP reduktazy, ktera prodluzuje
fetézec mykolovych kyselin. Dochazi 1 k produkci kyslikovych radikalt (superoxidovy,
peroxivodikovy, peroxinitritovy), které obdobnym mechanismem naruSuji syntézu
mykolovych kyselin jako zékladniho kamenu bakteridlni stény. Isoniazid interferuje i
s metabolismem  pyridoxinu, zpiisobuje zvySenou exkreci a inhibuje enzym
pyridoxinfosfokinasu %47,

NejcCastéjsi pricinou mutace je zména na urovni enzymu KatG. Prolécivo poté neni
konvertovano na aktivni formu a INH ma tedy sniZenou aktivitu *’.

Bézné se podava davka 5 mg/kg hmotnosti najednou, pfi intermitentnim lé¢ebném rezimu
se upravuje na 15 mg/kg 3krat tydn€, maximalni davka je 900 mg pii intermitentnim podani
(jednotliva davka: max. 300 mg) *"

Isoniazid je metabolizovan v jatrech N-acetyltranferasou, kde acetylaci vznika
acetylisoniazid a kyselina isonikotinova. Pfi metabolismu INH hraje dalezitou roli fenotyp
kazdého jedince. Polocas eliminace se udavd 1 h u rychlych acetylatori a az 5 hodin
u pomalych. Ud4va se, Ze vétsina 1é¢iva (70-96 %) je vyluovana mo¢i 4748,

Isoniazid je kontraindikovan u epileptikli, protoZze mtize zplisobovat neurotoxicitu CNS
1 PNS. Obcas se objevuji zavraté, pocity opilosti, bolesti hlavy, zapométlivost, nespavost a
velmi ojedinéle se mohou objevit deprese ¢i psychotické piithody. Mame zaznamenany
i ptipady, Ze pacienti po uziti INH méli tendenci spachat sebevrazdu . Samotnd neurotoxicita
se projevuje paresteziemi, palenim chodidel, ptfipadné ztuhlosti a zaskuby svalstva. Tyto
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nezédouci U¢inky lze snizit suplementaci pyridoxinem (vitamin B6), doporucuje se uzivat
az 200 mg vitaminu B6 denné. Dtlezité je zminit i hepatoxicitu, kterd pouze od laboratornich
zmén muze vést k akutni hepatodystrofii zvlaste u jedincii se snizenou funkci jater, alkoholikt
¢i u zen v prechodu. Ve vyjimecnych piipadech se mize objevit i horenaty stav s vysevem

exantému 47,

Lécivo by se m¢lo uzivat na prazdny zaludek, protoze INH se absorbuje nejlépe pfi velmi
kyselém pH, uhlohydraty dokazou snizit vsttebavani celkove az o 50 %, proto by se spole¢né
s isoniazidem nemély konzumovat potraviny a ndpoje s vysokym obsahem cukru. Jelikoz INH
inhibuje enzym monoaminoxidasu (MAQO), mlze po poziti spolecné s potravinami bohatymi
na tyramin a histamin nastat tyraminova reakce. Jedna se o akutni stav zahrnujici palpitaci,
flush, poceni, priijem, otok a svédéni. Pacient by se mé¢l vyhnout piedevs§im t€émto potravinam:
$vycarské syry a ¢okolada, ryby a z alkoholickych napoji predeviim ¢ervené vino *°.

Rifampicin

Rifampicin je v dneSni dobé povazovan za nejucinnéjsi
1é¢ivo TBC, pouzivan je od roku 1966. Jedna se o Sirokospektré
baktericidni 1é¢ivo, citlivé jak na G+ 1 na G — bakterii, proto se
s oblibou pouziva u terapeutickych rezimi pii zavaznych
stafylokokovych infekcich !7. Rifampicin je semisyntetické
antibiotikum ze skupiny rifamycinti izolovano jako produkt

z plisn& Amycolatopsis rifamycinica >'.

Rifampicin (RIF) inhibuje transkripci mykobakterii
zablokovanim DNA - dependentni RNA polymerazy. Bakterie neni schopna nové

nasyntetizovat proteiny a mRNA, proto nasledné umira 3147,

Resitence se objevuje diky mutaci v genu rpoB, ktery kéduje beta fetézec zminované
RNA polymerazy *’.

Obvykle se bere 600 mg rano nalacno, u pacientl s hmotnosti niz$i nez 50 kg se pak
davka snizuje na 450 mg. U pacientli s pomalou debacilaci, kde pfi¢inou je nizkd sérova
koncentrace rifampicinu, je mozné davku upravit az na ranni ddvku 900 mg nalacno.
Pfi intermitentnim podavani se preferuje davka 600 mg dvakrat az tfikrat tydné (15 mg/kg).
Pii perordlnim podéni je maximalni sérova koncentrace dosazena do dvou hodin
od administrace, pronikd dobfe do vSech télnich tekutin a jeho distribu¢ni objem Ccini
0,6- 1,0 litru/ kg. Z velké ¢asti (az 80 %) je navazan na proteiny '°. 85 % Ié¢iva je metabolizovan
mikrosomalnim systémem CYP450. VétSina 1éCiva je exkretovana Zluci (az 65 %) a mald ¢ast
(65 %) prodélava enterohepatalni obéh. Po indukci mikrosomalniho CYP450 za 14 dni
se polocas eliminace RIF zkracuje z 3—5 hodin na 2-3 hodiny *’.

Rifampicin je ve vétsin¢ pfipadl tolerovan dobfe. Jelikoz je ale transportovan
jako bilirubin, mize velmi ojedinéle vyvolat ikterus a cholestdzu. Zaznamenavame i travici
obtize jako nausea, vomitus, kieCe ¢i prijem. Lécivo mize indukovat symptomy chiipky
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(flu-like syndrom) patrné zvIlast€¢ pii intermitentnim podavani. Rifampicin ovliviluje
1 imunologickou odpovéd organismu: leukopenie, trombocytopenie, hemolytickd anémie,
agranulocytoza. Barvi do oranzova télni tekutiny i kontaktni cocky, kdy zabarveni moci je Casto
mylné diagnostikovano jako hematurie %1947,

Potrava snizuje absorpci a zpomaluje vstfebavani podobné jako antacida. Nejvice
interakci je vSak na urovni CYP450 a P-glykoproteinu, indukci dochdzi ke sniZeni u¢inka
peroralni kontracepce, statind, digoxinu, blokatoru vapnikovych kanalt (CaB), antidepresiv,
antiepileptik '#47. Ketokonazol a kyselina p—aminosalicylovdi musi byt dokonce podany
s 12 hodinovym rozestupem kviili markantnimu sniZeni biodostupnosti RIF 2,

Pyrazinamid

Je syntetickym pyrazinovym analogem nikotinamidu. Ma
N baktericidni ucinek pouze v kyselém prostfedi na fagocytujici
= mykobakterie uvnitt bunck, proto je vhodnym léCivem
pii inicidlni fazi. Plsobi pouze na M. tuberculosis, ne na bovinni
HN = N mykobakterie '®!°. Tato sterilizaéni aktivita umozni zkraceni
L 1é€by na 4-6 meésicti pii pouziti rifampicinu, isoniazidu a

) pyrazinamidu (RHZ rezim) 4"

Dobfe se vstfebava po podani per os, maximalni
koncentraci je schopen dosdhnout za 2 hodiny po administraci. Minimalni baktericidni
koncentrace je 12,5 pg/ml, proto je davkovan v tabletaich po 500 mg, abychom dosahli
koncentrace minimélné 30 pg/ml. Maximalni davka je stanovena na 3500 mg, poté mizeme
ocekavat zvysené riziko hepatotoxicity °.

Mechanismus ucinku neni stale zcela objasnén:

a) Enzymatickd pfeména pyrazinamidu na pyrazin-2-karboxylovou kyselinu (POA)
pomoci pyrazinamidazy

PZA vstupuje do mykobakterii pasivni difuzi a je preménén na POA (pKa 2,9)
pomoci kddované cytoplazmatické pyrizinamidasy genem pncA. POA pak opousti
bunku pasivni difuzi. Jakmile je POA mimo buiiku, ziskame kyselé pH extracelularni
tekutiny, maly podil POA se pfeméni na HPOA (nenabit4 protonovana forma), ktera
snadno piechazi opét pfes membranu a uvoliiuje proton. HPOA piinasi protony, které
okyseluji cytoplasmu. Dochazi k inhibici dilezitych enzymatickych procesi. POA
navic dokdze rozvratit energetickou rovnovahu, stabilitu membrany i transport.
Navic, POA zastavuje syntézu proteinii a RNA tpravou intracelularniho pH. Vyuziva
se v inicialni fazi terapie TBC kvili kyselému pH zanétu *°.

b) Inhibice trans-translace
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POA také naruSuje ribozomovy zachranny proces trams-translace
v mykobakteriich. POA se vaze v karboxyterminalni domén¢ ribosomalniho proteinu
S1 (RpsA) a inhibuje tranms-translaci, coz vede k akumulaci defektnich proteini.
Trans-translace je proces vyuzivany bakteriemi k uvolnéni ribosomt, které
se zastavily na transkriptech mRNA kvili chybéjicimu stop-kodonu. Specidlni
tmRNA se spolecn¢ s RpsA proteinem vaze na mRNA a tim zamezi této trans-
translaci >4,

c) Inhibice syntézy  mykobakteridlntho  koenzymu A a  interakce
s aspartat dekarboxyldzou

Podle nejnovéjSich studii je prokdzano, ze POA (ne jeho prekurzor PZA) se
navazuje na C-konec enzymu aspartat dekarboxylaza, jez je kodovan panD genem.
Jednd se o dllezity enzym pifedevSim pro konverzi L-aspartitu na B-alanin, ktery
je jednou ze slozek panthotenatu a ptedevsim pak koenzymu A. Koenzym A zasahuje
do metabolismu mastnych kyselin a ovliviiuje metabolismus mastnych kyselin —
procesy pro buitku esencidlni >.

d) Inhibice Fatty acid synthase I (FAS I)

Ukolem enzymu je syntetizovat prekurzory mykolovych kyselin a kratké
a — fetézce, FAS II pak tyto fetézce nutné pro vystavbu bakteridlni stény prodluzuje.
Inhibovanim enzymu FAS I zablokujeme sestavovani mykolovych kyselin, bunka
neni schopna koexistovat. Podle né&kterych praci PZA a NADPH+H" (redukéni
¢inidlo pfi syntéze mykolovych kyselin) kompetuji o vazebné misto na FAS L

Tato kompetice nastiva vSak aZ pii vy$§ich koncentracich PZA v organismu °.

e) Interference syntézy NAD+

Fosforibosyltransferaza kyseliny chinolinové (QAPRTaza, EC 2.4.2.19) je
klicovym enzymem de novo biosyntézy nikotinamid adenin dinukleotidu (NAD+)
potenciondlnim cilem pro vyvoj novych 1€kid proti tuberkuloze. QAPRTaza
katalyzuje syntézu mononukleotidu kyseliny nikotinové z kyseliny chinolinové (QA)
a S-fosforibosyl-1-pyrofostatu (PRPP) reakci fosforibosylového pienosu s naslednou
dekarboxylaci. PZA, ktery je povazovan za strukturnim analogem kyseliny
chinolinové, znacn¢ inhiboval katalytickou aktivitu MtQAPRT4zy. Struktura PZA
proto miiZze poskytnout zéklad pro navrh novych inhibitort MtQAPRTazy *7.

Pyrazinamid je Iékem volby u kratkodobych rezimt, je kontraindikovan u pacientt
s poruchou jater. Pfi podané davce je dilezit¢ dlouhodobé neptekratovat 50 mg/kg
pfi intermitentnim podavani. Jedna se nejvice hepatotoxické 1é€ivo zminéné v této diplomové
praci. Pyrazinamid snizuje tubularni sekreci kyseliny mocové, a proto vyvolava hyperurikémii
az klinickou manifestaci dny. Allopurinol blokuje xanthinoxidasu a tedy i metabolismus
pyrazinamidu, coz muze ptispet paradoxné k zhorSeni hyperurikémie. LéCivo miize zpusobit
fotosensitivni dermatitidu, vyrazku, svédéni a gastrointestinalni (GIT) symptomy.
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Rhabdomyolyza a myoglobinurie je zavaznou komplikaci, ktera mtze byt divodem pteruSeni

lé¢by pyrazinamidem 81947,
Ethambutol
Ethambutol (EMB) je synteticky pfipravené
bakteriostatické AT 1. volby znamé od roku 1966,
pusobi na M. tuberculosis, ale i na netuberkuloidni
OH mykobakterie. Jedna se o (S,S)-Ethambutol, jina
\/( y opticka konfigurace je toxicka vzhledem k optickému
H;C N .
S - nerV}l. Ethambutol blokuje enzym
H arabinosyltranferazu kodovanou genem embB, ktery

OH je  odpovédny za  polymeraci  arabinosy
na arabinogalaktan, ¢imz dochazi k naruSeni
biosyntézy cukerné slozky bakteridlni stény.
Resistence vznika pomalu pravdépodobné

kviili mutaci v genu embB '847-38,

Dobfe se vsttebava po peroralnim podani, maximalni koncentrace je dosazeno tii hodiny
po podani. Denné se podava 25 mg/kg prvni dva mésice, poté se davka snizuje na 20 mg/kg.
U intermitentniho podavéani se preferuje tfikrat tydné v davce 30 mg/kg '°. Ethambutol je
metabolizovan pfevazné jatry, 1é¢ivo je oxidovano na aldehyd a néasledné na dikarboxylovou
kyselinu. Pfevazné je ethambutol vyluéovan mo¢i (50-80 %), mala ¢ast pak zluci (asi 20 %) *’.

Velmi zdvaznym nezadoucim ucinkem je retrobulbarni neuritida spolecné s poruchami
barvocitu a vizu, proto pied nasazenim terapie EMB je nutnd navstéva ocniho lékate, ktery
provede vysetieni perimetrem a barvocitu. Mezi dal$i nezéddouci ucinky zarazujeme GIT
symptomy (nauzea, zvraceni, bolesti bficha). Mohou se objevit i neurologické poruchy jako
nevolnost, zmatenost, nespecifické bolesti hlavy. Jelikoz EMB snizuje exkreci kyseliny
mocove, vede Casto k hyperurikémii a eventualni exacerbaci dnové artritidy. Velmi ojedinéle
se vyskytly i krevni dyskrazie (leukopenie, trombocytopenie) 181947,
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3.8.2 Léciva Il. linie
Streptomycin a dalsi aminoglykosidy

NH

R Strepromycin  je  aminoglykosidové antibiotikum

. o produkované  aktinomycetou  Streptomyces  griseus.

HZN)J\N < Von Je az nepiedstavitelné, kolik lidskych zivotl zachranil Selman

2 5 Waksman, kdyz po témét dvacetiletém badani ve své

““‘”9 laboratofi predstavil svétu v roce 1944 streptomycin. Za tento

=1\, 'y " ohromny objev obdrzel v roce 1952 Nobelovou cenu, patent
® ot nasledné prodal firmé Merck .

h o : Spravné terapeutick¢ hladiny aminoglykosidl lze

navodit pouze parenteralnim podanim, tento aminoglykosid
totiz pusobi baktericidné na extracelularné uloZzena mykobakterie v alkalickém prostiedi
za pritomnosti kysliku. Obvykle se nasazuje davka 1 g intramuskularné (i.m.) pii dennim
1 intermitentnim rezimu. Pokud se jednd o nemocného pacienta starsiho 50 let nebo o pacienta
s vahou mensi nez 50 kg, davky redukujeme na 0,75 g i.m. '°.

Mechanismem ucinku streptomycinu je navazani se na 30S podjednotku bakteridlniho
ribozomu, nasledné dochazi k zastaveni syntézy bakterialnich bilkovin. V kyselém prostiedi
(v misté zanétu a abscesll) streptomycin v mensi mife pronika do bakteridlni buiiky, coz mtze
vést pii monoterapii k jejimu selhani. Streptomycin nepronika ani dovnitf sav¢ich bunék, nema
tudiz vliv na intracelularni mykobakterie. Aminoglykosidy maji dobry efekt na rychle se dé€lici
mykobakterie, naopak téméf nepiisobi na spici formy %!,

Streptomycin, podobn¢ jako ostatni glykosidy, je ototoxicky i nefrotoxicky. Ototoxicita
je manifestovana zavratémi az hluchotou. Pfi podavani je nutno pravidelné¢ a pecliveé
kontrolovat renalni funkce. U pacientii s poruchou ledvin je nutno redukovat davku a zménit
intervaly mezi davkami. Amikacin se s vyhodou pouziva u téchto pacientd kvuli nizsi
nefrotoxicité a ototoxicité ©®2. Streptomycin je prokdzany teratogen, nesmi byt podavan
t&hotnym Zenam. Po aplikaci se vyjimeéné objevuji i kozni alergické reakce '*6!.

Resistence na streptomycin se objevuje v oblastech s Castym pouzitim tohoto léCiva
1 na jina bakteridlni onemocnéni. Kazdy zastupce ze skupiny aminoglykosidl se vaze na jiné
vazebné misto, proto i rezistence na antibiotika (ATB) z této skupiny bude ¢asto velmi rozdilna.
V oblastech s resistentnimi kmeny na streptomycin se svyhodou pouziva amikacin
nebo polypeptid kapreomycin ¢!-6*

Mezi jednotlivymi 1é¢ivy ze skupiny aminoglykosidi (streptomycin, kanamycin a
amikacin) a polypeptidem kapreomycinem je zaznamendna zkiiZzena rezistence, avSak
nejlevnéjsi volbou je kanamycin '°.
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Kyselina para-aminosalicylova (PAS)

(3, OH
Tato kyselina (i v podob¢ soli kyseliny) je v klinickém
HO pouzivani od roku 1946. Toto mykobakteriostatické 1é¢ivo
pusobici predevSim extracelularné se po mnoho let az
do 70. let 20. stoleti pouzivalo v rezimu s rifampicinem a
streptomycinem. Lécebny rezim s PAS byl postupné nahrazen

Cv v

NH, nezadoucich uéinku spojenych s GITem 463,

Mechanismus tc¢inku neni do dneSnich dni stale zcela
objasnén. Kyselina para—aminosalicylova zasahuje do syntézy listové kyseliny bakteridlni
buniky, a navic inhibuje zpétné vychytavani zeleza pro bakteridlni metabolismus, jelikoz
blokuje siderofor mykobaktin: 6366,

U pacientt s indikovanou PAS se mlZzou objevit nezddouci U¢inky, mezi které patii
hepatitida, GIT symptomy, hypotyredza (po preruseni se hladina hormont §titné zlazy sama
upravuje), encefalopatie, perikarditida a opticka neuritida. Zvlasté opatrni bychom méli byt
u pacientd se znamou alergii na aspirin (strukturni podobnost) a s deficitem enzymu
glukéza-6-dehydrogenazy .

PAS je jednim z poslednich 1€kt pro 1écbu zna¢né nebezpecné XDR-TB. V kombinaci se
streptomycinem byla zdokumentovana vysoka uspésnost 1écby — az Sleté preziti pacientt.
V kombinaci s ostatnimi G¢innymi LP vSak zaznamenavame vysokou Umrtnost (az 90 %).
Optimalni davka v kombinaci se streptomycinem je 20 g. Pokud vSak do kombinace
zakomponujeme isoniazid, miizeme davku 1éCiva snizit i na Ctvrtinu. V soucasnych rezimech
1écby XDR-TB tak davku 8-12 g hodnotime jako nedostatecnou. Ve vét§in€ zemi se vétSinou
pro formulaci PAS vyuziva lékova forma (LF) s prodlouzenym uvoliiovanim, proto se zvazuje
zménit davkovaci rezim na jednu davku denné. Podle nejnovéjSich studii jsme schopni
dosahnout pomérné dobte vysokych koncentraci v plazmé a také interval, kdy hladina 1é¢iva
klesne pod MIC, se s touto formulaci prodlouzil. To vSe pfispiva k lepSimu monitorovani
1ékovych hladin a snizuje riziko nezddoucich uginkd ©7.

D-cykloserin

O Cykloserin vykazuje bakteriostaticky efekt na mykobakterie

HN/ blokovanim dvou krok pfi syntéze mykobakteridlni stény.

Je strukturnim analogem aminokyseliny (AMK) D-alaninu.

Spojenim dvou molekul ziskame terizidon. Cykloserin/terizidon

inhibuje enzymy D-alanyl-D-alanin syntetdzu, alanin racemazu a

alanin permedzu odpovédné za syntézu peptidoglykanu
o) NH, peazt ofl
mykobakteridlni stény °°.

Cykloserin ma podle studii z 50. let nizS§i ucinnost ve
srovnani s PAS a bylo zde zaznamenano mnoho nezadoucich neurotoxickych uéink . U
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Linezolid, sutezolid

Linezolid Sutezolid

Linezolid je oxazilindiové ATB vyuzivané s velkou vyhodou u lécebnych rezimu
MDR-TB. U randomizované klinické studie tykajici se XDR-TB 77 v Cinské lidové republice
zaznamenal linezolid vyznamny 1é¢ebny uspech pi1 kombinovaném terapeutické rezimu. Byly
zaznamenany vSak pomérné vazné nezadouci ucinky, kterymi jsou myelosuprese (anémie) a
neuropatie (periferni a opticka). Linezolid miize vyvolat 1 laktatovou acidézu. Témto Zivot
ohrozujicim komplikacim mulZeme ptedejit snizenim davky z 1200 mg na polovinu
bez signifikantni ztraty uéinku 1é&iva ™78,

Linezolid se vstfebava ze 100 % a dobte prostupuje do vSech tkani véetné mozkomisniho
moku. Céastedné se vaze na plazmatické bilkoviny (31%). Metabolizovéan je oxidaci na dva
inaktivni metabolity a poté vyloucen prevazné moci. Jedna se o inhibitor monoaminoxidas A
1B, a proto je kontraindikovano spolecné podani s tricyklickymi antidepresivy (TCA)
a antidepresivy inhibujici zp&tné vychytavani serotoninu (SSRI) 7478,

Sutezolid se da povazovat za analog linezolidu. Je stile v klinickém vyzkumu, kde
se nachazi ve fazi I. Podle piredbéznych vysledkl vykazuje mensi Cetnost nezadoucich ucinkt
a vétsi 1ésebny potencial 7.

3.8.3 Nova lé¢iva a budoucnost terapie TBC

Nova 1é¢iva jsou objevovana nejéast&ji péti riiznymi ptistupy
e Nahodily screening
e Objevovani ztraceného
e Obmeénovani struktur stavajicich léciv
e Kombinatorni chemie
e Vyuziti poznatkl ptibuznych obort
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Nova léciva v terapii TBC

Bedachilin SQ109
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4 Experimentalni cast

4.1 Pouzité chemikalie, pfistroje a metody

Veskeré pouzité reagencie a chemikalie (pokud neni uvedeno jinak) byly nakoupeny
u firmy Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Némecko) a dodany byly v kvalit¢ certifikované
dodavatelem. Vychozi latky 4-(5-chlorpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoova kyselina,
2-chloro-4-(5-chloropyrazin-2-karboxamido)benzoova kyselina,
4-(5-chloropyrazin-2-karboxamido)-2-methoxybenzoova kyselina a
2-chloro-4-(5-chloropyrazin-2-karboxamido)benzoova kyselina byly pfevzaty od Dr. Zitka
na katedfe Farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv anebo nasyntetizovany v Cas potieby.

Nové pfipravené slouCeniny byly vytvofeny v laboratofich katedry Farmaceutické
chemie a farmaceutické analyzy (KFCHFA) na Farmaceutické fakult¢ UK v Hradci Kralové.

Meziprodukty a kone¢né slouceniny pak byly kontrolovany pomoci TLC chromatografie.
Byly pouzity TLC desky Silica 60 F254 patfici do portfolia spole¢nosti Merck (Darmstadt,
Némecko).

Vysledné produkty byly vyhodnoceny a vycCiStény chromatograficky na pfistroji
CombiFlash Rf (Teledyne Isco, Lincoln, NE, USA), s pouzitim chromatografické kolony
se silikagelem Kieselgel 60, 0,040 az 0,063 um (Merck, Darmstadt, Némecko). Pti detekci byl
vyuzit UV-VIS detektor pfi vinovych délkéch 254 nm a 280 nm.

IC spektra byla zméfena spektrofotometricky Nicolet Impact 400 (Nicolet, Madison, W1,
USA) za pouziti metody ATR (zeslabeny vnitini odraz) na germaniovém krystalu.
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' H-NMR a !> C-NMR spektra byla ziskéna na piistroji Varian VNMR S500 (Varian, Palo
Alto, CA, USA) pii frekvenci 500 MHz pro 'H a 125 MHz pro *C. Tato spektra byla zméfena
v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-ds) Chemické posuny o (ppm) se vztahuji
k tetramethylsilanu (TMS) pfes vychozi signdly daného deuterovaného rozpoustédla
(DMSO0-d6 2,50 ppm v 'H spektru a 39,70 ppm v 1*C spektru). V 1*C spektru u nékterych latek
chybi signal aromatického uhliku v oblasti 130-132 ppm — v disledku ptekryvu ostatnimi
signaly. V 'H spektru ¢arkované vodiky (H3’, H6") znaéi vodiky pyrazinového jadra, ArH pak
oznacuje vodiky benzenového jadra.

Teploty tani produktt byly zméteny metodou oteviené kapilary pomoci bodotavku Stuart
SMP30 (Bibby Scientific Limited, Staffordshire, Velka Britanie) a tyto hodnoty nejsou
zkorigovany.

Elementérni analyza slou¢enin byla zméfena pomoci analyzatoru Micro Cube Element
Analyzer (Elementar Analysensysteme, GmbH, Hanau, Némecko).

Pro vypocet hodnot log P, CLogP a tvorbu vzorcti byl pouzit PC program CS
ChemBioDraw Professional 17.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA) Vysledné vytézky
se vztahuji k chromatograficky ¢istému produktu po vSech Cisticich operacich.

4.2 Syntéza vychozich latek

Za  prvni prekurzor syntézy  vychozi latky se da  povazovat
5-chlopyrazin-2-karboxylové kyselina, ktery nasledné reaguje s SOCl, (thionyl chloridem) za
vzniku chloridu mechanismem nukleofilni substituce, poté nasleduje reakce acylace
aminoskupiny p-aminobenzoové kyseliny, aby vznikl nami pozadovany karboxamid.

J7-07-1
Viz. Schéma 1, R' = OH

Do banky s kulatym dnem (250 ml) navdzime 2022,5 mg (12,8 mmol) kyseliny
5-chlorypyrazin-2-karboxylové a dispergujeme ji ve 30 ml bezvodého toluenu. Pfidame 6 ml
thionylchloridu a 2 kapky N,N-dimethylformamidu. Baniku opatfime michadlem a umistime
do 1azné pod zpétny chladi¢. Hodinu zahiivame na 105 °C. Vychozi kyselina se postupné
rozpousti, smés se barvi do cCervenohnéda. Po skonceni reakce na vakuové odparce
oddestilujeme toluen a pfebytek thionylchloridu. Ke kapalnému zbytku pfiddme malé mnozstvi
bezvodého toluenu a opét oddestilujeme. Toto zopakujeme jesté dvakrat. Tento postup slouzi
ke zbaveni se poslednich stop reaktivniho thionylchloridu. Cervenohnédy kapalny zbytek
(surovy chlorid kyseliny) rozpustime ve 30 ml bezvodého acetonu.

V druhé reakéni nddobé se spolecné nechd rozpustit 1760,4 mg (11,5 mmol)
p-aminosalicylové kyseliny v prostiedi acetonu s 909 mg (11,5 mmol) pyridinu. Pfipraveny
roztok chloridu kyseliny za stalého michani a chlazeni ledem postupné (asi béhem 10 minut
tak, aby se smés neptehiivala) prikapeme do roztoku PAS a déle ponechdme jest¢ 1 hodinu
michat pfi laboratorni teploté. Po ukonceni reakce odstranime aceton na odparce za snizené¢ho
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jsme promyli vodou na frité. Cast pevného produktu jsme zachytili na filtru a &ast zbyla
ve vodné fazi s DMF. Tuto fazi jsme extrahovali vytiepavanim do EtOAc. Pevny produkt
zachyceny na frit€ jsme také rozpustili v EtOAc. Odpatenim rozpoustédla na vakuové odparce
jsme produkt naadsorbovali na silikagel. Nasledn¢ bylo nutné piecistit produkt pomoci FLASH
chromatografie na piistroji CombiFlash Rf (Teledyne Isco, Lincoln, NE, USA), s pouzitim
chromatografické kolony se silikagelem Kieselgel 60, 0,040 do 0,063 mm (Merck, Darmstadt,
Némecko). Pfi chromatografii byla pouZzita mobilni faze ethyl-acetat: hexan s AcOH 2 %
v rezimu gradientové eluce. Pii detekci byl vyuzit UV-VIS detektor pfi vinové délce 280 nm.
Cisty produkt byl ziskan pomoci vakuové odparky. Vzniklou vychozi latkou byla slou¢enina
7-amino-4,8-dihydro-4 H-benzo[d][1,3]dioxin-4-on (JZ - OZ- 8.1) (Schéma 2).

0 ™0
H,N OH K4PO5.3H,0
4>
0 DMF /©/§O
DCM N

H

Schéma 2: Reakce ptipravy 7-amino-4,8-dihydro-4H-benzo[d][1,3]dioxin-4-onu (JZ-OZ-8-1)

4.3 Syntéza finalnich produktii

Syntéza vyslednych produktli s pfipadnym aminem probiha jako nukleofilni substituce
diky halogovanému kruhu pti 120 °C v prostiedi DMSO v mikrovinném reaktoru. Dal§im
zpusobem je syntéza pod zpétnym chladi¢em (zahfivani na olejové lazni) po dobu pfiblizné
10 h pfi teploté 140 °C (Schéma 3.) %,

COOH  10h, 140 °C COOH

) O
N MW, 120 °C, 1h "
N N R’ - N N R’
| H , H
~ R ~
Cl N N N
H

JZ-0Z-(1-18)

R'-H, -Cl, -OH, -CH3; -OCHj,3
R2- H, -n-C3Hg, -n-CgH13

Schéma 3: Nukleofilni substituce pyrazinového kruhu karboxamida
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43.1  Postup  pripravy  jednotlivych  derivati  substituované
4-(5-(alkyl)aminopyrazin-2-karboxamido)benzoové kyseliny

JZ-0Z-2

K 299,5 mg (1,02 mmol) vychozi latky (JZ-OZ-1) jsme piidali 181,3 mg (10,2 mmol,
10 mol. ekvivalentll) propylaminu s ptidavkem 2 ml DMSO (dimethylsulfoxid) a nechali jsme
reagovat jednu hodinu v mikrovinném reaktoru pti 140 °C. Po ukonceni reakce a vychladnuti
do reak¢ni smési ptidame asi 10 ml H20 a okyselime HCI pfiblizn¢ na pH=3. V reak¢éni smési
precipitoval produkt. Produkt jsme odfiltrovali na frité. Pevny produkt byl opétovné rozpustén
v EtOAc a opakovan¢ protifepan 5% roztokem kyseliny chlorovodikové. Rozpustény produkt
zustal ve fazi s EtOAc. Spojené organické podily se zfiltrovaly pies bezvody siran sodny.
Po odpateni rozpoustédla za snizené¢ho tlaku byl ziskan pevny produkt.

JZ-0OZ-3

201,8 mg (0,65 mmol) (2-chlor-4-(5-chlorpyrazin-2-karboxamido)benzoové kyseliny,
kterou dodal Dr. Zitko ze své laboratotre na KFCHFA, zreagovalo s 382 mg (6,5 mmol, 10 mol.
ekviv.) propylaminu s pfiddinim 2 ml DMSO (dimethylsulfoxid) v mikrovinném reaktoru
po dobu 1h pii teploté 130 °C. Vzniklé TLC témét odpovidalo ¢istému produktu. Do reakéni
smési piidame asi 10 ml H»20 a okyselime HCI ptiblizn¢ na pH=3, v reak¢ni smési precipitoval
produkt, ktery byl odsan na frit€¢ a promyt vodou. Pevny produkt byl opétovné rozpustén
v EtOAc a opakované protiepan 5 % roztokem kyseliny chlorovodikové. Rozpustény produkt
zustal ve fazi s EtOAc. Spojené organické podily se zfiltrovaly pies bezvody siran sodny.
Po odpateni rozpoustédla za snizeného tlaku byl ziskan pevny produkt.

JZ-0Z-4

K 203 mg (0,65 mmol) vychozi latky pouzité i u JZ-OZ-3 dodané Dr. Zitkem z KFCHFA
jsme pridali 197,4 mg (1,99 mmol) hexylaminu a nechali reagovat 10 h pod zpétnym chladi¢em
pfi 140 °C Do reakéni smési pfidame asi 10 ml H20 a okyselime HCI pfiblizn€ na pH=3,
v reakéni smési precipitoval produkt, po odsati na frit¢ jsme produkt rozpustili v EtOAc
a odpafenim rozpoustédel za sniZené¢ho tlaku naadsorbovali na silikagel. Nasledné bylo nutné
ptecistit produkt pomoci FLASH chromatografie na pfistroji CombiFlash Rf (Teledyne Isco,
Lincoln, NE, USA), s pouzitim chromatografick¢é kolony se silikagelem Kieselgel 60,
0,040 do 0,063 mm (Merck, Darmstadt, Némecko). Pii chromatografii byla pouzita mobilni
faze methanol (0-30 %) v EtOAc s ptidavkem AcOH 2 % v reZzimu gradientové eluce. Pti
detekci byl vyuzit UV-VIS detektor pii vlnové délce 280 nm. Cisty produkt byl ziskan
pomoci vakuové odparky.
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JZ-OZ-18

K 277, 66 mg (1 mmol) JZ-OZ-15, nasyntetizovan¢ jako jednu z vychozich latek
v predchozi ¢asti, ptidame 2,5 g (24,7 mmol) hexylaminu. V dalSich krocich se opakuje postup
viz. JZ-OZ-12.

4.4 Nové¢ piipravené latky

JZ-0Z- 2 — 2-hydroxy-4-(5-(propylamino)pyrazin-2-karboxamido)benzoova kyselina
O
o) /(:f‘\OH
NJ)J\H OH

I

H

Sumarni vzorec: CisH16N4Og4

Molekulova hmotnost: 316,32

Log P: 0,79

CLogP: 3,40146

Rf=0,33

Mobilni faze: EtOAc: MeOH — 9:1 s ptidavkem 1 % AcOH

Teplota tani: 215,5-216,6 °C

Teoreticky vytézek: 322,6 mg

Prakticky vytézek: 153,5 mg (48%)

Elementérni analyza:
Vypocteno: C 56,96 %, H 5,10 %, N 17,71%
Nalezeno: C 56,83 %, H 5,06 %, N 17,70 %

'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.30 (s, IH, CONH), 8.64 (d, /= 1.3 Hz, 1H, H3"), 7.99 —
7.89 (m, 2H, H6’, NH), 7.71 (d, /= 8.7 Hz, 1H, ArH), 7.60 (d, J = 2.1 Hz, 1H, ArH), 7.40 (dd,
J=18.7,2.1 Hz, 1H, ArH), 3.30 (q, J = 6.7 Hz, 2H, NCH>), 1.63-1.49 (m, 2H, CH>), 0.92 (t, J
= 7.4 Hz, 3H, CH3).

COOH and OH neviditelné, vymeéna s rozpoustédlem

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 171.8, 163.1, 162.2, 156.5, 145.4, 143.6, 131.5, 130.9,
111.2,108.0, 106.9, 42.3, 22.0, 11.6.
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4.5 Biologické testovani latek

4.5.1 Antimykobakterialni aktivita slouenin

Antimykobakterialni aktivita (kromé M. smegmatis) byla zmétena ve Fakultni nemocnici
v Hradci Kralové. Vlastni aktivita M. smegmatis byla zkoumana Dr. Jand’'ourkem, Ph.D.
v laboratotich Katedry l1ékaiskych a biologickych véd Farmaceutické fakulty, kterd je jednou
z fakult Univerzity Karlovy v Praze.

M. kansasii CNCTC My 235/80 (ATCC 12478), M. avium ssp. avium CNCTC My 80/72
(ATCC 15769) byly ziskany z Ceské narodni sbirky typovych kultur (CNCTC), Statni
zdravotni ustav, Praha, Ceskd republika. Médium Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko) bylo obohaceno 0,4 % (v/v) glycerolu (Sigma-Aldrich) a nasledné byl
ptidan 10 % (v/v) roztok OADC (kyselina olejova, albumin, dextréza, kataldza) pochézejiciho
z Bombaje (Indie) stanoveného pH = 6,6. Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO,
byla ptidana zivna pida (25 ul roztoku DMSO v 4,475 ml kultivaéniho média) a umistény
(100 ul) do mikrotitracnich jamek. Mykobakterie byly suspendovany v izotonickém roztoku
NaCl a hustota byla nastavena na 0,5-1,0 dle stupnice McFarlanda. Tyto suspenze byly ziedény
10:1 a pouzity k inokulaci testovacich jamek pifiddnim 100 pl mykobakteridlni suspenze
na jamku. Vysledné koncentrace testovanych sloucenin v jamkach byly 100, 50, 25, 12,5, 6,25,
3,13 a 1,56 pg.ml !, Inkubace probihala v tmavé, vlhké atmosféte pfi teploté 37 ° C. Po péti
dnech bylo pfidano 30 pl Alamar Blue (stejné objemové dily 0,01% sodné soli resazurinu
(vodny roztok) a 10% Tweenu 80)). Vysledky byly potom stanoveny po 24 hodinach inkubace.

Cv v

zabrafnuje zmén¢ barvy modré na riZzovou viditelné pouhym okem.

Latky byly dale testovany na aktivitu proti Mycobacterium smegmatis DSM 43465
(ATCC 607) a Mycobacterium aurum DSM 43999 (ATCC 23366) z némecké sbirky
mikroorganismii a bunéénych kultur (Braunschweig, Némecko). Aktivita se stanovovala
pomoci mikrodilu¢ni bujénové metody s pouzitim mikrotitracnich desticek. Pouzitym médiem
byl bujon Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) obohaceny
0 0,4 % glycerolu (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) a 10% ristového dopliku
Middlebrook OADC (Himedia, Mumbai, Indie). Riistovy dopln€¢k obsahoval albumin, kyselinu
olejovou, dextrosu a katalasu. Kone¢na hustota suspenze byla nastavena na hodnotu v rozmezi
od 0,5 do 1,0 podle McFarlandovy stupnice a ziedéna pomérem 1:20 se Zivnou ptidou.

Ptipravené slouceniny byly rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Testované latky se vztahovaly k standardiim, jimiz byly isoniazid, rifampicin a ciprofloxacin
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko). Kone¢né koncentrace byly dosazeny binarnim
ziedénim a pridanim mykobakteridlni suspenze a stanoveny jako 500, 250, 125, 62,5, 31,25,
15,625, 7,81 a 3,91 pg.ml! s vyjimkou standardd rifampicinu, kde koneéné koncentrace byly
12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,195 a 0,098 pug.ml™'. U ciprofloxacinu pak byly zvoleny
tyto koneéné koncentrace: 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,0313, 0,0156, 0,0078 pg.ml™!'. Koneéna
koncentrace DMSO neptesédhla 2,5 % (v / v) a neméla jakykoliv vliv na mykobakterie.
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Tab ¢. 2: Antimykobakterialni aktivita pfipravenych slouc¢enin
proti Mycobacterium tuberculosis H37Rv vyjadfena jako minimdlni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) (ng.ml™).

Rl
R? H Cl OH CH3 OCH;
chlor >5() 50%* 3,13 >100** >100**
amino >50 1,56 - >100 -
n- >100 | 1,56/ >25| 1,56/0,78 100 12,5
propylamino
n-hexylamino 12,5 12,5 1,56 12,5 -

*reference na piivodni védecky ¢lanek !

**reference na diplomovou praci %

4.5.2 Antifungalni aktivita sloucenin

Antifungélni aktivita nov¢é pfipravenych slouCenin byla stanovovana na Katedie
biologickych a Iékatrskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, kterd je soucasti
Univerzity Karlovy v Praze. Kmeny plisni a hub byly testovany pracovniky Dr. Kone¢nou K.,
Dr. Jand’ourkem O. a Dufkovou I. Jsou vyznaceny v Tab. €. 3.

Testované slouceniny byly rozpustény DMSO a nasledné nafedény médiem. Testovani
se provedlo pomoci mikrodiluéni bujonové metody v destickach (200 pul media +
10 pl suspenze inokula) pti pH / pufr: 7,0 / MOPS (0,165 M), v médiu RPMI 1640
s glutamanem a 2 % roztokem glukosy. Inkubace probihala staticky, za tmy, v humidni
atmosfére po dobu 2448 hodin pfi sledované teploté 35°+ 2° C. Hodnota vysledného inokula
byla 0,5-2 x 10° CFU.ml"!. Stanovovalo se vizudlné na indikator AlamarBlue, po odeéteni
vysledku byla zjisténa vysledna minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) v pmol. '

Ani jedna z ptipravenych sloucenin ve stanovenych koncentracich nevykazovala aktivitu
vuci plisnim a houbdm. Maximalni koncentrace zkouSenych latek v jamkach mikrotitra¢ni
desti¢ky byly 500 umol.I"! (tato hodnota je relevantni pro OZ-2, OZ-3, OZ-4, 0Z9, OZ11,
0712, 0Z13, OZ14 a OZ17), resp.125 umoll! u OZ-5, OZ8-2 a OZ-18 kvhli nizsi
rozpustnosti. Standartem byl zvolen amfotericin B, ktery aktivitu vic¢i kvasinkdm a plisnim
vykazoval (MIC= 0,06—1 umol.I'").
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Tab. €.3 testovanych hub a plisni

Testované kmeny (kdd, Cislo)

CAl -Candida albicans ATCC 24433, CCM 8320, lab.ID 166-2016
CK - Candida krusei ATCC 6258, CCM 8271, lab.ID 169-2016
CP - Candida parapsilosis ATCC 22019, CCM 8260, lab.ID 167-2016
CT -Candida tropicalis ATCC 750, CCM 8264, lab.ID 170-2016
AF -Aspergillus fumigatus ATCC 204305, lab.ID 169-2017

AFla- Aspergillus flavus CCM 8363, lab.ID 174-2017

AC -Absidia corymbifera CCM 8077, lab.ID 173-2017

TI -Trichophyton interdigitale ATCC 9533, CCM 8377, lab.ID 172-2017

4.5.3 Antibakterialni aktivita sloucenin

Utinnost slou¢enin na vybrané bakterialni kmeny byla zkousena na Katedie biologickych
a lékarskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, ktera je soucasti Univerzity Karlovy
v Praze. Mikrodilu¢ni bujonovou metodu provedli Dr. Kone¢nd K., Dr. Jand'ourek O. a
Dufkova L. (Tab. €. 4).

Testované bakterie byly suspendovany v 0,85 % roztoku NaCl, kdy byla pfipravena
suspenze hustoty ekvivalentni 0,5 Mc Farlandovy stupnice (1,5 x 10® CFU.ml™"). Testované
latky byly rozpustény v DMSO a nasledné bylo pfidano médium. Provadéla se mikrodilucni
bujonova metoda v destickach (200 pl media + 10 pl suspenze inokula). Jako médium byl vyuzit
Mueller—Hintontv bujon ¢. 2 (CAMHB) o pH 7,0. Inokulace probihala 24—48 hodin pii 35 +
2 °C, staticky, za tmy, v humidni atmosféie. Vyhodnoceni probihalo vizualné na indikator
AlamarBlue.

Ani jedna z testovanych nové pfipravenych sloucenin ve stanovenych koncentracich
nevykazovala na testované kmeny zadnou antibakteridlni aktivitu. Maximalni koncentrace
zkousenych latek v jamkach mikrotitracni desticky byla 500 pmol.I"! (u slou¢enin OZ-2, OZ-3,
0Z-4, 0Z-8-2, 0Z-9, OZ-11, OZ-12, OZ-13, OZ-14 a OZ-17), resp. 125 umol.I! u OZ-5 a
0Z-18 kvuli nizsi rozpustnosti. Standardem byl zvolen ciprofloxacin, ktery pozadovanou
antimykobakterialni aktivitu vykazoval (MIC= 0,004—0,25 pmol.I™").

Tab. €. 4 testovanych kment vybranych bakterii

Testované kmeny (kdd, Cislo)

SA Staphylococcus aureus spp.aureus ATCC 29213, CCM 4223, lab.ID 142-2016
MRSA Staphylococcus aureus spp.aureus ATCC 43300, CCM 4750, lab.ID 143-2016
SE Staphylococcus epidermidis klinicky izolat, lab.ID 112-2016

EF Enterococcus faecalis ATCC 29212, CCM 4224, 1ab.ID 164-2016
EC Escherichia coli ATCC 25922, CCM 3954, lab.ID 162-2016
KP Klebsiella pneumoniae klinicky izolat, lab.ID 64-2016

SEMA Serratia marcescens klinicky izolat, lab.ID 62-2016

PA Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, CCM 3955, lab.ID 163-2016
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5 Diskuze

Nové€ nasyntetizované latky byly pfipraveny z 5-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny,
ktera reaguje s SOCly (thionyl chloridem) za wvzniku chloridu kyseliny, poté nasleduje
nukleofilni substituce p-aminobenzoové kyseliny, aby vznikl nami pozadovany karboxamid.
Dals$im krokem byla nukleofilni substituce amoniakem nebo (alkyl)aminem na halogenovany
pyrazinovy kruh pii 120 °C v prosttedi DMSO v mikrovlnném reaktoru (ptipadné 10 h pod
zpétnym chladi¢em pti 140 °C).

Praktické vytézky (chromatograficky cistého produktu po vSech disticich operacich)
se pohybovaly od 12 % do 81 % teoretického vytéZzku. Primérny teoreticky vytézek je ptiblizné

wrwe

¢isténi, adsorpce na silikagel, adsorpce na aktivni uhli pfi rekrystalizaci z horkého DMSO.

Stanovili jsme 'H a '*C NMR, IC spektra a elementarni analyzu, abychom byli schopni
prokazat vyzadované struktury noveé nasyntetizovanych slouc¢enin. Pomoci bodotavku jsme pak
nam¢tili dalsi charakteristickou vlastnost, kterou je teplota tani (tt). NaSe slouCeniny jsou bilé,
pripadné nazloutlé prasky pevného skupenstvi bez charakteristického zépachu.

Log P a CLogP byly vypocteny pomoci programu ChemDraw Professional 17.0. Jedna
se 0 hodnoty charakterizujici lipofilitu. Hodnota log P se pohybovala od -0,99 do 2,92. a ClogP
byly od -0,5202 do 4,98846

Na zakladé diive potvrzené aktivity derivati S-alkylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamida
s delsim alkylovym fetézcem na pyrazinovém jadife jsme chtéli ovéfit, zda je opravdu aktivita
sloucenin s propylovym ¢i hexylovym fetézcem vyS§i nez u aminoderivatu, piipadné
nesubstituovanych derivatd v poloze 5 pyrazinového kruhu 2. Dfive piipravena kyselina
4-(5-chlorpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoovd vykazovala selektivni aktivitu proti
M.tbc H37Rv, MIC u M.tbc H37Rv byla 3,13 pg.ml' !. Vyhodnoceni antimykobakterialni
aktivity (M. tbc H37Rv) u derivatt 4-(5-(alkyl)aminopyrazin-2-karboxamido)benzoové kyseliny a
u derivatu 2-hydroxy-4-(5- (alkyl)amino pyrazin-2-karboxamido)benzoové kyseliny najdete
v Tab.c. 5.

59



Tab.¢.6 Antimykobakteridlni aktivita u slouCenin s rizné
kyselinou v poloze 2 v MIC (pg.ml™")

substituovanou benzoovou

R? R! M. M. aurum | M. thc M. avium | M. kans.
smeg.
0Z15 5-Cl1 H >250 125 >50 >50 >50
0Z16 5-NH; H n.a. n.a. >50 >50 >50
0Z717 5- NH-n-CsHg H > 500 250 >100 >100 >100
0Z18 5-NH-n-CsH14 H >500 > 500 12,5 >100 >100
0Z11 5-NH, Cl >500 > 500 12,5 >100 >100
0Z3 5-NH-n-C3H;s Cl > 500 250 1,56/ 0,78 | >100/>25 | >100/>25
0Z4 5-NH-n-C¢Hi4 Cl 250 250 12,5 100 >100
0712 5-NH, CH;3 >500 > 500 >100 >100 >100
0Z13 5-NH-n-C3H;s CH;3 >500 > 500 100 >100 >100
0Z14 5-NH-n-CsHi4 CH;3 62,5 62,5 12,5 >100 25
0Z9 5-NH-n-C3Hs OCH3 >500 > 500 12,5 >100 >100
30%* 5-Cl OH n.t. n.t. 3,13 >100 n.t.
072 5-NH-n-C3Hg OH 250 > 500 1,56/ >25 100/ >25 >100/ >25
0Z5 5-NH-n-C¢Hi4 OH 125 125 1,56 >100 100
INH 7,81-15,625 3,91 0,2-0,39 6,25-12,5 6,25-25
CPX 6,25 x10°— | 7,81x10°—
125%1073 156,3x1073

RFM 6,25-25 1,56

Latky s delSim postrannim fetézcem (Cs, Ce¢) a substituované hydroxy-, pfipadné methyl

~~~~~

druhy mykobakterii. Pfi testovani na Mycobacterium tuberculosis H37Rv byla u sedmi novych
latek (OZ-18, OZ-11, OZ-4, OZ-14, OZ-9, OZ-2, OZ-5) zmétena MIC v rozmezi hodnot MIC =
0,78-12,5 pg.ml ™.

Antimykobakteridlni aktivita se u latek JZ-OZ-2 a JZ-OZ-3 zjistovala dvakrat (podruhé
v fedéni 25-0,39 ug/ml!). Zatimco nové pfipravena latka JZ-OZ-2 vykazovala v opakovaném
testu dokonce vyssi aktivitu proti M. thc (MIC=0,78 ng.ml ), u JZ-OZ-3 se aktivita nepotvrdila
(MIC > 25 ng.ml!). Pi¢ina zjisténého rozdilu neni znama.

Sloucenina JZ-OZ-8-1 byla v literatufe jiz v minulosti popsana (CAS 1591954-17-4),
nebyla ovSem publikovana jeji antimykobakteridlni aktivita. Dle naSich méfeni ma tato
sloucenina (jednd se o cyklicky lakton kyseliny 4-aminosalicylové) antimykobakterialni
aktivitu proti M. thc o MIC = 1,56 pg.ml™!. Tato hodnota naznaduje, Ze strategie maskovani
hydrofilni povahy 4-aminosalicylové kyseliny vytvotfenim cyklického laktonu by mohla byt
ucinnd pii vytvafeni novych potencidlnich antituberkulotik. Lakton 4-aminosalicylové
kyseliny (JZ-OZ-8-1) se poté stal vychozi latkou pro karboxamid JZ-OZ-8-2. Vychozi latka
30! (podle mého oznaceni se nazyva 1Z-0Z-1)
2-hydroxy-4-(5-chlorpyrazin-2-karboxamido)benzoova, kdy se jedna v podstat¢ o derivat
substituované nezacyklené¢ 4-aminosalicylové kyseliny, pak vykazovala selektivni aktivitu
proti M.the (MIC = 3,13 pg.ml™"). Interpretovana spektra NMR a IC ukazuji na pfedpokladanou
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strukturu, avSak neuspokojivé vysledky elementdrni analyzy nedovoluji prohlasit tuto strukturu
za potvrzenou. Sloucenina bude v budoucnu opét syntetizovéana a ptetestovana.

6 Zavér

V teoretické Casti jsem se zabyval obecnou charakteristikou tuberkuldzy, a zvlasté jsem
se zam&fil na moderni poznatky pochézejici ze svéta i z izemi CR. Nesmim zapomenout zminit,
ze v teoretické Casti jsem kladl diiraz 1 na zatim zndmé moznosti 1écby, potencidlni cesty
vyzkumu, a hlavné jsem se zabyval problémem v dnesni dob¢ toliko skloiovanym — vyskytem
rezistence a jak ji v kone¢ném dusledku fesit.

V experimentalni ¢asti jsem se zaméfil na postup pripravy vSech 14 novych, v literature
dosud nepopsanych substituovanych derivati
4-(5-(alkyl)aminopyrazin-2-karboxamido)benzoové kyseliny. Kontrola dle CAS SciFinder
probéhla dne 11. 04. 2018. Struktura &istych ziskanych sloucenin byla potvrzena pomoci 'H
a'3C NMR a IC spekter. Zméfil jsem teploty tani a na katedfe KFCHFA byla provedena
elementérni analyza. V programu ChemBioDraw jsem vytvofil chemické vzorce. Nésledné pak
byly vypocteny parametry jako log P, CLogP a hodnoty teoretické elementarni analyzy.

U nove¢ piipravenych latek byla testovdna biologicka ucinnost na rizné druhy
mykobakterii, bakterie a houby. Antifungélni a antibakterialni aktivita u testovanych latek
v testovanych koncentracich nebyla prokdzana, s vyhodou tedy miizeme pozorovat selektivni
antimykobakteridlni aktivitu. Nejvyssi aktivita proti M. thc H37Rv byla zaznamenana
uJZ-0Z-2 (0,78 pg.ml), JZ-0Z-5(1,56 pg.ml"), JZ-0Z-8-2 (1,56 ng.ml ™).

Vzhledem k neuspokojivym vysledklim elementarni analyzy je nutno biologické
vysledky pro JZ-OZ-5 a JZ-OZ-8-2 povazovat za piredbézné, proto je pred dalSim testovanim
nutné tyto latky znovu precistit. Dle zvolené metody ¢isténi (rekrystalizace z DMSO) je mozné,
ze vzorky jsou znecistény zbytky DMSO — tomu by odpovidal fakt, ze NMR spektra se jevila
(az na zvyraznéné signaly rozpoustédla DMSO) jako ¢ista. Dalsi moznosti, kterd dle zptisobu
zpracovani reakce (okyseleni HCl) pfipadd do uvahy, je fakt, Ze Cast produktu mohla byt
izolovéna jako hydrochlorid. Slou¢eniny mohou byt také znecistény zbytkem reagenti — amind.
U problémovych latek JZ-OZ-5 a JZ-OZ-8-2 bude zméfeno MS spektrum pro ovéteni
molekulové hmotnosti (ovéteni predpokladané struktury).

Dale zmiflované produkty vykazovaly aktivitu i na jiné druhy mykobakterii. Latky
JZ-0Z-14 a JZ-OZ-8-2 byly aktivni proti M. kansasii My 235/80, MIC= 25 ug.ml’!

Po vyhodnoceni vSech testovanych sloucenin jsem dospél k zavéru, ze obménou
strukturni Casti tvotici PAS, kdy se jedna o odstranéni nebo nahradu — OH skupiny v poloze 2,
se antimykobakteridlni aktivita snizuje. Maskovanim funkcénich skupin — COOH a — OH
tvorbou vnitinich esterti se aktivita neméni, resp. nesnizuje (JZ-OZ-8-2). Samotny prekurzor
latky JZ-OZ-8-2, kterym je 7-amino-4a,8a-dihydro-4H-benzo[d][1,3]dioxin-4-on (JZ-OZ-8-1),
pak vykazuje antimykobakteridlni aktivitu proti M. thc (MIC= 1,56 pgml' ) a
M .kans. (MIC= 6,25 pg.ml ™), coz miize byt jeden z diivodu, Ze i nové piipravena latka JZ-OZ-8-2
vykazovala antimykobakterialni aktivitu.
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Muzeme potvrdit i nd§ predpoklad o delSim postrannim fetézci, tj. ¢im je alkylaminovy
fetézec na pyrazinovém cyklu delsi, tim mé sloucenina vyssi lipofilitu, ktera by mohla
ovlivitovat piechod téchto latek pies lipofilni fosfolipidovou dvojvrstvu a dlouhé mykolové
kyseliny bunécné stény mykobakterii. Slouc¢eniny s delsim alkylaminovym fetézcem Cs, Cs
ve vétSiné piipadi vykazovaly vyssi aktivitu proti mykobakteriim oproti vychozim latkam,
které byly nasubstituovany v poloze 5 pyrazinového jadra ptisluSnym halogenem (chlorem).

7 Abstrakt

SLOUCENINY KOMBINUJICI FRAGMENT PYRAZINAMIDU A
P-AMINOSALICYLOVE KYSELINY JAKO POTENCIALNI ANTITUBERKULOTIKA II

ZAK ONDREJ

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Karlova
univerzita, Ceska republika

Byla pfipravena série novych sloucenin kombinujicich pyrazinamid a kyselinu
p-aminobenzoovou a testovana in vitro na antimykobakteridlni i€innost proti M. tuberculosis,
M. avium, M. kansasii, M. aurum a M. smegmatis. Dtive ptipravena kyselina 4-(5-chlorpyrazin-
2-karboxamido)-2-hydroxybenzoova (R! = OH) vykazovala antimykobakterialni aktivitu proti
M. thc a in vitro nizkou cytotoxicitu na HepG2 bunikach.

Para-aminosalicylova kyselina (PAS) ma vyznamné antituberkulotické vlastnosti
zalozen¢ na jeji podobnosti s kyselinou p-aminobenzoovou, ¢imz interferuje s
metabolismusmem folati v mykobakteriich. Abychom posoudili diilezitost tilohy fragmentu
PAS, navrhli jsme a pfipravili derivaty se substituci na fenylovém kruhu (R'). Dalsi modifikaci
struktury byla ndhrada 5-Cl na pyrazinovém jadru za (alkyl)aminosubstituent (JZ-OZ), ktery
byl uspésnou modifikaci v pfedchozich sériich . Konecné slouceniny byly jednoznacné popsany
pomoci bodu tani, elementarni analyzou, IR spektroskopii a 'H, *C NMR spektry.

Obmeénou fragmentu PAS, kdy jsme odebrali nebo nahradili skupinu OH v poloze 2
benzenového kruhu, se snizila antimykobakteridlni aktivita. Maskovanim funk¢nich
skupin -COOH a - OH (pftipravili jsme vnitini ester), se antimykobakteridlni aktivita nezmeénila.
Cim del3i je alkylaminovy fetézec na jadfe pyrazinu, tim vy33i je lipofilita slou¢eniny, coz by
mohlo ovlivnit prinik buné¢nou sténou.

Nova  sloucenina  2-hydroxy-4-(5-(propylamino)pyrazin-2-karboxamido)benzoova
(JZ-OZ-2)  prokazala  nejvyssi antimykobakteridlni (mikromolarni) ucinnost
proti M.tuberculosis (MIC = 0,78 pg.ml ™).

Dulezitost fragmentu PAS a vyhoda delsiho alkylaminového fetézce byly potvrzeny.
Vztahy mezi strukturou a aktivitou byly diskutovany.
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8 Abstract

COMPOUNDS COMBINING PYRAZINAMIDE AND P-AMINOSALICYLIC
ACID FRAGMENTS AS POTENTIAL ANTITUBERCULARS II

ZAK ONDREJ

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Analysis, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Charles
University, Czech Republic

A series of new compounds combining pyrazinamide and p-aminobenzoic acid was
prepared and in vitro tested for antimycobacterial activity against M. tuberculosis, M. avium,
M. kansasii, M. aurum and M. smegmatis. Previously prepared
4-(5-chloropyrazine-2-carboxamido)-2-hydroxybenzoic acid (R!=OH) exerted micromolar
activity against M.tuberculosis and low in vitro cytotoxicity in HepG2 cells.

Para-Aminosalicylic acid (PAS) has significant antitubercular properties based on its
resemblance to p-aminobenzoic acid and interference with the folate pathway in mycobacteria.
To assess the role of the PAS fragment, we designed and prepared derivatives with modified
substitution on the phenyl ring (R'). Further modification was the exchange of 5-Cl on the
pyrazine core for (alkyl)amino substituent (JZ-OZ), which was a successful modification
in previous series. Final compounds were described by melting point, elementary analysis,
IR spectroscopy and 'H, 1*C NMR.

Changing the PAS fragment, when we removed or replaced the OH-group at position 2,
the antimycobacterial activity decreased. By masking the functional groups - COOH and - OH
(we prepared internal cyclic ester), the antimycobacterial activity did not reduce. The longer
the alkylamino chain on the pyrazine core, the higher lipophilicity of the compound. This could
affect the penetration through the cell membrane.

New compound 2-hydroxy-4-(5-(propylamino)pyrazine-2-carboxamido)benzoic acid
(JZ-OZ-2) proved the best (micromolar) activity against M. tuberculosis (MIC= 0,78 pg.ml™).

The importance of the PAS fragment and the advantage of the longer alkylamino chain
were confirmed. Structure-activity relationships were discussed.
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