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1 Seznam pouzitych zkratek

AIDS

ATP
BCG
CDI
CNS
CPX
CYP
DHFR
DHFS
DHPS
DMSO
DNA
DOTS

EtOAc
FAS1
FAS 11
FDA
fMet
GIT
Gpsl
HCl
HepG2
HIV
IR

L2
INFy
INH
InhA

(Acquired Immune Deficiency Syndrome) syndrom ziskaného selhani
imunity

adenosintrifosfat

bacillus Calmette — Guérin
1,1'-Karbonyldiimidazol
centrdlni nervova soustava
ciprofloxacin

cytochrom P450
dihydrofolatreduktaza
dihydrofolatsyntaza
dihydropteroatsyntaza
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina

(Directly Observed Treatment, Shortcourse) rezim pln¢ kontrolované
1éCebné péce

ethyl-acetat

(Fatty Acid Synthase) syntaza mastnych kyselin typu 1

(Fatty Acid Synthase) syntaza mastnych kyselin typu 2

(Food and Drug Administration) Ufad pro kontrolu potravin a 16¢iv
N-formylmethionin

gastrointestinalni (trakt)

quanosin pentafosfat syntaza

kyselina chlorovodikova

lidské bunécné linie rakoviny jater

(Human Immunodeficiency Virus) virus lidské imunitni nedostatecnosti
(infrared) infraervené

interleukin 2

interferon gama

isoniazid

enoyl-ACP reduktaza



KFCHFA
Log P

M.

Mtb
MAO
MAC
MDR
MDR-TB
MIC
mRNA
NAD
NADPH
NMR
PABA
PanD
PDB
PASA
POA
PZA
PZaza
QAPRTaza
RIF
RNA
RpsA
rRNA
RR

TB

Thl
TLC
uv

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

dekadicky logaritmus rozdélovaciho koeficientu v soustave n-
oktanol/voda

Mycobacterium

Mycobacterium tuberculosis
monoaminooxiddza

Mycobacterium avium complex
multidrug-resistance

multidrug-resistant tuberculosis

minimalni inhibi¢ni koncentrace

messenger ribonukleova kyselina
nikotinamid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nuklearni magnetické resonance
p-aminobenzoova kyselina (4-aminobenzoova kys.)
aspartat dekarboxylaza

Protein Data Bank

p-aminosalicylova kyselina (4-aminosalicylova kys.)
pyrazin-2-karboxylova kyselina

pyrazinamid

nikotinamidaza/ pyrazinamidaza
fosforibosyl transferaza chinolinové kyseliny
rifampicin

ribonukleova kyselina

ribosomalni protein S1

ribozomélni RNA

rifampicin-resistance

tuberkuloza

pomocné T-lymfocyty

tenkovrstva chromatografie

(ultraviolet) ultrafialova



WHO (World Health Organization) Svétova zdravotnickéd organizace

XDR extensive drug-resistance



2 Cil diplomové prace
Cilem diplomové prace je navrhnout a syntetizovat sérii hybridnich sloucenin, které

budou obsahovat ve své struktufe fragmenty dvou pouzivanych antituberkulotik, a to
pyrazinamidu jako antituberkulotika prvni linie a p-aminosalicylové kyseliny jako
antituberkulotika druhé linie. Jednotlivé hybridni slouceniny v sérii se budou navzajem
liSit substituci v oblasti pyrazinového jadra (viz. obecna struktura hybridnich
sloucenin).

- ~

FRAGMENT P-AMINOSALICYLOVE
KYSELINY

FRAGMENT PYRAZINAMIDU
Obecnd struktura hybridnich sloucenin
Ptipravené slouceniny budou poté podrobeny testim na zjisténi jejich antimikrobni
aktivity proti Sesti mykobakteridlnim kmeniim, osmi bakteridlnim kmeniim a osmi
kmeniim hub. VSechny pouzit¢ kmeny budou klinicky vyznamné. Dale budou
slouc¢eniny podrobeny testiim na zjiSténi jejich in vitro cytotoxicity proti bunécné linii
HepG2 rakovinnych bun¢k. Na zakladé ziskanych vysledkl biologického testovani se
poté pokusime popsat vliv obméen v oblasti pyrazinového jadra na biologickou aktivitu

série hybridnich sloucenin.



3 Teoreticka Cast
Tuberkul6za (TB) je zavazné infekéni onemocnéni zptisobené bakteriemi ze skupiny

Mycobacterium tuberculosis complex. Nejcastéji jsou postizeny plice, v takovém
ptipadé hovoiime o tzv. pulmonalni TB. Bakterie v§ak mohou napadnout i jiné organy,

potom jde o tzv. extrapulmonalni TB.

Tuberkuléza je vysoce nakazliva. K pfenosu onemocnéni dochazi nejcastéji vzduchem,
kdy nakazena osoba s pulmondlni infekci pfi kasli uvoliiuje do vzduchu infekéni
kapénky s mikroby. Podle vyro¢ni zpravy Svétové zdravotnické organizace (World
Health Organization, WHO) se jednd o chorobu, ktera je celosvétov€é mezi prvnimi
deseti pti¢inami umrti. Pokud bude fe¢ jen o infek¢nich onemocnénich, tak se jedna o
nejCast¢jsi pri¢inu umrti zpisobenou jednim infekénim agens, v Zebticku dokonce nad
HIV/AIDS. Podle WHO zhruba 1,7 miliardy lidi, coz odpovida 23 % svétové populace,
trpi latentni formou TB. To znamend, Ze jsou po cely Zivot v riziku rozvinuti aktivni
formy. Celosvétoveé se odhaduje, Ze jen za rok 2018 onemocnélo aktivni TB 10 milioni
lidi (9,0-11,1 milionti). Toto Cislo je v poslednich letech relativné stabilni. Rozlozeni
nemocnych mezi jednotlivymi zemémi se vSak extrémné lisi. Nejvice piipada
tuberkulozy se za rok 2018 objevilo v jihovychodni Asii (44 %), v Africe (24 %) a
v oblasti zapadniho Pacifiku (18 %). Mnohem méné ptipadi TB bylo ve vychodnim
Stitedomoii (8 %), v Americe (3 %) a v Evropé€ (3 %). Dvé tietiny z celosvétové noveé
vzniklych p¥ipadii TB byly piifazeny témto osmi zemim: Indie (27 %), Cina (9 %),
Indonésie (8 %), Filipinska republika (6 %), Pakistan (6 %), Nigérie (4 %), Bangladés
(4 %).!

V roce 2017 se v Ceské republice objevilo 505 piipadi TB, pti¢emz podil nemocnych
narozenych mimo Ceskou republiku ¢inil 31 %. Pouze u 8 onemocnéni byl nahlasen

vyskyt multidrug rezistentni TB (MDR-TB). Na TB zemielo v roce 2017 25 lidi.?

3.1 Rod Mycobacterium

Tento rod obsahuje vice nez 50 druh. MiZeme je rozdélit do dvou hlavnich skupin, a
to na obligatn€ patogenni a podminéné patogenni druhy. K obligdtné patogennim
druhtim patii naptiklad nechvaln€ zndmi plivodci tuberkulézy a lepry. Jedna se zejména
o intracelularni parazity vyvolavajici chronickou infekci. Rozvoj a zdvaznost infekce se
odviji od mnoZzstvi patogenli a funkce imunitniho systému. Podminéné¢ patogenni druhy

jsou vyznamnou slozkou piirodnich biotopi.?
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Pro mykobakterie je charakteristické, Ze se jedné o acidorezistentni tyCinky rizné délky
od kokovitych az po vlaknité formy. Acidorezistence znamena, ze mykobakterie jsou
obtizn¢ barvitelné organickymi barvivy a nasledné jsou odolné k odbarveni za pouziti
kyselin. Acidorezistence je charakteristickou vlastnosti vétSiny mykobakterii, ktera se
jen ziidka pozoruje u jinych mikrobl. Tato vlastnost je zptisobena vysokym obsahem
lipidii v bunécné sténé. Dalsim typickym znakem mykobakterii je vysoky obsah
volnych i vazanych lipidd. Jen pro predstavu miizeme uvést, ze az 20% vahy bakterialni
susiny mykobakterii tvoii lipidy.> Tukové latky zastupuji zejména mastné kyseliny a
odvozené estery, alkoholy nebo ketony. Mastné kyseliny se specifickou strukturou a
poctem uhlikii od Ceo do Coo se oznacuji jako mykolové kyseliny.> Mykolové kyseliny
jsou nezbytnou slozkou bunécné stény mykobakterii. Diky nim je povrch bakterie
hydrofobni, a proto je i velice obtizn¢ zpracovavan lysozomalnimi enzymy makrofagu.
To je jeden z diivodil, pro¢ mohou pfezivat mykobakterie v buiice. Mykobakterie se
vyznacuji pomalym rlstem a dlouhou generacni dobou, kterd u M. tuberculosis ¢ini 20
az 30 hodin, proto pfi jejich kultivaci musime ocekavat viditelny rist v makrokoloniich

nejdiive zhruba po 14dnech.?

Pavodcem lepry je Mycobacterium leprae. Vzhledem k tématu prace se budu na dalSich
strankach zabyvat pouze ptivodci tuberkuldzy. Za hlavniho ptivodce TB je oznacovan
komplex mykobakterii Mycobacterium tuberculosis complex. Jedna se o skupinu
mykobakterii, které maji vice nez 90% DNA — DNA homologii a zptsobuji
onemocnéni TB u lidi nebo zvitat. Mezi zastupce Mycobacterium tuberculosis complex
patii zejména Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium
bovis a Bacillus Calmette—Guérin (BCG), Mycobacterium microti, Mycobacterium
canetti, Mpycobacterium caprae, Mycobacterium pinnipedii. ~Mycobacterium
tuberculosis je hlavnim zéstupcem v komplexu a je nezndméjSim piivodcem lidské TB.
M. bovis je zejména puvodcem TB skotu, ale mize napadnout i jind zvitata. Vzacnéji
muze byt i plivodcem ndkazy Clovéka. M. bovis BCG (neboli Bacillus Calmette —
Guérin) je zdmérné vytvofeny z pivodné virulentniho kmene M. bovis. Jedna se o kmen

zbaveny virulence a pouzivany k ptipravé vakcin proti TB.>*°

Mezi podminéné patogenni druhy patfi zejména M. avium, M. intracelulare, M.
kansasii, M. marinum, M. xenopi. M. avium se fadi do jednoho komplexu s M.
intracelulare oznaovaného jako Mycobacterium avium complex (MAC). Jedna se o

druhy, které vétSinou nejsou patogenni pro ¢lovéka. K jejich pienosu dochazi nejcastéji
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u imunokompromitovanych pacienti, naptiklad trpicich AIDS. M. kansasii se nejCastéji

vyskytuje ve vodovodnich vyvodech a je pfenosné na ¢lovéka.?

3.2 Patofyziologie

Hlavnim zdrojem nakazy TB je ve vétSiné piipadi nemocny c¢loveék. K pifenosu
onemocnéni dochdzi inhalaéni cestou (kapénkova infekce), pfimym dotykem
(inokula¢ni forma) nebo alimentarni cestou. Hlavni branou vstupu mykobakterii je
ovSem dychaci ustroji a k pfenosu onemocnéni dochazi zejména inhalaci kapének, které

vykaslava nakaZena osoba.

Tuberkuléza je charakteristickd dvéma zakladnimi projevy, a to tvorbou uzliku a
exsudatu. Tuberkulozni (miliarni) uzlik je kulovity utvar tvofeny epitheloidnimi a
Langhansovymi bunikami, které jsou obklopeny lymfocyty (Obrazek 1). Tuberkuldzni
exsudat je podobny serofibrindznimu nespecifickému zanétu. Muze obsahovat malé
mnoZzstvi makrofagli s fagocytovanymi mykobakteriemi a lymfocyty. Exsudat casto
podléhd tzv. kaseifikaci (zesyrovaténi), které muze prechazet i na okolni tkanové

struktury.®?

&> Fribroblast é} Macrophages
- Lymphocyte
Infected Macrophage
e
. h ﬁ Denditic Cell

; - Necrotic Infected
| s oveios V3" wacrophage
v Mcrophage -

e Caseum
:.3_‘-_' Neutrophil
3 -__= Mycobacterium
tuberculosis

Obrazek 1: Tuberkulozni uzlik. Se svolenim ptevzato z: Bouz, G., and Al Hasawi, N. (2018) The zebrafish
model of tuberculosis - no lungs needed, Critical Reviews in Microbiology 44, 779-792. Dostupné na:

www.tandfonline.com

Prubéh plicni TB se déli v zasadé na dvé €asti, a to na primarni infekei a postprimarni
neboli sekundarni infekci. Primarni infekce nastdva ve chvili prvniho kontaktu
s mykobakterii. Ta se za vhodnych podminek dostava do plic a zde je fagocytovana
makrofagy. Mykobakterie jsou ovSem schopné ptezivat uvniti makrofdga a zplsobuji

lokalni exsudativni zanétlivou reakci, pfi niz dochdzi k aktivaci T lymfocytl a zvySené
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produkci Thl bun¢k. Tyto buiikky pak produkuji chemotakticky ptsobici medidtory,
zejména IL2 a INFy, jimiz pfitahuji monocyty, které se diferencuji na makrofagy.
Makrofagy pohlcujici mykobakterie se dale pfeménuji na epitheloidni bunky, ptipadné
mnohojaderné Langhansovy bunky, a ze zdravé tkdn¢ vznika tzv. granulom. Jiz za
nékolik hodin dochazi k rozsifeni bakterie lymfatickou cestou do lymfatickych uzlin.
Tyto uzliny se pak zvétSuji a vytvareji spolecné se zanétem v plicich tzv. primarni

tuberkul6zni komplex.”

Priméarni infekce probiha zejména v détském véku. Casto byva asymptomaticka a
v 90 % se spontanné sama zhoji. Dojde pfitom ke vzniku ptecitlivélosti na tuberkulin
jako znak ziskané imunity, zprostfedkované pamétovymi T lymfocyty. Mykobakterie
mohou byt uplné€ eliminovany nebo zlistanou v organismu ve spici formé. V ostatnich
pfipadech muZe dojit k progresi primarni infekce a kaseifikaci (zesyrovaténi) az
kavernizaci (vznik dutiny). TB se takto miize §ifit dale a dojde k bronchogennimu

rozsevu. Mykobakterie se také muZe §ifit krevni cestou do dalSich ¢asti plic a dalSich

organii (¢asna primarni generalizace).®’

Postprimarni infekce nastava u osob jiz jednou infikovanych (senzibilizovanych), ktefi
jsou po dlouhém obdobi latence. Ke vzniku postprimarni infekce vedou dvé cesty. Prvni
cestou je opctovné setkani s mykobakterii z vnéjSiho prostiedi zprostiedkované
nakazenou osobou. Druhou cestou je reaktivace ,,spicich® mykobakterii z primarniho
tuberkul6zniho komplexu. Postprimarni TB je spojena sizolovanym organovym
postizenim (pulmonarni, extrapulmonarni TB). Hojeni plicnich 1¢ézi je spojeno
se zmnozenim kolagenniho vaziva a s fibrotizaci plic. Klicovou roli pifi vzniku
postprimarni TB hraje stav imunitniho systému organismu. Pfi¢iny reaktivace infekce
nejsou zcela objasnény. Nicméné vime, Ze vyssi pravdépodobnost reaktivace latentni
TB je u osob se snizenou funkci imunitniho systému. Z toho vyplyvaji i hlavni rizikové
faktory onemocnéni jako je v€k, imunosupresivni 1é€ba, diabetes, poskozeni jater, HIV

infekce.”!°

3.3 Rezistence

Celosvétoveé rezistence na antituberkulotika nariistd a je stdle vétsi hrozbou pro
spolecnost. Rezistenci na antituberkulotika miZzeme rozdélit na primarni a sekundérni.
Primarni rezistence je stav, kdy clovek, ktery nebyl dosud 1éceny antituberkulotiky je

infikovan rezistentnim kmenem. Sekundérni rezistence je naopak stav, kdy clovék byl
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infikovan nerezistentnim kmenem TB, ale z diivodu $patné terapie (nedostate¢na délka,

Spatn€ zvoleny rezim, Spatnd compliance pacienta) doslo k rozvoji rezistence.

WHO definuje pét zékladnich typt rezistence.'!

1. Mono-resistance: Jedna se o resistenci TB pouze proti jednomu
z antituberkulotik prvni linie.

2. Poly-resistance: Je rezistence proti vice nez jednomu z antituberkulotik prvni
linie. Nesmi se vSak jednat o rezistenci k isoniazid a rifampicinu soucasng.

3. Multidrug-resistance (MDR): Rezistence alesponi proti isoniazidu a zaroven
rifampicinu.

4. Extensive drug-resistance (XDR): Rezistence k jakémukoliv fluorochinolonu a
alesponi proti jednomu ze tii injek¢nich antituberkulotik druhé¢ linie
(kapreomycin, kanamycin, amikacin) a zaroven se musi jednat o multidrug
rezistenci (MDR-TB).

5. Rifampicin-resistance (RR): Rezistence k rifampicinu. Miize zahrnovat
jakykoliv typ rezistence k rifampicinu at’ uz ve formé mono, poly, MDR nebo
XDR rezistence.

Neékdy se jesté rozliSuje tzv totally drug-resistant TB (volné pielozeno totalné
rezistentni tuberkul6za). Nicméné tento druh rezistence nebyl doposud pro TB jasné

definovan, a proto ho zde neuvadim.

Celosvétove bylo v roce 2017 ohlaseno 160 684 ptipadi MDR/RR-TB, coz znac¢i mensi
nariist oproti roku 2016. Z téchto piipadl zhruba 87 % pacientii bylo zapsadno na 1écbu
1é¢ivy 2. linie. Nejpresnéjsi odhady tvrdi, ze v roce 2017 se celosvétove u 558 000 lidi
rozvinula RR-TB (rozsah 483 000-639 000), rifampicin je pfitom nejefektivnéjSim
antituberkulotikum 1. linie. Z toho 82 % lidi se odhaduje, ze mélo MDR-TB. Téméf
polovina z celosvétovych ptipadi MDR/RR-TB pochézi z téchto tfi zemi: Indie (24 %),
Cina (13 %) a Rusko (10 %). Usp&snost 1é¢by rezistentnich kmenti TB ziistava mala,

celosvétoveé zhruba 55 %.!?

3.4 Vakcinace

Jednim z historicky dulezitych pokrokli v oblasti terapie TB byl samotny objev
ockovani proti TB. Vakcina byla pfipravena z pivodné patogenniho kmene M. bovis,
ktery byl dlouhodobym pasdzovanim na zbaven virulence. Takto vznikl kmen M. bovis
BCG (Bacillus Calmette Guérin), ktery se pouZival k ockovani a imunnomodula¢ni
terapii. V soucasnosti je BCG vyvinuty skoro pted 100 lety jedinou dostupnou a
zaroven nejrozsifenéj$i vakcinou po celém svété. BohuZel tato vakcina neposkytuje

stoprocentni ochranu proti rozvoji onemocnéni. Je efektivni zejména proti rozvoji
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détské TB a rozvoji extra-pulmonalnich forem TB, kde poskytuje 60-80% ochranu.'?
Navic se efekt poskytovany vakcinou détem casem vytraci. BCG poskytuje dost
nekonsistentni ochranu proti pulmondlnim formam TB a je taktka neefektivni, pokud se
podava v dospélosti.'* Vzhledem ke své nizké efektivité na pulmonalni formy neni

dostateCnym fesenim pro postizené zeme.

3.5 Lécba

Pti lecbé tuberkulozy vSech lokalizaci jsou zakladni cile stejné: vyléceni nemocného pii
zachovani kvality zivota a produktivity, zabranit umrti na aktivni TB, zabranit rozvoji
pozdnich komplikaci, eliminovat riziko relapsu onemocnéni, minimalizovat mozZnost
pienosu TB a zabréanit rozvoji 1€ékové rezistence. Lécba TB vyzaduje komplexni
dlouhodobou terapii. Minimalni délka terapie antituberkulotiky trva Sest meésict (v
optimalnim piipadé¢ bez komplikaci). Ptfi 1écbé TB se uplatiiuje tzv. multiple target
therapy, to znamend, Ze k eradikaci mykobakterie z lidského organizmu pouzivame
kombinaci hned né€kolika 1é¢iv s riznymi mechanismy ucinku. Z pohledu terapie
muzeme léCiva pouzivajici se na 1écbu TB rozdé€lit na dvé skupiny: a) 1é¢iva prvni
volby, b) léciva druhé volby. Mezi 1éCiva prvni volby patii isoniazid, rifampicin,
ethambutol a pyrazinamid. Streptomycin se nachazi na pomezi 1éCiv prvni a druhé
volby a voli se vétSinou pouze u rezistentni TB, recidivach onemocnéni, piipadné¢ u TB
centralni nervové soustavy (CNS)."* Podavani kombinace 1é¢iv probiha ve specialnim
rezimu DOTS (Directly Observed Treatment, Shortcourse). To znamena, ze se léky

berou v jednorazové ranni davce pod kontrolou osettujiciho personalu.

Strategie 1écby TB se lisi podle druhu pacienta, zda se jednd o pacienta doposud
nelécené¢ho antituberkulotiky nebo jde o pacienta s recidivujici TB nebo o pacienta
infikovaného multirezistentnimi kmeny mykobakterii. Inicidlni faze 1é¢by v CR probiha
za hospitalizace a trvd minimalné¢ dva mésice. V inicidlni fazi lé€by podavame
kombinaci 4 antituberkulotik (isoniazid, rifampicin, pyrazinamid, ethambutol). Po
uplynuti inicidlni fadze nastdva faze pokraCovaci, kterd probihd ambulantné po dobu
minimalné¢ 4 mésiclh. V pokraovaci fazi podavame kombinaci dvou antituberkulotik
(isoniazidu a rifampicinu). BEhem prvnich dvou mésicii antituberkuldzni 1écby vykazuji
viabilni mykobakterie ze sputa dvojfiazovou kiivku usmrceni.'> To nam napovida, Ze
mykobakteridlni populace se skldda nejméné ze dvou subpopulaci, které odlisné reaguji
na lécbu. Jedna subpopulace se sklada z rychle se délicich mykobakterii a je okamzité

usmrcena. Druhd se skladé pfevazné z pomalu se délicich a ned¢licich mykobakterii, a
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proto reaguje na 1é€bu pomaleji. Tato odliSna reakce na 1écbu v ramci jedné populace
mykobakterii je diivodem, pro¢ se béhem terapie kombinuji t¢inky nékolika 1éCiv.
Néktera antituberkulotika maji schopnost usmrtit prevazné rychle se délici
mykobakterie, to znamena, ze jsou baktericidni (isoniazid, v mensi mife téz rifampicin
a streptomycin).'® Jina antituberkulotika maji naopak G¢inek steriliza¢ni, a to znamen4
schopnost usmrtit semidormantni mykobakterie (rifampicin, pyrazinamid).'® Nakonec
se do kombinace ptidavaji antituberkulotika, ktera maji za kol sniZit riziko rozvoje
rezistence (isoniazid a rifampicin, méné& streptomycin, ethambutol a pyrazinamid).'¢ I
presto ale nema tato kombinovand 1é¢ba u nékterych pacientd dostate¢ny ucinek,
protoze cast mykobakterii mize byt uschovana ve formé tzv. granulomi v urcitych
kompartmentech, jako jsou naptiklad rizné abscesy a kavity. Tyto kompartmenty jsou
pro 1éCiva jen velice tézko dostupné a stavaji se znich ,rezervoary™ spicich
mykobakterii. Tyto sekvestrované a spici mykobakterie jsou pak pfi¢inou recidiv TB.
Déle je nutno podotknout, Ze ¢im déle Clovek setrva bez 1éCby, tim vice takovych
uschovanych granulom@ se vytvoii.!> Vzhledem k tomu, Ze se G¢innost né&kterych
antituberkulotik pfi poddvani s potravou snizuje, tak je zde opodstatnéné jejich

jednorazové podavani na la¢no v jedné ranni davce. '

Vyjimecény léCebny rezim si vyzaduje lécba mykobakteridlni infekce rezistentni na
isoniazid pfi zachovalé citlivosti na rifampicin. V tomto piipad¢ se rezim 1écby sklada z
denniho podavani kombinace rifampicinu, ethambutolu, pyrazinamidu a levofloxacinu
po dobu 6 mésici. Pred zahajenim 1écby se doporuCuje vySetiit citlivost
k fluorochinolontim.!” Mnohem komplikovanéj§i situace vsak nastdva pfi 1écbé
pacientil, ktefi jiz jednou byli 1éceni antituberkulotiky. Tito pacienti jsou nejcastejSimi
nositeli resistentnich mykobakteridlnich infekci. Z resistentnich mykobakteridlnich
infekci je dulezité vcas diagnostikovat zejména MDR-TB. Pokud jde o jiz 1é€en¢ho
pacienta, tak se novy lécebny rezim stanovuje na zaklad¢ vysledkl vySetfeni citlivosti
k antituberkulotikim.'® Standardizovany reZim s pétikombinaci antituberkulotik se
streptomycinem v inicidlni fazi se jiZ nema u téchto pacientd pouzivat. Pokud ma
pacient prokazanou MDR-TB pak se voli specidlni rezim lécby, ktery neobsahuje
isoniazid a rifampicin. Jednou z moznosti je podavani pétikombinace moxifloxacinu,
bedachilinu, linezolidu, cykloserinu a klofaziminu po dobu 6 meésicti néasledované
podavanim trojkombinace moxifloxacinu, cykloserinu a klofaziminu po dobu 14

mésicll. Poddvani kanamycinu a kapreomycinu se nedoporuéuje.!”
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Ve velmi specidlnich ptipadech, zejména kdyz se jedna o infekci XDR, ptikroci 1ékari

k 1é¢bé chirurgické, pfi které se odstratiuje perzistujici kaverna z plic.'

Taktika 1écby TB rozdé¢lila 1éCiva pouzitelnd v terapii na dve skupiny, 1é¢iva prvni linie
a léciva druhé linie.

3.5.1 Léciva prvni linie

3.5.1.1 lIsoniazid

O

NH
AN N2
I H
N_ _—

Isoniazid zlstava stale zakladnim 1éCivem pro terapii TB. VSem pacientim s nemoci
zpusobenou citlivymi kmeny, ktefi ho toleruji, by mél byt nasazen. Jedna se o
prolécivo, které je mykobakteridlnim enzymem kataldza-peroxiddzou preménéno na
aktivni formu. Takto aktivovany isoniazid inhibuje syntézu dlouhych mykolovych
kyselin uvnitf mykobakterie. =~ Mykolové kyseliny jsou specifické pravé pro
mykobakterie a podileji se na stavbé bunécné stény. Cilem aktivované formy isoniazidu
je enzym enoyl-ACP reduktaza (InhA, soucast komplexu FAS II), ktery se ucastni
pii syntéze mastnych kyselin. Enoyl-ACP reduktaza konvertuje nenasycené mastné
kyselin na nasycené mastné kyseliny v biosyntéze mykolovych kyselin. Isoniazid
pusobi bakteriostaticky na neaktivni, nedélici se mykobakterie. Na aktivni, rychle se

délici extracelularni nebo intracelularni mykobakterie ptisobi baktericidng.?’

Nejcastéjsi mechanismus vzniku rezistence je zpusoben mutaci enzymu kataldza-
peroxidazy, kterd snizi svou aktivitu a tim se snizi pfeména proléciva isoniazidu do jeho
aktivni formy. Mutace v genech kddujicich biosyntézu mykolovych kyselin je také
mozna. Pfi monoterapii TB isoniazidem dochdzi k rychlému vzniku rezistence. Pokud

se isoniazid pod4va samostatné v profylaxi, k rozvoji rezistence nedochézi.?°

U lidi je hlavnim vylucovanym produktem N-acetylisoniazid, jenZ vznika acetylaci, a
isonikotinova kyselina, kterd vznikd hydrolyzou. Proto zhlediska uCinnosti a
nezddoucich ucinkG hraje velkou roli rozdéleni populace na rychlé a pomalé
acetylatory. Dulezitd je aktivita arylamin N-acetyltransferazy typu 2, tento enzym je

hlavnim inaktivaénim enzymem isoniazidu. Plazmaticky poloc¢as 1é¢iva u rychlych
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acetylatort je zhruba lhodina, oproti tomu u pomalych acetylarorti 2—5 hodin. Z toho
vyplyva, Ze pomali acetylatofi jsou vice nachylni k nezadoucim ucéinktim 1é¢iva. DalSim
dilezitym farmakokinetickym faktorem isoniazidu, ktery je potieba zminit, je
skutecnost, ze se 1éCivo pres isoformu enzymu CYP2E1l muze pfeménit na toxické
metabolity. To je nebezpecné zejména u alkoholikti, ktefi maji indukovanou pravé tuto

isoformu enzymu.?°

v kombinaci s ostatnimi 1é¢ivy. P¥i profylaktickém pouziti se pod4ava samostatng.?
Mezi nej¢astéjsi nezadouci tcinky isoniazidu patii postiZzeni nervové soustavy z diivodu
metabolické interference s tvorbou vitaminu B6. Dal§im ¢astym nezadoucim ucinkem

je postizeni jaternich funkci. Dale se mohou vyskytovat nauzea, zvraceni, dyspepsie,

kozni vyrazky.?

3.5.1.2 Ansamycinova antibiotika (vifampicin, rifabutin, rifapentin)

rifampicicn

Rifampicin, rifabutin a rifapentin patfi do skupiny ansamycinovych antibiotik, ktera
jsou produkovana Amycolatopsis mediterrane. Jednd se o semisyntetické derivaty

rifamycinu B.

Rifampicin pisobi jako inhibitor DNA dependentni RNA polymerdzy tim, ze s ni
vytvoii stabilni komplex. To ma za nasledek potlaceni iniciace pii tvorbé RNA fetézce,
neinhibuje vSak elongaci pfi tvorbé RNA fetézce. Vysoké koncentrace rifampicinu
mohou inhibovat RNA syntézu i1 v sav€ich mitochondriich, virovou DNA dependentni
RNA polymerazu a reverzni transkriptdzu. Rifampicin plsobi baktericidné jak na
intracelularni, tak extracelularni patogeny. Rifampicin inhibuje rlst jak gram

negativnich, tak gram pozitivnich bakterii. Inhibuje rGst M. tuberculosis,
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Mycobacterium kansasii. VE&tsina ostatnich mykobakteridlnich kment je rifampicinem
potlacena, jako napt: Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium intracellulare, a M.
avium. Uréité kmeny jsou naopak vac¢i uCinkiim rifampicinu rezistentni, zejména
Mycobacterium fortuitum. Rifampicin zvySuje in vitro aktivitu streptomycinu a

isoniazidu proti M. tuberculosis.?

Rezistence k rifampicinu je zptisobena mutaci DNA dependentni RNA polymerazy,
ktera zmutovand ma slabsi vazbu s rifampicinem. Rezistence k tomuto 1é¢ivu vznika

snadno a rychle, proto by se nemél pouzivat v monoterapii.>

Rifampicin se vylucuje zejména zlu¢i a podléhd enterohepatalnimu obchu. Béhem
sveho kolovani skrze jatra je rychle deacetylovan jaternimi cytochromy, po 6 hodinach
je skoro veskeré mnozstvi l1éciva ve zluci v deacetylované formé, kterd je sice stéle
aktivni, ale intestinalni reabsorpce zluci je deacetylaci vyrazné snizena. Tim se 1 rapidné
snizuje plazmaticky polocas lé¢iva. Rifampicin je vyznamnym induktorem jaternich
enzymi a P-glykoproteinu, z toho divodu je polocas léciva podédvaného opakované
krat§i nez pti prvni davce. Je to dano indukci jaternich enzymu, které deacetyluji
rifampicin. Jelikoz je rifampicin vyluCovan zejména zluc€i, tak upraveni davky u

pacientl s rendlni insuficienci neni potieba.?’

Mezi nejzavaznéjsi nezddouci uinky rifampicinu patii porucha krvetvorby. Zejména se
jedna o akutni hemolytickou anémii, trombocytopenii a agranulocytéozu. DalSimi
nezadoucimi ucinky rifampicinu jsou nauzea, nechutenstvi, zvraceni, bolesti bficha a
prujem, ktery muze vést az k rozvoji pseudomembrandzni kolitidy. Dal$im zavaznym
nezadoucim uc¢inkem rifampicinu je poskozeni jater aZ hepatitida. Z tohoto diivodu je
nezbytné sledovat jaterni testy. Rifampicin zpisobuje ¢ervené zabarveni moci, sputa a

slz. Zabarveny mohou byt i kontaktni ¢ocky. !> 2°

Rifapentin je derivat rifampicinu se stejnym mechanismem ucinku. Vyznamnéji se od
rifampicinu 1i$i pouze delSim eliminacnim polocasem a mensi schopnosti indukovat

jaterni cytochromy. Diky svému dlouhému polo¢asu se miize podavat jednou tydng.?

Rifabutin je derivat, ktery nejméné indukuje jaterni cytochromy, proto se s vyhodou
pouziva pti 1écbe pacientii trpicich TB a soucasné¢ HIV, ktefi jsou soucasné léceni

inhibitory proteaz.?’
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3.5.1.3 Ethambutol
OH

H

OH

Skoro vSechny kmeny M. tuberculosis a M. kansasii a mnoho kmenti z MAC jsou
citlivé k u¢inkiim ethambutolu. Citlivost ostatnich mykobakterii je rizna. Ethambutol
nepusobi na jiné bakterie. Mechanismus U¢inku ethambutolu spociva v inhibici enzymu
arabinosyl transferazy, ktery se podili na biosyntéze bunécné stény. Ethambutol je

G¢inny proti rostoucim mikroorganismiim, naopak jeho steriliza¢ni aktivita je mala.?°
Ucinek ethambutolu je povazovan za bakteriostaticky.2’

Ethambutol se vsttebava z gastrointestinalniho traktu (GIT) zhruba z 80 %. Plazmaticky
polocas ethambutolu je 3—4 hodiny. Vylucuje se zejména moci, po 24 hodinach se
vylouci 75 % z podané davky ethambutolu v nezménéné formé, az 15 % je vylouceno

ve formé aldehydu a dikarboxylové kyseliny.?

Pouziti ethambutolu piinasi vysledky zejména v kombinaci s isoniazidem. Podava se

v jedné denni davce.

Podavani ethambutolu mtze vést k hyperurikemii, to je nebezpecné zejména u pacientti
nezadoucim ucinkem ehtambutolu je poskozeni zraku manifestované jako retrobulbarni
neuritida, muze dojit ke snizeni zrakové ostrosti, zuzeni zorného pole a rozvoji
cervenozelené barvosleposti. Tento nezddouci U¢inek je vazan zejména na distomer
ethambutolu tedy L-formu. Nicméné i pfi vyuZivani eutomeru byly reportovany tyto
nezadouci ucinky v zavislosti na velikosti davky a délce trvani terapie. Postizeno miize
byt jen jedno nebo obé& oc€i. Proto jsou pied zahajenim a v pribéhu lécby nutné

pravidelné kontroly oftalmologem. >
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3.5.1.4 Pyrazinamid
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Pyrazinamid (PZA) je syntetickym analogem nikotinamidu s tim rozdilem, ze jadro

netvofi pyridin ale pyrazin.

Pyrazinamid je povaZovan za prolécivo, které po piekro¢eni mykobakterialni bunééné
stény procesem pasivni difuze a pravdépodobné i aktivnim transportem je pievedeno do
sveé aktivni formy pomoci mykobakteridlniho enzymu nikotinamidézy/ pyrazinamidazy
(PZ4za).?! Uvnitf bakterie je PZA pomoci PZ4azy pieveden na pyrazin-2-karboxylovou
kyselinu (POA). K PZA je citlivy zejména kmen M. tuberculosis, to je vysvétlovano
deficitem efluxnich mechanisma pro POA, na rozdil od M. smegmatis, ktery vykazuje
nizkou citlivost na PZA a disponuje vysoce aktivnimi efluxnim mechanismy.?? Aktivita
PZA se na rozdil od ostatnich antituberkulotik zda byt velice zavisla na vlastnostech
prostiedi. Piestoze byla prokazana aktivita PZA pfi jiném nez kyselém prostiedi in
vitro.?® Jeho sterilizaéni aktivita v kasedznim granulomu pfi jiném neZ kyselém pH se
neprokazala. Je tak patrné, ze kyselé pH hraje urcitou roli v aktivit¢ PZA uvnitt
granulomu, ale otdzkou zistava nakolik je ta role vyznamnd a jakou meérou se na ni

podileji ostatni faktory prostiedi.?*

Pivodné se ptedpokladalo, ze by mechanismus u¢inku PZA mohl byt takovy, ze se
aktivovany na POA akumuluje uvniti buiikky a zpisobuje okyseleni mykobakterialni
cytoplasmy. Toto okyseleni by pak mélo za nésledek kolaps membranového potencidlu

a transportu.21

Tento nespecificky mechanismus ucinku byl neddvno vyvracen
experimentalnim méfenim, jimZ se zjistilo, Ze takovy efekt PZA/POA je zanedbatelny
v koncentracich mensich ne 10ti ndsobek minimélni inhibi¢ni koncentrace.?
Predpoklada se také, ze by PZA a POA mohla inhibovat syntézu mykolovych kyselin
pomoci inhibice syntdzy mastnych kyselin typu 1 (FAS I). Musime vSak podotknout, Ze
toto tvrzeni je stale zpochybiiovano.?*?” Dal§im stale Sast&ji sklofiovanym cilem POA
muze byt ribosomalni protein S1 (RpsA), jehoz ovlivnéni by mélo za nésledek inhibici

translace proteinti. Ukazuje se totiz, ze mutace genu kodujici tento protein ma za

nasledek rezistenci k PZA.?® Mezi dal§i mozné cile PZA patii inhibice chinolové
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kyseliny fosforibosyl transferazy (QAPRTazy). Inhibici katalytické aktivity QARPTazy
by doslo k naruSeni de novo biosyntézy nikotinamidu (NAD).?’ Dal$im moznym
mechanismem uc¢inku POA by mohla byt inhibice enzymu quanosin pentafosfat syntazy
(Gpsl). Gpsl se podili na metabolismu nukleovych kyselin. Musime vSak zminit, Ze
POA se vaze na Gpsl pouze pii extrémné vysokych koncentraci (mM).*® Poslednim
z predpokladanych mechanismii G¢inku by mohla byt vazba POA na enzym aspartat
dekarboxylazu (PanD). PanD je enzym, ktery se podili na biosyntéze Koenzymu A.
Vazbou POA na PanD dochazi ke konformacnim zménam, které maji za nésledek

zvyseny rozklad PanD pomoci komplexu ClpC1-ClpP.?!#

Tabulka 1: Potencionalni cile strukturnée specifického piisobeni PZA

Cil PZA/POA PDB kéd Struktura enzymu

FAS1 6GIC

RpsA ANNG

QAPRT4za 1QPQ
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PanD v komplexu | 60YY

POA

Gpsl nenalezeno nenalezeno
[10.3.2020] [10.3.2020]

Pokud je pyrazinamid pouzit samostatné, tak k rozvoji rezistence dojde rychle.

Pyrazinamid se dobte absorbuje z GIT a distribuuje se do celého téla véetné CNS, plic a
ledvin. Plasmaticky polo¢as je 9-10 hodin u pacienti s normalni renalni funkeci.
Pyrazinamid se vyluCuje pievazné glomerularni filtraci, je hydrolyzovan na

pyrazinovou kyselin a nasledné hydroxylovan na 5-hydroxypyrazinovou kyselinu.?

Vyznam pouziti pyrazinamidu tkvi zejména v jeho baktericidnim ucinku proti
Mycobacterium tuberculosis. S vyhodou UuCinkuje na semi—dormantni bacily.
Pyrazinamid ma vyznamny ucinek zejména v pocatecnich fazich 1écby a piidava se do
kombinacni 1é¢by z toho divodu, Ze vyznamné zkracuje délku antituberkulotické 1€Cby
7 9—12 mésict na 6 mésict.?? Pro dospélé je denni davka pyrazinamidu 15-30 mg/kg
télesné hmotnost, pficemz maximalni denni davka je 2 g U déti je davkovani

obdobné. '3 2°

Mezi cCasté nezadouci uCinky patii nauzea, myalgie, artralgie, kozni vyrdzka. Ze
divodem pieruSeni 1écby. Proto by se béhem 1écby mély pravidelné monitorovat jaterni
funkce. Pyrazinamid inhibuje exkreci kyseliny mocové, proto dal$im zavaznym
nezddoucim ucinkem je zvySeni kyseliny mocové v krvi. To mlze ve vzacnych

piipadech vyustit v zachvat dny.'*°
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3.5.2 Léc¢iva 2.linie

3.5.2.1 Streptomycin

Jedna se o zastupce ze skupiny aminoglykosidovych antibiotik. Je zaroveni prvnim
antibiotikem, které bylo mozné pouzit pii 16¢bé TB. V soucasnosti je v Ceské republice
dostupnost tohoto léCiva dost omezend. Vzhledem k tomu, Ze se malo pouziva, se
firmam nevyplaci platit za jeho registraci. Dostupny je proto pouze na mimoiadny

dovoz. ! 20

In vitro vykazuje streptomycin vii¢i mykobakteridlnim bacilim baktericidni Gc¢inek. /n
vivo je ovSem eradikovat neumi. Pravdépodobné proto, ze nedokaze proniknout do
zivych bunék, a tak nedokaze zabit intracelularni mikroorganismy. VéEtSina kmentt M.
tuberculosis je viuc¢i pusobeni streptomycinu citliva. Bohuzel ostatni mykobakterialni
kmeny jsou citlivé pouze vyjimecné. Mechanismus U¢inku aminoglykosidi spociva
v interferenci se syntézou bakteridlnich proteinti. Aminoglykosidy zpusobuji chybné

&teni a predéasné ukonéeni translace mRNA.2°

Streptomycin se pouziva zejména pii 1¢€cbé recidiv TB. Je kontraindikovén v t€hotenstvi

z diivodii teratogenity, protoZe je u n&j riziko poskozeni sluchu plodu.?

Hlavnim a nejzavaZznéjSim neZzadoucim ucinkem streptomycinu je ototoxicita. Strach
z rizika nevratného poskozeni sluchu navic vedl k omezeni pouzivani streptomycinu.

Mezi daldi nezadouci uginky patii nefrotoxicita a neurotoxicita. ' 2°
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3.5.2.2 Ethionamid
S

|\ NH,
N~

Ethionamid je prolécivo, které musi byt aktivované NADPH specifickou
monooxygendzou na sulfoxid a poté na 2-ethyl-4-aminopyridin. Mechanismus ucinku
ethionamidu je obdobny jako u isoniazidu a spociva v inhibici enzymu enoyl-ACP
reduktazy (InhA) z komplexu syntdzy mastnych kyselin 2 (FAS II). Lécivo tak inhibuje
tvorbu mykolovych kyselin s naslednym poSkozenim bunécéné stény. Pokud je 1€k
pouzit v monoterapii, tak rezistence na ethionamid vznika velice snadno a je zde 1 malé

riziko rozvoje kiiZové rezistence na isoniazid.*

Plazmaticky polocas léCiva je zhruba 2 hodiny. Vice nez polovina pacientl neni
schopna tolerovat jednotlivou davku ethionamid nad 500 mg kvili GIT potiZim. Lécivo
dobfe prostupuje do celého organismu a dosahuje 1 vyznamnych koncentraci
v mozkomiSnim moku. Ethionamid se vylucuje zejména jatry. Obdobné jako p-
aminosalicylova kyselina i ethionamid inhibuje acetylaci isoniazidu.?°

Ethionamid se pouziva v terapii TB pouze spolecn¢ s ostatnimi 1éCivy a nastupuje

v ptipadg, kdy je terapie 1é¢ivy prvni linie net¢inna nebo kontraindikovana.?’

Mezi obvyklé nezadouci UcCinky ethionamidu patii anorexie, nauzea vomitus a
podrazdéni zaludku. Cetné jsou taky neurologické symptomy jako deprese a ospalost.
Kiece a periferni neuropatie jsou vzacné. Mezi dalsi neurologické projevy patii poruchy
Cichu, rozosttené¢ vidéni, diplopie, parestézie a bolesti hlavy. Pro ulevy od
neurologickych nezaddoucich u¢inkii miizeme pouzit pyridoxine. Hepatitida se objevila
v 5% ptipad, po ukonceni 1écby zmizi, proto je pii 1écbé ethionamidem potieba

pravidelné& kontrolovat jaterni funkce.!> 2
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3.5.2.3 p-aminosalicylova kyselina (PASA)
@)

OH
H,N OH

PASA je obecné¢ uvadéna, jako bakteriostatické 1éCivo. Nicméné nedavno byl
pozorovan 1 bakteriocidni efekt na nckteré populace metabolicky aktivnich

mykobakterii.*?

PASA je jednim z mnoha Iéciv, které ani po 60 letech klinického pouzivani stdle nemaji
zcela objasnény mechanismus ucinku. Nejnovéjsi studie naznacuji, ze by PASA mohla
fungovat jako prolécivo, které kompetuje s p-aminobenzoovou kyselinou (PABA), nebo
pfesnéji, plsobi jako jeji antimetabolit. PABA je nezbytnou soucésti biosyntézy
kyseliny listové uvniti mykobakterii. Za normalnich podminek dochézi k inkorporovani
PABA k 6-hydroxymethyl-7,8-dihydropterin  pyrofosfaitu za pomoci enzymu
dihydropteroatsyntazy (DHPS) a dojde ke vzniku 7,8-dihydropteroatu. Ten je pak
enzymem dihydrofolatsyntdzou (DHFS) nejdiive pifeménén na 7,8-dihydrofolat a
nasledn¢ enzymem dihydrofolatreduktazou (DHFR) na 5,6,7,8-tetrahydrofolat.
Ve chvili, kdy ale do biosyntézy kyseliny listové vstoupi PASA, dojde za pomoci
DHPS ke tvorbé hydroxyl-dihydropteroatu. Hydroxyl-dihydropteroat je enzymem
DHFS pfeménén na hydroxyl-dihydrofolat. Nové wvznikly hydroxyl-dihydrofolat
funguje jako inhibitor enzymu DHFR a zabrafuje tak tvorbé kyseliny listové.>*
Nejnovégjsi studie ukazuji, ze by metabolity PASA mohli inhibovat také flavin-
dependentni thymidylat syntazu. Tim by doslo k naruSeni syntézy thymidinu, jako jedné

ze zékladnich nukleovych kyselin.>
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Tabulka 2: Potencionalni cile strukturné specifického piisobeni PASA

Cil PASA PDB kod | Struktura enzymu
DHFR 6DDS
Flavin-dependentni | 2AF6

thymidylat syntaza
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Dalsi potencionalni mechanismus U¢inku PASA miize byt chelatace Zeleza. V tomto

piipadé by PASA pusobila nikoliv jako prolécivo, ale jako 1écivo, které by pferuSovalo

ziskavani mykobakterialniho Zeleza nekompetitivni inhibici inkorporace salicylati do

mykobakteridlnich sideroforti, nej¢astéji mykobaktinu a karboxymykaktinu.

36,37,38

PASA se dobie vstiebava z gastrointestinalniho traktu. Spatné se viak distribuuje do

cerebrospinalni tekutiny. Plazmaticky polocas je 1 hodina, plazmatické koncentrace

jsou zanedbatelné za 4-5 hodin po podani jednotlivé davky. Lécivo se vylucuje az

z 80 % ledvinami. Z toho diivodu by se nemélo pouzivat pii renalni insuficienci.?

PASA se podéava peroralné v davce 10—12 g/den. Tato davka se obvykle rozdéluje do

2-4 stejnych davek v prabéhu dne, které se podéavaji po jidle, aby se ptedeslo
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podrazdéni zaludku. Déti obvykle dostavaji davku 150-300 mg/kg/den rozdélenych
opét do 3—4 stejnych davek v pribéhu dne.?’

Mezi nejéastéjsi nezadouci ucinky patii GIT problémy, zejména anorexie, nauzea a
prajem. Tyto nezddouci ucinky jsou pak nejcastéjsim diivodem non-adherence k 1€¢bé.
Pacienti s peptickym viedem 1é¢bu malokdy toleruji. Az u 10 % pacientii miize byt
pozorovana hypersenzitivni reakce. Miize se objevit horecka, slabost, bolest kloubd,
bolest v krku. Vyrazka se objevuje samostatné nebo v kombinaci s horeCkou. Mezi
zédvazné nezadouci ucinky patii hematologické abnormality, jako je napt. leukopenie,

agranulocytdza, eozinofilie, trombocytopenie a hemolytick4 anemie.?°

3.5.2.4 Cykloserin
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Jedna se o Sirokospektré antibiotikum, které se pouziva v kombinac¢ni terapii TB, kdyz

selzou l1é¢iva prvni linie. Jedna se o D-4-amino-isoxazolidin-3-on.

Vyhodou cykloserinu je, Ze nezptisobuje vznik zkfizené rezistence mezi nim a ostatnimi

antituberkulotiky.?’

Cykloserin je strukturnim analogem D-alaninu. Cykloserin na zaklad¢ své analogie,

inhibuje reakci, pfi které je D-Ala zahrnut do tvorby bunééné stény.?°

Peroraln€ podany se absorbuje ze 70-90 %. Cykloserin se skvéle distribuuje do tkant,
dobré¢ distribuce dosahuje 1 v mozkomisnim moku. Zhruba 50 % parenterdlné podané
davky cykloserinu se vylucuje v nezménéné podobé moci béhem prvnich 12 hodin.
Zvysené riziko toxicity hrozi u pacientl s rendlni insuficienci. V takovych ptipadech

musi byt cykloserin odstranén pomoci hemodialyzy.?°

Cykloserin se pouziva pii opakované 1écbé TB nebo v pifipad¢ rezistence na ostatni

1é¢iva.?”

Problémem je Castd neurotoxicita. Mezi klasické nezaddouci u€inky patii podrazdéni
CNS, které mizi po vysazeni 1éCiva. NejCastéji se jednad o somnolenci, bolesti hlavy,

ties, vertigo, zmatenost, nervozitu, podrdzdéni, paranoidni a katatonické reakce,
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hyperreflexie, parézy a epileptické zachvaty. Cykloserine je kontraindikovan u pacientt

trpicimi v minulosti epilepsii. Opatrn& by se mél pouzivat u lidi s depresi.*

Linezolid
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Linezolid je syntetické 1éCivo ze skupiny oxazolidinond.
Diky svému unikatnimu mechanismu U¢inku se jednd o 1éCivo, které se pouziva
vyhradné na 1écbu rezistentnich patogenti (nejen TB). Jednim z takovych rezistentnich

patogent, na které se s vyhodou pouziva, je i MDR-TB.

Linezolid inhibuje syntézu proteint tak, ze se vdze na 50S podjednotku ribozomu a
zabranuje tak tvorbé komplexu ribozom-fMet-tRNA, ktery zahajuje syntézu proteinu.
JelikoZ ma unikatni mechanismus ucinku, nevznikd na linezolid zkfiZzena rezistence
s ostatnimi 1éCivy zjinych skupin. Rezistence enterokokti a stafylokokli vznika

z dtivodu bodové mutace 23S rRNA.2°

Linezolid se dobie vstiebava po peroradlnim podani. Zhruba 80 % léciva se vylucuje
moci, z toho 30 % je v aktivni formé a zbylych 50 % jako oxidované produkty. U lidi

s renalni insuficienci neni potieba davky upravovat.?’

Jak jiz bylo vysSe zminéno, Linezolid by m¢l byt Setfen jako 1éCivo urCené pro infekce
zpusobené velice rezistentnimi kmeny bakterii.

Nezéadouci ucinky

Mezi nejcastéjsi nezddouci ucinky 1é¢iva patii gastrointestindlni potiZe, bolesti hlavy a
trombocytopenie. Linezolid je slabym inhibitorem monoaminooxidazy (MOA), proto je

kontraindikované jeho podéni s jinymi inhibitory MAO.*
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3.5.2.5 Fluorochinolony (ciprofloxacin, ofloxacin, pefloxacin)
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ciprofloxacin ofloxacin pefloxacin

Flourochinolony jsou vysoce aktivni proti M. tuberculosis a jsou velice dulezitymi
1écivy pii léba MDR-TB. Léciva jako gatifloxacin a moxifloxacin jsou nejaktivnéj$i a
nejméné nachylnd k rozvoji rezistence. Nevyhodou chinolonli je moZznost rozvoje

zktizené rezistence na celou skupinu.

3.5.2.6 Kapreomycin
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Jedna se o cyklické peptidové antibiotikum s obdobnym mechanismem a nezadoucimi
ucinky jako aminoglykosidova antibiotika. Jde o 1é¢ivo vyhrazené pouze pro 1éCbu
rezistentnich kmenli M. tuberculosis nebo jinych netuberkul6znich mykobakterii. Musi
se stejné¢ jako aminoglykosidova antibiotika podavat parenteralng. Zejména diky své
potencionalni  ototoxicit¢ a nefrotoxicit€ se nesmi pouzivat soucasné

s aminoglykosidy.?°

Kapreomycin se zpracovava z bakterie Streptococcus capreolus. Bakteridlni rezistence
na kapreomycin vznikd, pokud je podavan v monoterapii. Takto mize dojit i ke vzniku
zkiizené rezistence s ostatnimi aminoglykosidy. PouZiva se pouze v kombinaéni 1é¢bé
s ostatnimi 1é¢ivy pfi terapii pulmonalni TB, kdyZ baktericidni 1é€iva nejsou tolerovana,
nebo pii terapii rezistentnich kmenl. Kapreomycin se podavéd intramuskularné.
Nezadouci ucinky spojené s pouzivanim kapreomycinu jsou ztrata sluchu, tinnitus,

piechodna proteinurie a azotémie. Renalni selhani se objevuje vzacné.?’
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3.5.2.7 Aminoglykosidy (kanamycin, amikacin)

kanamycin amikacin

Léciva z této skupiny se pouzivaji pro 1éCby rezistentnich kmenid M. tuberculosis a
jinych netuberkuloznich mykobakterii. Podavaji se parenteraln€ a pro své neZadouci

u¢inky nesméji byt poddvany soucasné se streptomycinem a kapreomycinem.?

Léciva jsou extrémné aktivni proti nékterym mykobakteridlnim druhim a maji
vyznamné postaveni v 1é€bé nemoci zplisobenych netuberkul6znimi mykobakteriemi.
Mezi aminoglykosidova 1éCiva patii samoziejme i streptomycin, ktery byl diky svému

vyznamnému postaveni v 1é€bé TB zminén zvlast.

3.5.3 Nova léCiva

Vyznamnym krokem v lé¢beé tuberkuldézy bylo objeveni a registrace novych 1éCiv.
Témér po Ctyficeti letech tak byly registrovany nova antituberkulotika, bedachilin
vroce 2012 a delamanid vroce 2013. Nova léCiva by méla byt ucinnd zejména u
citlivych, multirezistentnich a snad 1 u extenzivné rezistentnich mykobakteridlnich

kment.

3.5.3.1 Bedachilin

Jedna se o 1é¢ivo ze skupiny diarylchinolinti.
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Lécivo selektivné blokuje F1/FO-ATP syntdzu mykobaktérii, zaroven ale nema zadny
inhibi¢ni efekt na savéi F1/FO-ATP syntazu.’* F1/FO-ATP syntaza je kli¢ovy enzym
v procesu oxidativni fosforylace, ktery vyuziva kinetickou mechanickou energii

usmérnéného toku protonii, aby pohanéla produkci ATP.*!:4?

Béhem TB meningitidy, kdyZz je zanicend hematoencefalickd bariéra, dosahuje
bedachilin v mozkomi$nim moku vyznamnych koncentraci. Tyto koncentrace pak
vyznamné klesaji s obnovou funkce hematoencefalické bariéry. Bedachilin se
metabolizuje zejména pies CYP3A4.* Ztoho vyplyva, ze pokud by se podival
s rifampicinem (vyznamny induktor CYP 3A4) mohlo by dojit k vyznamnému snizeni
koncentrace bedachilinu v tkanich. K dosazeni cilovych hodnot je proto nutné zvyseni
davky.**4346 Protoze se bedachilin pouziva pouze k 1é¢bé MDR-TB, je soudasné pouziti
téchto 1éCiv krajné¢ nepravdépodobné. Podavani spolu s inhibitory CYP3A4 vede

naopak ke zvysSené expozici, proto je zde vyssi riziko projevu nezadoucich Gcinki.

Bedachilin se pouziva pouze v kombinacni 1é€bé u pacientil infikovanych MDR-TB,
piicemz pacient musi byt vzdy star$i 18 let. Ma doporucenou davku pro lécbu
nemocnych trpicich MDR-TB 400mg denné peroralné alespon dva tydny, poté se
podava 200 mg 3krat tydné do 24. tydne.*’

Mezi zavazné nezddouci G¢inky bedachilinu patii prodlouzeni QT intervalu. Proto se
pied zahajenim 1écby musi provést elektrokardiogram, dalsi vysetifeni by mélo nastat ve
2., 12., a 24. tydnu lécby. Dale se béhem IéCby musi monitorovat plazmatické

koncentrace sodiku, drasliku a horéiku.*’

3.5.3.2 Chemoterapeutika odvozena od nitroimidazolii (delamanid, pretomanid)
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Delamanid

Predpokladany  mechanismus  0¢inku  delamanidu  je  inhibice  syntézy
methoxymykolovych a ketomykolovych kyselin, jakozto dtlezitych komponenti

mykobakterialni bunééné stény.*®
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Delamanid je prolécivo, u nc¢hoz se predpokladd, ze musi byt aktivovano
mykobakteridlni F420-dependentni deazaflavin-dependentni nitroreduktazou (Ddn)

koenzymovym systémem.*’

Delamanid se metabolizuje ptes CYP3A4, proto je zde stejné jako u bedachilinu velké
riziko interakce rifampicinem, ktery redukuje hladiny delamanidu o 47 %.%° Obdobny je
i problém s inhibitory enzymu CYP3A4, které naopak maji potencial zvySovat riziko
nezadoucich u¢inkti delamanidu. To by byl problém v ptfipadé 1éCby pacienti s HIV,

kdy néktera antivirotika maji vyznamny inhibicni potencial.

Delamanid se pouziva pouze v kombinované 1écbé dospélych pacienti s MDR-TB. A to
v piipadech, kdy nelze sestavit uCinnou lécebnou kombinaci z divodu rozsahu
rezistence nebo tolerance 1ékl. Doporucend denni davka léku je 100 mg 2krat denné per

0s, alespoti 24 tydni.>!

wewr

progresivné v prvnich 6-10 tydnech 1é¢by. Z toho diivodu je stejné jako u bedachilinu 1
zde dulezité monitorovani elektrokardiogramu. Nevyhodou je i1 slaba uCinnost proti

extenzivné rezistentnim kmenam.*
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Pretomanid

Pretomanid je dal$im zastupcem ze skupiny nitroimidazolovych antituberkulotik, ktery
je podobné¢ jako delamanid aktivni proti replikujicim se a nereplikujicim se formam M.

tuberculosis.>> >3

Pretomanid je stejn¢ jako delamanid prolécivo, které musi byt aktivovano enzymem
Ddn. Ob¢ léciva vykazuji také podobny mechanismus ucinku. Jeden z aktivnich
metabolitll pretomanidu je des-nitro derivat, ktery uvoliluje oxid dusnaty, ten pak
poskozuje intracelularni proteiny a lipidy bun&né stény a je tak baktericidni pro
anaerobni bakterie. Naopak antituberkulotickd aktivita je vysvétlovana tim, ze
pretomanid by mohl inhibovat syntézu mykolovych kyselin, specidlné¢ ketomykolové

54,55

kyseliny.
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Toto 1é¢ivo ma oproti delamanidu delsi biologicky polocas t1/2= 16-20 hodin, a proto

se mlize podavat pouze v jedné denni davce.>®

Pretomanid je nové schvalenym lé¢ivem Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA).
Je urcen pouze pro kombinacni 1écbu XDR-TB nebo MDR-TB, ktera nedostate¢né
odpovida na predchozi 1é¢bu. Pretomanid se podava pouze v kombinaci s bedachilinem

a linezolidem v davce 200mg/den.>’
Mezi zdvazné nezadouci uéinky patii anémie, periferni neuropatie a poruchy rytmu.>’

3.6 Hybridizace pii navrhovani novych léciv

Jak jsme nastinili jiz v predchozich kapitolach, terapie tuberkulozy je komplexni,
dlouhodobé 1é¢ba vyzadujici podavani hned né¢kolika ucinnych latek s rozdilnymi
mechanismy U¢inku. Nékdy se tento pfistup nazyva také ,Multiple target therapy*
(terapie mifici na n€kolik cil). Multiple target therapy je mozno v zasad¢ rozdélit na ti1
typy (Obrazek 2). Prvnim typem je standartni podavani nckolika uc¢innych latek,
piicemz kazda ucinna latka ma svoji lékovou formu (zjednoduSené: mam uZzivat
kombinaci 4 u¢innych latek, uzivam 4 tabletky). Druhy typem multiple target therapy je
podavani fixni kombinace nékolika ucinnych latek v jedné 1ékové formé (dostanu jednu
tabletku, kterd obsahuje vSechny ucinné latky). Posledni typ multiple target therapy je
v oblasti terapie tuberkulozy zatim jen teoreticky. Jedna se o pfistup, pii némz bychom
se pokusili zkombinovat n¢kolik u¢innych latek dohromady za tcelem vytvoieni nové
molekulérni entity. Takto vznikla nova molekula by potom mohla diky svym piedlohdm
disponovat n¢kolika mechanismy ucinku, a tudiz ovliviiovat nékolik receptorovych cila
uvnitt mykobakterie. Tento zplsob spojovani dvou a vice molekul dohromady za

ucelem vytvorenim nové molekuldrni entity se nazyva hybridizace.
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Multiple target

therapy

Obrazek 2: Rozdéleni multiple target therapy.

Pokud budeme hovofit o hybridizaci, je pro nas stézejni otazkou, jak spojit dvé ucinné
latky (molekuly) dohromady. Odpovéd na tuto otdzku nam avizuje dvé cesty k
hybridizaci, kterymi se mizeme vydat. Prvni pfistup je, Ze molekuly spojime
dohromady pomoci néceho, co bych si dovolil nazvat jako ,,chemicky mistek®.
Chemické mistky miizeme z pohledu stability rozdélit na dvé skupiny za a) na
$tépitelné, za b) na nestépitelné. Stépitelné chemické miistky jsou nestabilni spojovniky
dvou a vice aktivnich molekul, které po vstupu hybridni slou¢eniny do organismu se
rozstépi a uvolni pavodni molekuly, z nichz byla hybridni slou€enina tvofena. Takto
vznikld hybridni slou€enina je ve své podstaté proléivem. Jako Stépitelné chemické
mustky se s oblibou pouzivaji nestabilni funkéni skupiny, které se po vstupu do
organismu snadno Stépi, napf. estery, které jsou snadno hydrolyzovatelné¢ diky
pfitomnosti esterdz v krevni plazmé. NeStépitelné chemické mustky jsou stabilnimi
spojovniky dvou a vice molekul a po vstupu hybridniho 1é¢iva do organismu se nestépi.
Jedna se nejCastéji o alkylové fetézce nebo fragmenty aryld, které mohou svymi
vlastnostmi  pfispét k aktivit¢ vysledné molekuly. Nejdilezitéjsi vlastnosti
nestépitelného chemického mustku je, Ze nesmi zplsobit inaktivaci spojenych casti.
Ptistupu spojeni dvou molekul pomoci chemického mustku bylo vyuzito pfi vyvoji
lé¢iva sultamicillinu. Toto 1é¢ivo je kombinaci dvou molekul, a to aminopenicilinového
antibiotika ampicilinu a inhibitoru bakteridlnich betalaktamaz sulbaktamu (Obrazek 3).

Na obrazku vidime jasn€ znazornénou molekulu sultamicilinu, pfi¢emz v Cervené
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bubling vidime molekulu ampicilinu a v modré bublin€ je molekula sulbaktamu. Tyto

dvé molekuly jsou spojeny pomoci chemického mustku, kterym je v tomto ptipadé

methylenova funkéni skupina.
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Obrazek 3: Molekula sultamicilinu, v cervené bubliné ampicilin, v modré sulbaktam, zelené naznacen methylenovy
chemicky mustek.

Druhy pfistup k hybridizaci dvou molekul je jejich spojeni pomoci jiz existujicich
funk¢nich skupin, ¢imz dojde ke vzniku nové funkéni skupiny. I vtomto piipadé
muzeme nove vzniklé hybridni slou¢eniny rozd€lit z pohledu stability na Sté€pitelné a
nestépitelné. Tohoto pristupu bylo vyuzito pti vyvoji léCiva benorilatu (Obrazek 4). Na
obrazku vidime, Ze benorilat je slozen z kyseliny acetylsalicylové v ¢ervené bubliné a
paracetamolu v modré bublin€. Tyto dvé molekuly jsou spojeny pomoci esterové vazby,

ktera vznikla reakci karboxylové funkcni skupiny v poloze 1 kyseliny acetylsalicylové a

fenolické funk¢ni skupiny paracetamolu.

®,

_____

Obrazek 4: Molekula benorilatu — v cervené bubliné kys. acetylsalicylova, v modré paracetamol, priinik obou bublin
tvori ester vznikly spojenim _funkcnich skupin.

3.7 Priklady hybridizace pfi navrhovani novych antituberkulotik

Snaha najit nové U¢inné molekuly na 1é¢bu TB vedou mimo jiné k pokusim vytvofit
hybridni molekulu. BohuZel zatim Zadna z nalezenych struktur nedoséhla komer¢niho

vyznamu. Napiiklad na Katedie farmaceutické chemie The Bombay College of
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Pharmacy v Indii se snazili vytvofit novou hybridni molekulu kombinaci

fluorochinolonti s pyrazinamidem nebo isoniazidem (Obréazek 5, Obrazek 6).°®

FRAGMENT PYRAZINAMIDU ~ FRAGMENT SPARFLOXACINU

Obrazek 5: Hybridni molekula — fragment pyrazinamidu v cervené bubliné, fragment sparfloxacinu v modré bubline,

propojeny ethylenovym miistkem.

FRAGMENT ISONIAZIDU ~ FRAGMENT SPARFLOXACINU

'," ' NH, O 0 ~
! F
_______ H OH
T S |
/,’ O \\ IHqC
; \\ i 3 Y\N N
| \ FA\ ]
\ N H
A i ) A
N HC J
"""" \\~______(_:l_‘[_3____________________________;’

Obrazek 6: Hybridni molekula — fragment isoniazidu v cervené bubline, fragment sparfloxacinu v modré bubliné,
propojeny chemickym miistkem.

Jind vyzkumna skupina pod vedenim R. M. Betecka se zabyvala do jisté miry
podobnym tématem. ZkouSeli spojit rizné derivaty chinolonl s isoniazidem pomoci
hydrazid-hydrazonové vazby a méfili jejich aktivitu proti Mycobacterium tuberculosis

(Obrazek 7).%°
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FRAGMENT ISONIAZIDU ~ FRAGMENT CHINOLONU
N =

x

SRR

Obrazek 7: Hybridni molekula — fragment isoniazidu v cervené bubliné, farmakofor chinolonit v modré bubliné.

Dalsi zajimavym pokusem zpohledu pouZiti hybridizace pfi vyvoji novych
antituberkulotik byla prace publikovand pod vedenim Zhi Xu. Ta se zabyva syntézou
molekul kombinujici molekuly fluorochinolont s derivaty isatinu (Obrazek 8).° Isatin
je farmakofor, jehoz derivaty maji rGznou biologickou aktivitu. Vyuzivd se jako

zédkladni stavebni kdmen pro piipravu fady chemoterapeutik a antivirotik.6'6?

FRAGMENT ISATINU ~ FRAGMENT FLUOROCHINOLONU

.................................

_________________________________

Obrazek 8: Hybridni molekula — fragment isatinu v ¢ervené bubliné, fragment chinolonu v modré bubliné.

3.8 Titulni slouceniny

V této diplomové praci piedstavujeme syntézu 2-hydroxy-4-(pyrazin-2-karboxamido)
benzoové kyseliny a jejich 9 derivatl. Béhem hledani na SciFinder 11. prosince 2019
jsme zjistili, ze pouze dvé ztéchto deseti sloucenin maji Cislo CAS, jednalo se o
slouceniny nesouci oznaceni BBPS1 a BBPS14. S vyjimkou slouceniny BBPS1 nebyla
zadna z ptipravenych sloucenin doposud zminéna v literatufe. Tato prace je soucasti
dlouhotrvajicitho vyzkumu derivati pyrazinamidu jako potencidlnich antituberkulotik,
probihajiciho na Katedie farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy (KFCHFA).
Tato série se zabyva syntézou hybridnich sloucenin kombinujicich fragmenty dvou

existujicich antituberkulotik, pyrazinamidu a p-aminosalicylové kyseliny (Obrazek 9).
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Tato vychozi struktura byla pak modifikovana v oblasti pyrazinového jadra a byl pfitom

sledovan efekt jednotlivych obmén na biologickou aktivitu vysledné slouceniny.

___________________________________

OH
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\
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N ~_ N

'
-
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i e e e e

FRAGMENT PYRAZINAMIDU

Obrézek 9: Vichozi struktura, zelené zvyraznény sledovand mista modifikaci.

U vSech ptipravenych sloucenin byla testovana jejich biologicka aktivita. Testovala se
antimykobakteridlni aktivita proti 6 mykobakteridlnim kmenim (Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis H37Ra, Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium avium, Mycobacterium aurum a Mycobacterium smegmatis). Dale se
testovala antibakteridlni aktivita latek proti 8 bakteridlnim kmentm (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus aureus methicilin resistentni, FEnterococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella
pneumoniae, Serratia marcescens). Antifungalni aktivita sloucenin se testovala proti 8
kmentim hub (Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, Aspergillus
flavus, Lichtheimia corymbifera, Trichophyton interdigitale, Aspergillus fumigatus).
Slouceniny byly dale testovany na in vitro cytotoxicitu proti bunécéné linii lidskych

jaternich rakovinnych bun¢k HepG2.

Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie, pfistrojové vybaveni a analytické metody
Vsechny chemikalie, pokud neni uvedeno jinak, byly zakoupeny od firmy Sigma-

Aldrich (Steinheim, Némecko) a byly pouzity v dodané kvalité.

Nov¢ pfipravené slouCeniny byly syntetizovany v laboratofich Katedry farmaceutické
chemie a farmaceutické analyzy (KFCHFA) na Farmaceutické fakult¢ Univerzity

Karlovy.
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Prabéh reakci byl sledovan pomoci metody tenkovrstvé chromatografie. Pouzity byly
TLC desky Merck Silica 60 Fass (Merck, Darmstadt, Némecko). Detekce TLC
chromatografie probihala za pouziti UV lampy pfi vinové délce 254 nm. Hodnoty R¢
byly vypocitany metodou tenkovrstvé chromatografie, jako mobilni faze byl pouzit

ethyl-acetat s pfiméesi 1 % kyseliny chlorovodikové.

NMR spektra byla naméfena na pfistroji Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, CA,
USA) pii frekvenci 500 MHz pro 'H spektra a pii frekvenci 126 MHz pro '*C spektra.
Spektra byla méfena v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-ds). Chemické posuny
byly zaznamenany v jednotkdch ppm (8) a jsou nepiimo vztaZeny k tetramethylsilanu
(TMS). Referen¢nimi signaly byly zbytkové signaly DMSO (2,49 ppm pro 'H spektrum
a 39,7 ppm pro 1*C).

InfraCervena spektra byla naméfena pomoci FT-IR Nicolet 6700 spektrometru (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). K namétfeni byla pouZzita metoda zeslabeného

vnitiniho odrazu (ATR) na germaniovém krystalu.

Elementarni analyza byla provedena na analyzatoru MICRO cube Element Analyzer
(Elementar Analysensyteme, Hanau, Né¢émecko). VsSechny naméfené hodnoty

elementarni analyzy jsou uvedeny v procentech.

Teploty tani byly urCeny metodou oteviené kapildry pomoci bodotavku Stuart SMP30
(Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK). Naméfené hodnoty nejsou zkorigovany.

Vytézky reakci jsou vyjadieny v procentech jako podil teoretického vytézku reakce a

izolovaného produktu poté, co prosel vSemi Cisticimi kroky.

Teoretické parametry lipofility log P a Clog P byly zjiSt€ény pomoci programu
ChemDraw Professional, verze 18.1.2.18 (PerkinElmer Informatics, Inc., Waltham,
MA, USA). Vysledky hodnot log P byly zaokrouhleny na dv& desetinnd mista.
Vysledky hodnot Clog P zaokrouhlovany nebyly.

Vsechny strukturni vzorce, sumarni vzorce a vypocty molekulovych hmotnosti byly
provedeny v programu ChemDraw Professional, verze 18.1.2.18 (PerkinElmer

Informatics, Inc., Waltham, MA, USA).
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4.2 Syntéza 2-hydroxy-4-(pyrazin-2-karboxamido)benzoové kyseliny a jejich
jednotlivych substituovanych derivati

K ptipravé hybridnich slou¢enin BBPS1 az BBPS14 byla pouzita nasledujici metoda

syntézy: Vychozimi latkami pro syntézu byly riizn¢ substituované derivaty pyrazin-2-

karboxylové kyseliny (nebo obdobné heterocyklické kyseliny) a para-aminosalicylova

kyselina. Vzdy jsme se snazili propojit obé slouCeniny vytvofenim nové amidové

vazby, pres karboxylovou funkéni skupinu v poloze 2 pyrazinového jadra a

aminoskupinu v poloze 4 para-aminosalicylové kyseliny (Schéma 1).

(0]
0] (0]
N (0] OH
A OH OH CDI, DMSO
R:—( P + — 0 NS H OH
N H,N OH 24hod, laboratorni teplota R K P
N

Schéma 1: Obecné schéma pripravy 2-hydroxy-4-(pyrazin-2-karboxamido)benzoové kyseliny a jejich jednotlivych

substituovanych derivatii.

1,1'-Karbonyldiimidazol (CDI) ndm pfi této reakci slouzi jako aktivator, ktery reakci
s karboxylovou funk¢ni skupinou pyrazin-2-karboxylové kyseliny vytvoii reaktivni
meziprodukt (N-acylimidazol). Takto aktivovany meziprodukt pii setkani
s aminoskupinou para-aminosalicylové kyseliny velice ochotné¢ reaguje za tvorby
amidové vazby. Reakce mezi karboxylovou funkci a CDI probihd mechanismem
nukleofilni substituice Mechanismem nukleofilni substituce dochéazi k ataku
karboxylové funkcni skupiny na karbonylovy uhlik CDI, naslednou kaskadou procesii
pak dochazi k uvolnéni molekuly imidazolu a oxidu uhli¢itého. Uvolnény oxid uhli¢ity
signalizuje zahajeni reakce mezi molekulami derivatu pyrazin-2-karboxylové kyseliny a
CDI. Ve chvili, kdy se ptestane uvolnovat oxid uhli¢ity ve formé bublinek plynu, vime,
7ze vSechny molekuly pyrazin-2-karboxylové kyseliny byly pfeménény na

N-acylimidazol, a tudiZ jsou aktivované (Schéma 2).
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Schéma 2: Mechanismus aktivace karboxylové kyseliny pomoci CDI.
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Co,

Po aktivaci vSech molekul pyrazin-2-karboxylové kyselin pfechazime k druhé casti

syntézy. Ve druhé Casti syntézy dochazi k reakci N-acylimidazolu s aminoskupinou

v poloze 4 para-aminosalicylové kyseliny za tvorby amidu a uvolnéni molekuly

imidazolu (Schéma 3).9
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Schéma 3. Predpokladany mechanismus reakce acylimidazolu s para-aminosalicylovou kyselinou.

Cela syntéza probihd v prostfedi dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery zde ma funkci
rozpoustédla. Izolace vysledného produktu zroztoku DMSO byla provedena
vysrazenim pifidavkem vody. Nase findlni slouceniny, pokud jsou v neionizovaném
stavu, tak jsou jen malo rozpustné ve vod¢. Proto piidanim vody a okyselenim roztoku
pomoci zfedéné kyseliny chlorovodikové (HCI) dochézi k jejich precipitaci. Takto
vznikly precipitat pak snadno odfiltrujeme. Okyselovani smési ma i druhy vyznam.
Udrzuje imidazol (vedlejsi produkt reakce) ve formé ve vodé dobie rozpustného
hydrochloridu, a proto nedochdzi k jeho precipitaci z roztoku. Roztok DMSO a vody
okyselujeme postupné, abychom docilili tvorbu ,,velkych ¢astic* precipitatu, ktery ndm

nebude pronikat skrze péry filtru.

4.3 Postup pfipravy 2-hydroxy-4-(pyrazin-2-karboxamido)benzoové kyseliny a
jejich jednotlivych substituovanych derivati

4.3.1 BBPSI

Ptipravime si dvé sklenéné zkumavky. Do zkumavky €. 1 navdZzime 248 mg (2 mmol)
pyrazinkarboxylové kyseliny a 357 mg (2,2 mmol) 1,1 -karbonyldiimidazolu. Smés
protiepanim zkumavky dukladné promisime. Potom zkumavku zahiejeme fénem,
vlozime do ni michadlo a pfidime 2 ml dimethylsulfoxidu. Smés se za stdlého michani

zacne pomalu rozpoustét a pfi tom se uvolnuje oxid uhli¢ity, coz je viditelné jako
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uvolnovani bublinek. Smés nechdme reagovat zhruba 30 minut, dokud nedojde
k aktivaci vSech molekul pyrazinkarboxylové kyseliny. Konec aktivace pozndme podle

toho, Ze smé&s prestane uvoliiovat oxid uhlicity, to znamena, ze piestane bublat.

Do zkumavky €. 2 navazime 306,3 mg (2 mmol) para-aminosalicylové kyseliny. Tu
rozpustime pridanim co nejmensiho mozného mnozstvi dimethylsulfoxidu. Po uplném
rozpusténi para-aminosalicylové kyseliny pievedeme obsah ze zkumavky ¢. 2 do
zkumavky €. 1. Zkumavku €. 1 uzavieme a nechdme za stalého michani pii laboratorni

teploté reagovat do druhého dne.

Druhy den do zkumavky ¢. 1 pfiddame 1 ml vody. Obsah zkumavky se zatne mirné
zakalovat, pozorujeme i mirnou opalescenci. Poté do smési postupné piidavame 5%
(m/m) kyselinu chlorovodikovou a sledujeme zmény pH pomoci univerzalniho
indikatorového papirku. Béhem ptridavani 5% kyseliny chlorovodikové dochazi
k postupnému vzniku precipitatu ve smési. Kyselinu chlorovodikovou ptfidavame az do
té doby, dokud pH smési ve zkumavce nebude mit hodnotu pH 1. Precipitat poté
odsajeme na frit¢ a dikladné promyvame destilovanou vodou, abychom se zbavili
zbytkli rozpoustédla (v naSem piipadé dimethylsulfoxidu) a do neutralni reakce. Po
promyti produkt dikladné¢ zbavime piebytecné vody stlacenim mezi dvéma filtracnimi

papiry a nechame ho vyschnout pii teploté 25 °C do druhého dne.

Ptiprava dalSich derivati se lisi pouzitymi karboxylovymi kyselinami a rozdilnymi
navazkami. Konkrétni navazky vychozich surovin jsou uvedeny v kapitole: Vychozi

latky a ¢inidla pouzité pii syntéze.
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4.4 Vychozi latky a ¢inidla pouzité pii syntéze

4.4.1 Pyrazin-2-karboxylova kyselina

Sumarni vzorec: CsHaN>O: 0
Molekulova hmotnost: 124,10 g/mol N
X OH
Log P: -0,66 [ P
N

CLogP: 0,09993

PouZzito pro ptipravu: BBPS1
2-hydroxy-4-(pyrazin-2-karboxamido)benzoové kyseliny
Navazka: 248 mg (2 mmol)

4.4.2 3,8a-Dihydroimidazo[1,2-a]pyrazin-2-karboxylova kyselina

Sumarni vzorec: C7H7N30; 4\r N o
N
Molekulova hmotnost: 165,15 g/mol K/ N \>_<
X OH

Log P: -0,27

CLogP: -1,79988

Pouzito pro ptipravu: BBPS3
4-(3,8a-dihydroimidazo[1,2-a]pyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoové kyseliny
Navazka: 326 mg (2mmol)

4.4.3 Chinoxalin-2-karboxylova kyselina

Sumarni vzorec: CoHsN202 0
Molekulova hmotnost: 174,16 g/mol N

D OH
Log P: 1,18

7
CLogP: 1,69393 N

Pouzito pro ptipravu: BBPS6
2-hydroxy-4-(chinoxalin-2-karboxamido)benzoové kyseliny

Navazka: 348 mg (2 mmol)

4.4.4 3-Karbamoylpyrazin-2-karboxylova kyselina

Sumadrni vzorec: CsHsN3O3 o
Molekulova hmotnost: 167,12 g/mol N
Xy~ ToH
Log P: -1,33 [ = NH
N 2

CLogP: -1,41682
Pouzito pro ptipravu: BBPS7
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4-(3-karbamoylpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoové kyseliny
Navazka: 334 mg (2 mmol)

4.4.5 3,5-Dichlorpyrazin-2-karboxylova kyselina

Sumérni vzorec: CsH2C1aN202 o
Molekulova hmotnost: 192,98 g/mol N oH
Log P: 1,14 i _
CLogP: 0,947554

Pouzito pro ptipravu: BBPS8

4-(3,5-dichlorpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoové kyseliny

Navazka: 386 mg (2mmol)

4.4.6 3-Oxo0-3,4-dihydropyrazin-2-karboxylova kyselina

Sumarni vzorec: CsHaN2O3 0
Molekulova hmotnost: 140,10 g/mol NS oH
Log P: -0,8 [

CLogP: -0,88127

Pouzito pro ptipravu: BBPS9
2-hydroxy-4-(3-0x0-3,4-dihydropyrazin-2-karboxamido)benzoové kyseliny
Navéazka: 280 mg (2mmol)

4.4.7 3-Oxo0-3,4-dihydrochinoxalin-2-karboxylova kyselina

Sumarni vzorec: CoHsN203 0
Molekulova hmotnost: 190,16 g/mol N
X OH
Log P: 0,44 ©:
N o
CLogP: 0,71273 H

Pouzito pro ptipravu: BBPS10
2-hydroxy-4-(3-0x0-3,4-dihydrochinoxalin-2-karboxamido)benzoové kyseliny
Navazka: 380 mg (2mmol)

4.4.8 3-Methylpyrazin-2-karboxylova kyselina

Sumarni vzorec: CcHeN202 o
Molekulova hmotnost: 138,13 g/mol N
X OH
Log P: 0,04 [ _
N~ CH;,

CLogP: 0,29893
Pouzito pro ptipravu: BBPS11
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2-hydroxy-4-(3-methylpyrazin-2-karboxamido)benzoové kyseliny
Navazka: 276 mg (2mmol)

4.49 6-Methylpyrazin-2-karboxylova kyselina

Sumarni vzorec: CsHsN202 o)
Molekulova hmotnost: 138,13 g/mol HsC Na oH
Log P: 0,04 \[ _

CLogP: 0,59893 N

Pouzito pro ptipravu: BBPS12

2-hydroxy-4-(6-methylpyrazin-2-karboxamido)benzoové kyseliny

Navazka: 276 mg (2mmol)

4.4.10 6-Chlorpyrazin-2-karboxylova kyselina

Sumarni vzorec: CsH3CIN20; o)
Molekulova hmotnost: 158,54 g/mol Cl N

X OH
Log P: 0,24 \[ _

CLogP: 0,828948

Pouzito pro ptipravu: BBPS14
4-(6-chlorpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoové kyseliny
Navazka: 317 mg (2mmol)

4.4.11 4-Amino-2-hydroxybenzoova kyselina (p-aminosalicylova kys.; PASA)
Sumarni vzorec: C;H7NO3 O< _OH
Molekulova hmotnost: 153,14 g/mol

Log P: 0,4

CLogP: 1,0562

OH

Pouzito pro piipravu: Celé série NH;

Navazka: 306 mg (2 mmol)

4.4.12 1,1’-Karbonyldiimidazol (CDI)
Sumarni vzorec: C;HsN4O
7H6IN4 NZ=\ 0]

Molekulova hmotnost: 162,15 g/mol N_<
Log P: -0,81 i

g &/ N
CLogP: -1,454
Pouzito pro ptipravu: Celé serie

Navazka: 356 mg (2,2 mmol)
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4.5 Nové pfipravené latky

4.5.1 2-Hydroxy-4-(pyrazin-2-karboxamido)benzoova kyselina

O

X N OH
H

/

N

Oznaceni: BBPS1

Cislo CAS: 95444-50-1

Vzhled: Bily pevny prasek

Sumarni vzorec: C12HoN3O4
Molekulova hmotnost: 259,22 g/mol
Log P: -0,24

CLog P: 1,5205

Rf=0,07

Mobilni faze: EtOAc s 1 % (v/v) HCl
Teplota tani: 252—253 °C (dle literatury®* 268—270 °C)
Teoreticky vytézek: 526 mg
Prakticky vytézek: 481 mg (91 %)

IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3324 (fenolovy OH), 3088 (amidovy NH), 2834
(karboxylovy OH), 1669 (karboxylovy C=0), 1603, 1541, 1526 (aromaticky C-C),

1228 (karboxylovy C-O), 906 (karboxylovy OH);

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 13.50 (s, 1H, -OH), 10.35 (bs, 1H, -COOH), 10.07
(s, 1H, -CONH-), 9.82 (s, 1H, pyrazin), 9.16 (d, /= 4.3 Hz, 1H, pyrazin), 9.08 (d, J =
4.3 Hz, 1H, pyrazin), 7.66 (d, J= 8.7 Hz, 1H, aromaticky), 7.60 (d, /= 2.1 Hz, 1H,

aromaticky), 7.34 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H, aromaticky).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) § 172.65, 165.69, 162.75, 148.76, 147.97, 145.67,

144.84, 143.12, 132.14, 115.13, 113.99, 108.04.
Elementarni analyza:

Vypocitana: C 55.60 %, H 3.50 %, N 16.21 %
Nameéfena: C 55.18 %, H 3.48 %, N 16.45 %
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4.5.2 2-Hydroxy-4-(imidazo[1,2-a]pyrazin-2-karboxamido)benzoova kyselina
0
| /©5‘\OH
N
ﬁ/fk ” i
N/ N

Oznaceni: BBPS3

Vzhled: Hnédy pevny prasek

Sumarni vzorec: Ci14H12N4O4

Molekulova hmotnost: 298,26 g/mol

Log P: -0,05

CLog P: 0,13788

R¢=0,09

Mobilni faze: EtOAc s 1 % (v/v) HCl

Teplota tani: 298—299 °C

Teoreticky vytézek: 606 mg

Prakticky vytézek: 240 mg (40 %)

IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3361 (fenolovy OH), 3332 (amidovy NH), 3131
(karboxylovy OH), 1685 (karboxylovy C=0), 1598, 1542, 1519 (aromaticky C-C),
1184 (karboxylovy C-0O), 942 (karboxylovy OH).

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) § 10.81 (bs, 1H, -COOH), 9.23 (s, 1H, -CONH-), 8.72
(s, 1H, pyrazin), 8.67 (d, J=4.6, 1.6 Hz, 1H, pyrazin), 8.62 (d, /= 4.6, 1.6 Hz, 1H,
pyrazin), 8.59 (s, 1H, imidazol), 8.00 (d, J =4.6 Hz, 1H, aromaticky), 7.87 (d, /= 4.6
Hz, 1H), 7.69 (s, 1H, aromaticky).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 172.90, 164.39, 162.87, 145.13, 144.61, 140.37,
131.29, 130.02, 121.15, 118.90, 117.29, 114.23, 112.39, 107.75.

Elementarni analyza:

Vypocitana: C 56.38 %, H 3.38 %, N 18.79 %

Nameétena: C 56.17 %, H 3.39 %, N 18.87 %
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4.5.3 2-Hydroxy-4-(chinoxalin-2-karboxamido)benzoova kyselina
0

X

OH

Iz

G

N

Oznaceni: BBPS6

Vzhled: Sedo-zluty pevny prasek
Sumarni vzorec: Ci6H11N304
Molekulova hmotnost: 309,28 g/mol
Log P: 1,6

CLog P: 3,1145

R¢=0,39

Mobilni faze: EtOAc s 1 % (v/v) HCl
Teplota tani: 259—260 °C
Teoreticky vytézek: 619 mg
Prakticky vytézek: 279 mg (45 %)

IR spektrum (ATR-Ge, cm™! ): 3271 (fenolovy OH), 3315 (amidovy NH), 3087
(karboxylovy OH), 1703 (karboxylovy C=0), 1584, 1569, 1505 (aromaticky C-C),

1074 (karboxylovy C-0O), 892 (karboxylovy OH);

'"H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) § 13.67 (s, 1H, -OH), 11.38 (bs, 1H, -COOH), 11.01
(s, 1H, -CONH-), 9.53 (s, 1H, pyrazin), 8.34 — 8.26 (m, 1H, aromaticky), 8.25 —8.15
(m, 1H, aromaticky), 8.06 — 7.93 (m, 2H, aromaticky), 7.80 (d, /= 8.7 Hz, 1H,
aromaticky), 7.69 (t, J=2.1 Hz, 1H, aromaticky), 7.51 (dd, J= 8.7, 2.1 Hz, 1H,

aromaticky);

3C NMR: (126 MHz, DMSO-de) § 171.73, 164.78, 162.10, 144.69, 144.55, 142.16,
140.18, 131.62, 131.13, 130.19, 129.78, 129.30, 128.32, 114.41, 113.66, 107.60.

Elementarni analyza:
Vypocitana: C 62.14 %, H 3.59 %, N 13.59 %
Nameéiena: C 61.92 %, H 3.61 %, N 13.53 %
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4.5.4 4-(3-Karbamoylpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoova kyselina
0

‘\ N OH

Oznaceni: BBPS7

Vzhled: Kanarkové Zluty pevny prasek

Sumarni vzorec: C13H10N4Os

Molekulova hmotnost: 302,25 g/mol

Log P: -0,91

CLog P: -0,240092

R¢=0,05

Mobilni faze: EtOAc s 1 % (v/v) HCl

Teplota tani: 282—283 °C

Teoreticky vytézek: 508 mg

Prakticky vytézek: 201 mg (40 %)

IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3442 (fenolovy OH), 3334 (zejména amino/amidovy
NH), 3106 (karboxylovy OH), 1683 (karboxylovy C=0), 1595, 1565, 1538 (aromaticky
C-C), 1299 (karboxylovy C-0), 942 (karboxylovy OH);

'"H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) § 13.61 (s, 1H, -OH), 11.34 (bs, 1H, -COOH), 10.68
(s, 1H, -CONH-), 8.30 (d, J= 2.3 Hz, 1H, pyrazin), 7.92 (d, J= 2.3 Hz, 1H, pyrazin),
7.88 (s, 2H, -NH>»), 7.74 (d, J = 8.7 Hz, 1H, aromaticky), 7.59 (d, J= 2.1 Hz, 1H,
aromaticky), 7.42 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H, aromaticky).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 172.65, 171.79, 165.24, 162.11, 155.69, 147.94,
144.79, 141.45, 131.23, 126.96, 114.43, 113.52, 107.29.

Elementarni analyza:

Vypocitana: C 51.66 %, H 3.34 %, N 18.54 %

Nameétend: C 51.41 %, H 3.68 %, N 18.32 %
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4.5.5 4-(3,5-Dichlorpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoova kyselina

0}

N
X N OH

Z

Cl N Cl

Oznaceni: BBPS8

Vzhled: Bily pevny prasek

Sumarni vzorec: C12H7C1aN304

Molekulova hmotnost: 328,11 g/mol

Log P: 1,56

CLog P: 2,13359

R¢r=0,35

Mobilni faze: EtOAc s 1 % (v/v) HCl

Teplota tani: 237—239 °C

Teoreticky vytézek: 674 mg

Prakticky vytézek: 121 mg (18 %)

IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3401 (fenolovy OH), 3375 (amidovy NH), 3230
(karboxylovy OH), 1699 (karboxylovy C=0), 1604, 1555, 1517 (aromaticky C-C),
1207 (karboxylovy C-0O), 979 (karboxylovy OH);

'"H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 11.38 (bs, 1H, -COOH), 10.03 (s, 1H, -CONH-),
9.50 (s, 1H, pyrazin), 7.50 (d, J = 2.0 Hz, 1H, aromaticky), 7.46 (s, 1H, aromaticky),
6.18 (d, /= 2.0 Hz, 1H, aromaticky).;

13C NMR: (126 MHz, DMSO-de) 6 171.87, 164.89, 162.77, 149.43, 146.12, 144.98,
144.23, 143.45, 131.86, 113.52, 112.34, 105.17

Elementarni analyza:

Vypocitana: C 43.93 %, H 2.15 %, N 12.81 %

Nametena: C 43.85 %, H 2.14 %, N 12.62 %
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4.5.6 2-Hydroxy-4-(3-ox0-3,4-dihydropyrazin-2-karboxamido)benzoova kyselina
o)

b
Oznaceni: BBPS9
Vzhled: Bily pevny prasek
Sumarni vzorec: C12H9N30s
Molekulova hmotnost: 275,22 g/mol
Log P: -0,38
CLog P: 0,487499
R¢=0,06
Mobilni faze: EtOAc s 1 % (v/v) HCl
Teplota tani: 285—287 °C
Teoreticky vytézek: 573 mg
Prakticky vytézek: 418 mg (73 %)
IR spektrum (ATR-Ge, cm™!): 3566 (fenolovy OH), 3545 (amidovy NH), 2867
(karboxylovy OH), 1703 (C=0), 1660 (karboxylovy C=0), 1621, 1587, 1548
(aromaticky C-C), 1308 (karboxylovy C-0O), 920 (karboxylovy OH).;
'"H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) § 11.57 (bs, 1H, -COOH), 11.38 (s, 1H, -CONH-
laktamovy), 9.11 (s, 1H, -CONH-), 8.01 (t, 1H, pyrazin), 7.83 (d, 1H, pyrazin), 7.69 (d,
J=1.9 Hz, 1H, aromaticky), 7.49 (s, 1H, aromaticky), 7.13 (d, /= 1.9 Hz,1H,
aromaticky).
13C NMR: (126 MHz, DMSO-de) & 171.65, 164.27, 161.23, 154.47, 146.66, 142.42,
131.40, 127.89, 122.54, 114.41, 113.01, 106.85.
Elementarni analyza:
Vypocitana: C 52.37 %, H 3.30 %, N 15.27 %
Nameétena: C 51.92 %, H 3.29 %, N 15.62 %
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4.5.7 2-Hydroxy-4-(3-ox0-3,4-dihydrochinoxalin-2-karboxamido)benzoové kyselina
0

OH

Iz

N
Oznaceni: BBPS10
Vzhled: bézovy(Sedo-zlutd) pevny prasek

Sumarni vzorec: Ci6H11N30s

Molekulova hmotnost: 325,28 g/mol

Log P: 0,85

CLog P: 2,0815

R¢=0,20

Mobilni faze: EtOAc s 1 % (v/v) HCl

Teplota tani: 290—291 °C

Teoreticky vytézek: 670 mg

Prakticky vytézek: 601 mg (90 %)

IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3377 (fenolovy OH), 3317 (amidovy NH), 3097
(karboxylovy OH), 1704 (karboxylovy C=0), 1594, 1525, 1497 (aromaticky C-C),
1223 (karboxylovy C-0O), 960 (karboxylovy OH);

'"H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) § 13.72 (s, 1H, -OH), 12.98 (bs, 1H, -COOH), 11.41
(s, 1H, -CONH-), 11.29 (s, 1H, -CONH-), 7.92 — 7.87 (m, 1H, aromaticky), 7.79 (d, J =
8.6 Hz, 1H, aromaticky), 7.71 — 7.62 (m, 1H, aromaticky), 7.47 (d, J=2.1 Hz, 1H,
aromaticky), 7.43 — 7.35 (m, 2H, aromaticky), 7.14 (dd, J = 8.6, 2.1 Hz, 1H,
aromaticky)

13C NMR: (126 MHz, DMSO-de) 6 171.67, 162.32, 162.29, 153.88, 151.53, 144.65,
132.78, 132.38, 131.53, 129.55, 125.30, 124.45, 123.96, 114.82, 113.76, 106.72;
Elementarni analyza:

Vypocitana: C 59.08 %, H 3.41 %, N 12.92 %;

Nameétend: C 58.92 %, H 3.46 %, N 12.62 %
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4.5.8 2-Hydroxy-4-(3-methylpyrazin-2-karboxamido)benzoova kyselina
0

N

X

OH

Iz

Z

N CHj

Oznaceni: BBPS11

Vzhled: béZovy pevny prasek

Sumarni vzorec: C13H11N304

Molekulova hmotnost: 273,25 g/mol

Log P: 0,46

CLog P: 1,6795

R¢=0,17

Mobilni faze: EtOAc s 1 % (v/v) HCl

Teplota tani: 257—258 °C

Teoreticky vytézek: 566 mg

Prakticky vytézek: 524 mg (92 %)

IR spektrum (ATR-Ge, em™): 3396, 3297 (NH>), 3190 (NH, CONH), 2930 (CH>),
1670 (CO, CONH)

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 11.55 (bs, 1H, -COOH), 10.84 (s, 1H, -CONH-),
8.74 (d, J=2.4 Hz, 1H, pyrazin), 8.61 (d, /= 2.4 Hz, 1H, pyrazin), 7.76 (d, J = 8.7 Hz,
1H, aromaticky), 7.55 (d, J= 2.1 Hz, 1H, aromaticky), 7.36 (dd, /= 8.7, 2.1 Hz, 1H,
aromaticky), 2.76 (s, 3H, -CHs).;

13C NMR: (126 MHz, DMSO-de) & 171.69, 164.47, 162.12, 153.45, 146.08, 144.96,
140.93, 134.43, 131.12, 114.43, 113.20, 107.09, 22.61.;

Elementarni analyza:

Vypocitana: C 57.14 %, H 4.06 %, N 15.38 %

Nameétena: C 57.42 %, H 3.96 %, N 15.62 %
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4.5.9 2-Hydroxy-4-(6-methylpyrazin-2-karboxamido)benzoova kyselina
0

HaC N

X

OH

Iz

G
N

Oznaceni: BBPS12

Vzhled: bily pevny prasek

Sumarni vzorec: Ci3H11N304
Molekulova hmotnost: 273,25 g/mol
Log P: 0,46

CLog P: 2,0195

R¢=0,17

Mobilni faze: EtOAc s 1 % (v/v) HCl
Teplota tani: 258—260 °C
Teoreticky vytézek: 549 mg
Prakticky vytézek: 448 mg (82 %)

IR spektrum (ATR-Ge, cm™): 3333 (fenolovy OH), 3123 (amidovy NH), 2853
(karboxylovy OH), 1674 (karboxylovy C=0), 1623, 1598, 1525 (aromaticky C-C),

1230 (karboxylovy C-0O), 943 (karboxylovy OH);

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 13.63 (s, 1H, -OH), 11.48 (bs, 1H, -COOH), 10.68
(s, 1H, -CONH-), 9.07 (s, 1H, pyrazin), 8.81 (s, 1H, pyrazin), 7.77 (d, J= 8.7 Hz, 1H,
aromaticky), 7.62 (d, J = 2.1 Hz, 1H, aromaticky), 7.44 (dd, /= 8.7, 2.1 Hz, 1H,

aromaticky), 2.65 (s, 3H, -CHs).;

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) § 171.73, 162.62, 162.09, 152.80, 147.96, 144.56,

143.83, 141.15, 131.07, 114.60, 113.79, 107.53, 21.15,;
Elementarni analyza:

Vypocitana: C 57.14 %, H 4.06 %, N 15.38 %
Nameéfena: C 57.45 %, H 4.01 %, N 15.26 %
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4.5.10 4-(6-Chlorpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoova kyselina
o)

X

OH

Iz

G
N

Oznaceni: BBPS14
Cislo CAS: 1927630-75-8

Vzhled: Svétle hnédy pevny prasek

Sumarni vzorec: C12HgCIN3O4

Molekulova hmotnost: 293,66 g/mol

Log P: 0,66

CLog P: 2,24616

R¢=0,19

Mobilni faze: EtOAc s 1 % (v/v) HCl

Teplota tani: 241-243 °C

Teoreticky vytézek: 602 mg

Prakticky vytézek: 405 mg (67 %)

IR spektrum (ATR-Ge, cm™!): 3587 (fenolovy OH), 3302 (amidovy NH), 3054
(karboxylovy OH), 1650 (karboxylovy C=0), 1621, 1593, 1516 (aromaticky C-C),
1303 (karboxylovy C-0O), 922 (karboxylovy OH);

'"H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) § 13.70 (s, 1H, -OH), 11.35 (bs, 1H, -COOH), 10.82
(s, 1H, -CONH-), 9.22 (s, 1H, pyrazin), 9.06 (s, 1H, pyrazin), 7.77 (d, /= 8.7 Hz, 1H,
aromaticky), 7.60 (d, J = 2.1 Hz, 1H, aromaticky), 7.44 (dd, /= 8.7, 2.1 Hz, 1H,
aromaticky).;

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) § 171.70, 164.99, 161.43, 147.86, 147.07, 145.00,
144.48, 142.70, 131.04, 114.83, 113.98, 107.86.;

Elementarni analyza:

Vypocitana: C 49.08 %, H 2.75 %, N 14.31 %

Nameétena: C 48.98 %, H 2.86 %, N 14.08 %

Nameétend *: C 49.10 %, H 2.69 %, N 14.37 %

* Strukturné identicky produkt pozdéji znovu piipraven mou konzultantkou MSc. Ghadou Bouz za ucelem pokrocilych studii.
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4.6 Biologické testovani latek

4.6.1 Antimykobakteridlni aktivita

Nov¢ pripravené latky byly podrobeny in vitro testim na G¢innost proti péti riznym
kmentim mykobakterii. Testy antimykobakterialni aktivity byly provedeny na Ustavu
klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové (UKM, FNHK) MUDr.
Pavlou Paterovou. Testy antimykobakterialni u¢innosti proti Mycobacterium smegmatis
Mycobacterium aurum a Mycobacterium tuberculosis H37Ra byly provedeny v
laboratofich Katedry l€katrskych a biologickych véd (KBLV) Farmaceutické fakulty
(Univerzita Karlova) PharmDr. Ondfejem Jand'ourkem, Ph.D.

4.6.1.1 Antimykobakterialni  aktivita  proti Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium avium (UKM, FNHK)
Testované kmeny Mycobacterium tuberculosis H37Rv CNCTC My 331/88 (ATCC
27294), M. kansasii CNCTC My 235/80 (ATCC 12478) a M. avium ssp. avium CNCTC
My 80/72 (ATCC 15769) byly ziskany z Ceské narodni sbirky typovych kultur
(CNCTC), Statni zdravotni tstav, Praha, Ceska republika. Ke kultivaci bylo pouZito
médium Middlebrook 7H9 o deklarovaném pH = 6,6 (Sigma-Aldrich) obohacené 0,4 %
glycerolu (Sigma-Aldrich) a 10% roztokem rastového dopliku OADC (olejova
kyselina, albumin, dextr6za, katalaza; Himedia, Mumbai, Indie). Testované slouceniny
byly rozpustény, nasledné roziedény v DMSO a smiseny s zivnou pidou (25 pl roztoku
DMSO v 4,475 ml kultiva¢niho media). Poté byly umistény (100 pl) do mikrotitracnich
jamek. Mykobakteridlni inokula byla suspendovana v rastovém médiu a jeho hustota
byla upravena na 0,5-1,0 podle McFarlandovy stupnice. Tyto suspenze byly ziedény
10:1 a néasledné¢ se pouzily k inokulaci testovacich jamek, ptfidanim 100 pl
mykobakteridlni suspenze do kazdé jamky. Vysledna koncentrace testovanych
sloucenin v jamkéach byla 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13 a 1,56 pg/ml. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit isoniazid (INH), ktery zpisobil inhibici ristu. Negativni kontrola
(viditelny rtst) se sklddala z kultivaéniho media, mykobakteridlni suspenze a DMSO.
Po péti dnech inkubace bylo pfidano celkem 30 pl Alamar Blue (1:1 smé&s 0,01% sodné
soli resazurinu (vodny roztok) a 10% roztoku Tweenu80). Po 24 hodinach byly
stanoveny vysledky inkubace. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC v pg/ml) byla
stanovena jako nejniz$i koncentrace testované slouCeniny, kterd zabrani zméné barvy

z modré na rizovou. VSechny experimenty byly provedeny v duplikatech.
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4.6.1.2 Antimykobakterialni aktivita proti Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium
aurum a Mycobacterium tuberculosis H37Ra (KBLV)
Dalsi antimykobakteridlni testy byly provedeny na rychle rostoucich kmenech
Mycobacterium smegmatis DSM 43465 (ATCC 607) a Mycobacterium aurum DSM
43999 (ATCC 23366) znémecké sbirky mikroorganismii a bunécnych kultur
(Braunschweig, Némecko) a na avirulentnim kmenem Mycobacterium tuberculosis
H37Ra ITM-M006710 (ATCC 9431) zbelgické Co-ordinated Collections of
Microorganisms. Pro ur€eni aktivity se pouZila mikrodiluéni bujonova metoda
s pouzitim 96 jamkové mikrotitracni destiCky. Jako kultivatni medium byl pouzit
Middlebrook 7H9 bujon (Sigma-Aldrich) obohaceny 0,4 % glycerolu (Sigma-Aldrich) a
10% roztokem rtstového doplinku Middlebrook OADC (Himedia, Mumbai, Indie).
Jednotlivé mykobakterialni kmeny byly kultivovany na agaru Middlebrook 7H10 a
mykobakterialni suspenze byla pfipravena v médiu Middlebrook 7H9. Hustota suspenze
byla upravena na 0,5-1,0 podle McFarlandovy stupnice a ziedéna v poméru 1:20 se
zivnou pudou (bujon). Testované slouceniny jsme rozpustili v DMSO (Sigma-Aldrich),
poté¢ jsme pridali zivnhou pudu Middlebrook, abychom ziskali zakladni koncentraci
2000 pg/ml. Jako standardy pro urceni aktivity testovanych sloucenin jsme pouzili
isoniazid (INH), rifampicin (RIF) a ciprofloxacin (CPX) (Sigma-Aldrich). Finélni
koncentrace byly ziskany binarnim fedénim a pfidavkem mykobakteridlni suspenze.
Finélni koncentrace testovanych sloucenin byly 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625;
7,81 a 3,91ug/ml. Finalni koncentrace rifampicinu byly 12,5; 6,25, 3,125; 1,56; 0,78;
0,39; 0,195 a 0,098ug/ml. Finalni koncentrace ciprofloxacinu byly 1; 0,5; 0,25; 0,125;
0,0625; 0,0313; 0,0156; 0,0078 pg/ml. Celkové koncentrace DMSO nepiekrocila 2,5 %
(v/v), a neovlivnila rast testovanych kmend. Do testu byly zahrnuty pozitivni (bujon,
DMSO, bakterie) 1 negativni (bujon, DMSO) kontrola. Desticky byly uzavieny pomoci
adhezivni polyesterové folie a nechaly se inkubovat ve tmé piti teplote¢ 37 °C. Po 48
hodinach inkubace (M. smegmatis) nebo 72 hodinach inkubace (M. aurum) nebo 120
hodinach inkubace (M. tuberculosis H37Ra) provedeme barveni. Barveni provadime
pomoci 0,01% roztoku sodné soli resazurinu. Ten byl pfipraven rozpusténim sodné soli
resazurinu (Sigma-Aldrich) v deionizované vodé za vzniku 0,02% roztoku. Potom byl
ptipraven 10% vodny roztok Tweenu 80 (Sigma-Aldrich). Oba roztoky byly smichany
dohromady v poméru 1:1 a prefiltrovany pfes membranovy bakteridlni filtr. Po pfidani

indikéatoru se mikrotitracni desticky nechaly inkubovat dalsi 2,5 hodiny pro zjisténi
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aktivity proti M. smegmatis, 4 hodiny pro zjisténi aktivity proti M. aurum a 24 hodin
pro zjisténi aktivity proti M. tuberculosis H37Ra.

Antimykobakteridlni aktivita byla vyjadfena pomoci MIC a hodnota byla odectena na
zaklad¢ zabarveni, pti¢emz modra barva znacila Zadny rist mykobakterie. To znamena,
ze testovana slouCenina v dané koncentraci vykazala wurCitou aktivitu proti
mykobakterii. Rlizova barva znacila riist mykobakterie, takze testovana sloucenina
vdané koncentraci nevykazala Zzadnou aktivitu proti mykobakterii. VSechny

experimenty byly provedeny v duplikatech.

4.6.2 Antibakterialni aktivita

Nové ptripravené latky byly podrobeny in vitro testim na ucinnost proti vybranym
bakterialnim kmentm. Tyto testy probihaly na Katedie biologickych a lékatrskych véd
(KBLV) Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové pod vedenim RNDr. Klary Konec¢né,
Ph.D. a Idy Dufkové.

Antibakterialni aktivita testovanych latek byla zjistovana pomoci mikrodiluéni
bujonové metody. Latky byly testovany na kmenech bakterii z Ceské sbirky
mikroorganismiit (CCM, Brno, Czech Republic) - Staphylococcus aureus CCM 4223
(ATCC 29213), Staphylococcus aureus methicilin resistentni CCM 4750 (ATCC
43300), Enterococcus faecalis CCM 4224 (ATCC 29212), Escherichia coli CCM 3954
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 (ATCC 27853). Dale byly
testovany na klinickych izolatech z Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice
Hradec Krélové, Ceska republika — Staphylococcus epidermidis 112-2016, Klebsiella
pneumoniae 64-2016, Serratia marcescens 62-2016. VSechny kmeny bakterii byly
kultivovany na agaru Mueller-Hinton (MHA) (Difco/Becton Dickinson, Detroit, MI,
USA) pii teploté 35 °C a udrzovéany na stejném mediu pfi teploté 4°C. Testované latky
byly rozpustény v DMSO, antibakteridlni aktivita byla urcena v kationem upraveném
kapalném bujonu Mueller-Hinton (Difco/Becton Dickinson) puffrovaném na pH 7,0.
Pozitivni kontrola se sklddala pouze z testu mikroba, zatimco negativni kontrola se
skladala z kultiva¢éniho media a DMSO. Celkova koncentrace DMSO v testovaném
mediu nepiekrocila 1 % (v/v) z celkového slozeni roztoku. MIC byla urcena po 24 a 48
hodinach statické inkubace pfi 35 °C vizudlné za pomoci barviva Alamar Blue. Jako
standardy byly pouZity gentamicin a ciprofloxacin. Antibakteridlni aktivita gentamicinu

byla [MIC proti Staphylococcus aureus 1 pg/ml (48 h); Staphylococcus aureus
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methicillin resistentni 16-32 pg/ml (48 h); Enterococcus faecalis 8 pg/ml (48 h);
Escherichia coli 1-2 ng/ml (48 h); Pseudomonas aeruginosa 0.5 pg/ml (48 h);
Staphylococcus epidermidis >8 ng/ml (48 h); Klebsiella pneumonia >8 pg/ml (48 h);
Serratia marcescens 2 ng/ml (48 h)]. Antibakterialni aktivita ciprofloxacinu byla [MIC
proti  Staphylococcus aureus 0,128-0,256 pg/ml (48 h); Staphylococcus aureus
methicillin resistant 0,128 pg/ml (48 h); Enterococcus faecalis 0,512 pg/ml (48 h);
Escherichia coli 0,008 ng/ml (48 h); Pseudomonas aeruginosa 0,128 pg/ml (48 h);
Staphylococcus epidermidis >1,024 pg/ml (48 h); Klebsiella pneumonia >1,024 pg/ml
(48 h); Serratia marcescens 0,256 pg/ml (48 h)]. VSechny experimenty byl y provedeny
v duplikatech. Aby byl vysledek validni, nesmi byt rozdil MIC jedné slou¢eniny urceny

ze dvou paralelnich méteni vétsi nez jeden krok v fedici Skale.

4.6.3 Antifungalni aktivita

In vitro testy antifungélni aktivity nové pfipravenych latek probihaly na Katedie
biologickych a lékarskych véd (KBLV) Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové pod
vedenim RNDr. Klary Kone¢né, Ph.D. a Idy Dufkové.

Antifungalni aktivita testovanych latek byla ur€ovdna pomoci mikrodilu¢ni bujonové
metody. Latky byly testovany na kmenech hub z Ceské sbirky mikroorganismt (CCM)
- Candida albicans CCM 8320 (ATCC 24433), C. krusei CCM 8271 (ATCC 6258), C.
parapsilosis CCM 8260 (ATCC 22019), C. tropicalis CCM 8264 (ATCC 750),
Aspergillus flavus CCM 8363, Lichtheimia corymbifera CCM 8077 a Trichophyton
interdigitale CCM 8377 (ATCC 9533); nebo z Americké sbirky kultur (American Type
Collection Cultures) (ATCC, Mannasas, VA, USA) - Aspergillus fumigatus ATCC
204305. Nové pripravené slouceniny byly rozpuStény v DMSO a ziedény s médiem
RPMI 1640, sglutaminem a 2% glukdézy. Smés byla pufrovana na pH 7,0
pomoci MOPS (3-morfolinopropan-1-sulfonova kyselina). Celkovéa koncentrace DMSO
v testovaném mediu nepiekrocila 1% (v/v) zcelkového slozeni roztoku. Staticka
inkubace byla provadéna ve tm¢&, v humidni atmosféte, pfi 35 °C po dobu 24 a 48 hodin
(72 a 120 hodin pro Trichophyton interdigitale). Pozitivni kontrola se skladala pouze
z testu mikroba, zatimco negativni kontrola se skladala z kultiva¢niho media a DMSO.
MIC se kontrolovalo vizualné s pouZitim indikatoru Alamar Blue. Jako standardy byly
pouzity amfotericin B [MIC proti Candida albicans 0,5 ng/ml (48 h); C. krusei 1 pg/ml
(48 h); C. parapsilosis 0,5 pg/ml (48 h); C. tropicalis 1 pg/ml (48 h); Aspergillus flavus
8 ng/ml (48 h); Lichtheimia corymbifera 0,5 pg/ml (48 h); Trichophyton interdigitale 2
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pg/ml (72 h); Aspergillus fumigatus 1 pg/ml (48 h)] a vorikonazol [MIC proti Candida
albicans >16 pg/ml (48 h); C. krusei 0,5 ng/ml (48 h); C. parapsilosis 8 pg/ml (48 h);
C. tropicalis >16 ng/ml (48 h); Aspergillus flavus >16 pg/ml (48 h); Lichtheimia
corymbifera >16 ng/ml (48 h); Trichophyton interdigitale >16 ng/ml (72 h);
Aspergillus fumigatus 1 pg/ml (48 h)]. VSechny experimenty byly provedeny v
duplikatech. Aby byl vysledek validni, nesmi byt rozdil MIC jedné slouceniny uréeny

ze dvou paralelnich méteni vétsi nez jeden krok v fedici Skale.

4.6.4 In vitro cytotoxicita

Bunécna linie lidskych jaternich rakovinnych bunék HepG2, potizend z Health
Protection Agency Culture Collections (ECACC, Salisbury, UK), byla kultivovéana
v médiu Minimum Essential Eagle Medium MEM (Sigma-Aldrich) doplnéném 10 %
fetalnim hovézim sérem (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria), 2 mM roztoku
L-glutaminu (Sigma-Aldrich) a 1% roztokem neesencidlnich aminokyselin (Sigma-
Aldrich), v humidni atmosféte obsahujici 5 % CO. pii 37 °C. HepG2 buiky byly
nao¢kovany o hustoté 1x10* bun&k na jamku na 96 jamkovou mikrotitra¢ni desticku.
Nasledujici den (24 hodin po naockovani) byly k HepG2 buinikdm piidany testované
latky, které jsme rozpustili v DMSO (maximalni vyslednd koncentrace DMSO byla
1 %). Testované latky byly nafedény podle své rozpustnosti v DMSO na koncentrace
1—1000 uM. Po dobu 24 hodin byly experimentalni skupiny HepG2 bun¢k podrobeny
pusobeni testovanych latek v humidni atmosféfe obsahujici 5 % CO: pii 37 °C,
v triplikatech. Zaroveni byla ptipravena kontrola pro stanoveni 100% Zivotaschopnosti
bun¢k, kontrola pro stanoveni 0% zivotaschopnosti bunék (builkky byly podrobeny
ptsobeni 10% roztoku DMSO). Kontroly byly inkubovany simultdnné v triplikatech.
Na zdklad¢ doporuceni vyrobce bylo po 24hodinové expozici pfidano cinidlo ze
soupravy CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega,
Madison, WI, USA). Po 2 hodinéch inkubace v humidni atmosféie s 5 % CO; pii 37 °C
byla zaznamendana absorbance pfti vinové délce 490 nm. Inhibic¢ni kiivky byly sestaveny
pro kazdou slouceninu. Standartni toxikologicky parametr ICso byl vypocitany
nelinearni regresni analyzou inhibi¢nich kifivek pomoci programu GraphPad Prism

software (version 7, GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).
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5 Vysledky a diskuse

Nové¢ pripravené latky byly syntetizovany reakci pfislusného  derivatu
pyrazin-2-karboxylové  kyseliny (nebo  obdobné  heterocyklické  kyseliny)
s p-aminosalicylovou kyselinou za pomoci c¢inidla CDI. Celd reakce probihala v

prostiedi DMSO pti 25°C.

Praktické vytézky nové pripravenych latek se pohybovaly v rozmezi od 18 % do 92 %

teoretického vytézku.

U v8ech nové piipravenych sloucenin byly stanoveny 'H, '*C NMR spektra, IR spektra
a elementarni analyza za ucelem prokdzani vyZadované identity sloucenin. Dale byla u
vSech slouenin, pomoci bodotavku, urCena teplota tani (tt). Nové pfipravené

slouceniny jsou zpravidla bilé nebo zluté prasky pevného skupenstvi.

Teoretické parametry lipofility Log P a CLog P byly zjiStény pomoci programu
ChemDraw Professional, verze 18.1.2.18. Hodnoty Log P piipravenych sloucenin se
pohybovaly od -0,91 do 1,6. Hodnoty CLog P piipravenych sloucenin se pohybovaly
od -0,240092 do 3,1145.

Vsechny nové piipravené slouCeniny byly podrobeny testim na zjisténi
antimykobakteridlni aktivity proti vybranym kmenim mykobakterii. Vysledky testi

jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3: Vysledky antimykobakterialniho testovani

KOD

BBPSI1
BBPS11
BBPS12
BBPS7
BBPS9
BBPS14
BBPS8
BBPS6
BBPS10

BBPS3

PZA*

INH

RIF
CPX

PASA

Het

IN\'zl;
o7

Testované slouceniny

O
Het)J\
R Mth
H37Rv
H 25
3-CHs 6.25
6- CHs 6.25
3-CONH; @ 12.5
3-0xo0 50
6-Cl 3.13
3,5-diCl | 6.25
H 6.25
3-0x0 12.5
- >100
>100
0.2
n.t.
n.t.
12.5

N
H

Mtb
H37Ra

62.5

3.91

3.91

62.5

125

1.98

3.91

3.91

15.625

250

>500

0.25

0.0078

0.25

<3091

OH
OH
MIC [pug.ml!]
M. M.
kans. avium
12.5 >100
12.5 >100
6.25 >100
12.5 100
100 >100
3.13 100
6.25 100
12.5 >50
25 >100
12.5 >100
>100 >100
25 12.5
0.025 0.025
0.25 0.125
125 62.5

M.
aurum

>250

125

250

31.25

250

62.5

250

250

125

>500

>500

3.91

1.56

0.008

>500

M.
smeg.

>250

>250

>500

250

>500

250

>500

>500

>250

>500

>500

15.625

25

0.125

>500

*Hodnoty MIC testované pii pH = 5.6 (kyselé) jsou 6.25-12.5 ng/mL.% Hodnoty uvedené v tabulce byly
stanoveny pfi pH = 6.6 (neutralni). ** Méfeni pfi vyssi koncentraci nebylo mozné z divodu precipitace
testované slouceniny v kultivaénim médiu. n.t. — netestovano (not tested).

Na vysledcich uvedenych v tabulce vidime, Ze vétSina syntetizovanych sloucenin

prokézala dobrou antimykobakteridlni aktivitu proti M.
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ICso
[umol.l"]

HepG2

>500%**
>1000
>1000
>1000
>500%**
>1000
>1000
>1000

>1000

>1000

>104 [65]

79x10°
[*]

n.t.

n.t.

n.t.



M. tuberculosis H37Ra. Muzeme si také povSimnout, ze jednotlivé slouceniny
vykazovaly srovnatelnou aktivitu proti obéma kmenim. To znamend, Ze pokud byly
aktivni proti M. tuberculosis H37Rv, tak byly aktivni i proti M. tuberculosis H37Ra.
Déle si muizeme vSimnout, ze derivaty substituované lipofilnimi substituenty
(-Cl, -CH3) v oblasti pyrazinového jadra mely vys$si aktivitu oproti derivatim
substituovanym hydrofilnimi substituenty (-CONHz, -oxo0). Tento trend je patrny na
grafu (Obrazek 10).

5,5
BBPS14
5 °
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BBPS11 e
= ¢ BBPS6
:d Appss 45 BBPS12 BBPS10
£ °
=
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= e 4
oo
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°
3,5
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Obrazek 10: Graf zavislosti antimykobakterialni aktivity (M. tuberculosis H37Rv) na vypocitané lipofilité Log P
hybridnich sloucenin. Modry bod znazornuje slouceniny s pyrazinovym heterocyklem, zeleny bod slouceniny
s chinoxalinovym heterocyklem. Pozn. Sloucenina BBPS3 nebyla zarazena do nasledujiciho grafu, protoze nemd
aktivitu proti zminenému kmeni.

Tento jev mize byt vysvétlen tim, Ze lipofilné€;si sloucenina snaze projde pies velice
lipofilni bunécnou sténu mykobakterii tvofenou pievazné mykolovymi kyselinami,
nebo tim, ze pfi vazbé na cilovy receptor naseda pyrazinové jadro do urcité lipofilni
kavity. Zajimavym  zjiSténim je ovSem fakt, Ze sloucenina BBPSS8
(MICumpH37Ry = 6.25 pg.ml™'; MICumnizra = 3.91 pgml?') substituovand dvéma

lipofilnimi substituenty (3,5-diCl) v polohach 3 a 5 pyrazinového jadra ma niz$i aktivitu
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nez sloudenina BBPS14 (MICupus7ry = 3.13 pg.ml”; MICumpu37ra= 1.98 pg.ml™)
substituovana pouze jednim lipofilnim (6-Cl) substituentem v poloze 6 pyrazinového
jadra. Tento jev by mohl byt vysvétlen tim, Ze pti vazbé naSich sloucenin na cilovy
receptor mize v poloze 3 pyrazinového jadra dochazet ke sterickému branéni. Mizeme
také namitat, ze rozdil aktivit je o pouhy jeden stupen na fedici Skale, a tak se mize
jednat o chybu méfeni. Nicméné je potieba si vSimnout konzistence vysledki a ze
stejny trend je patrny i u zbylych kmend vici kterym slouceniny vykazaly aktivitu.
Pokud porovndme slouc¢eniny BBPS1 s BBPS6 a slouceniny BBPS9 s BBPS10 zjistime
7e kondenzace benzenového kruhu k pyrazinovému jadru (chinoxalin) mé pozitivni vliv
na antimykobakteridlni aktivitu. Slouceniny aktivni proti M. tuberculosis H37Rv a
M. tuberculosis H37Ra prokézaly 1 aktivitu proti M. kansasii. Srovname-li aktivitu
slou¢eniny BBPS3 s ostatnimi slou¢eninami ze série, mizeme u BBPS3 pozorovat
ztratu mykobakteridlni aktivity s vyjimkou aktivity proti M. kansasii. Lze tak
pfedpokladat, ze fragment pyrazinového jadra bude nezbytnym pro zachovani aktivity
slouc¢enin. Slouceniny s ozna¢enim BBPS7, BBPS10, BBPS11 a BBPS14 vykazovaly
slabou aktivitu proti M. aurum. Zadna ze syntetizovanych sloudenina neprokazala

aktivitu proti M. smegmatis nebo M. avium.

Nové pripravené slouceniny byly déle podrobeny testim na antibakteridlni aktivitu,
antifungalni aktivitu, a nakonec testiim na zji§téni jejich in vitro cytotoxicity. Zadna
znové¢ pripravenych sloucenin nevykazovala ve stanovenych koncentracich aktivitu
vici bakteriim, plisnim a houbam. Maximalni koncentrace testovanych sloucenin
v jamkach mikrotitraéni desti¢ky ¢inila 500 pg/ml. Zadna ztestovanych latek
nevykazovala ve stanovenych koncentracich cytotoxicitu (Tabulka 3). Maximalni
koncentrace testovanych sloucenin v jamkach mikrotitracni desticky byly 500 uM u
sloucenin s oznac¢enim BBPS1, BBPS9 (testovani pii vysSSich koncentracich nebylo
mozné zduvodu jejich nizké rozpustnosti). Maximalni koncentrace zbylych
testovanych sloucenin byly 1000 uM. Vysledky biologického hodnoceni nam ukazuji,

Ze nov¢ pfipravené slouceniny vykazuji selektivitu piisobeni proti mykobakteriim.

Jako nejvyhodngjsi se ukazala substituce pyrazinového jadra v poloze 6 chlorem.
Slouc¢enina nesouci oznaceni BBPS14, tedy 4-(6-chlorpyrazin-2-karboxamido)-2-
hydroxybenzoova kyselina, vykazovala nejvy$S§i antimykobakteridlni aktivitu se
Sirokym spektrem plisobeni. Hodnoty MIC této slouceniny byly proti M. tuberculosis
H37Rv 3,13 pg.ml!, M. tuberculosis H37Ra 1,98 pg.ml!, M. kansasii 3,13 pg.ml™.
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6 Zavér

Celkem bylo pfipraveno deset hybridnich sloucenin, kombinujicich ve své struktuie
fragmenty dvou pouzivanych antituberkulotik, a to pyrazinamidu a p-aminosalicylové
kyseliny. Z téchto deseti hybridnich sloucenin mély pouze slouceniny s oznacenim
BBPS1 a BBPS14 uvedené ¢islo CAS. S vyjimkou slouc¢eniny BBPS1 nebyla zadna
z pripravenych slouc¢enin doposud zminéna v literatuie (SciFinder 11. prosince 2019).
Ptipravené slouceniny jsme podrobili testim na zjisténi jejich antimykobakterialni
aktivity proti M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis H37Ra a ¢tyfem dalSim kmendm.
Spolu s témito testy byly pripravené slouceniny podrobeny testim na zjisténi
antibakterialni, antifungélni aktivity a in vitro cytotoxicity proti bunécné linii HepG2
rakovinnych bunék. Na zakladé ziskanych biologickych vysledkil ptedpokladame, ze
lipofilni substituce v oblasti pyrazinového jadra je zaddouci obménou pro zvySeni
antimykobakteridlni aktivity. Slouceniny s kondenzovanym benzenovym kruhem
k pyrazinovému jadru (chinoxalin) vykazovaly vyss§i antimykobakterialni aktivitu. Jako
nejvyhodnéj$i se ukdazala substituce pyrazinového jadra v poloze Sest chlorem.
Nejaktivnéjs$i hybridni sloucenina nesla oznaceni BBPS14 (R = 6-Cl). Tato slou¢enina
vykazovala Siroké spektrum aktivity proti mykobakteriim. Hodnoty MIC této
slouceniny byly proti M. tuberculosis H37Rv 3,13 pgml! (10,7 pmoll?),
M. tuberculosis H37Ra 1,98 pgml! (6,7 pmoll'), M. kansasii 3,13 pg.ml!
(10,7 umol.I""). Zadna ze syntetizovanych hybridnich slou¢enin nevykazovala

antibakterialni, antifungalni nebo cytotoxickou aktivitu.

Na zikladé vyzkumu mych piedchiidci® mizeme predpokladat, Ze dalsiho zvyseni
antimykobakteridlni aktivity by bylo mozné dosdhnout obménou téchto hybridnich
sloucenin v oblasti PASA. Presnéji maskovanim hydrofilni povahy fragmentu PASA
vytvofenim cyklického laktonu mezi karboxylovou a hydroxylovou funkci. U takto
vzniklych sloucenin mizeme piedpokladat lepsi prostupnost pies lipofilni membrany a

mohou tak byt pfedmétem pro dalsi vyzkum.
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Nazev diplomové prace: Derivaty kombinujici fragment pyrazinamidu a

4-aminosalicylové kyseliny jako antimykobakteridlni slouceniny

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) je tuberkuldza (TB) celosvétove hlavni
pfi¢inou umrti na infekéni onemocnéni zplsobené jednim infek¢énim agens a pocet
piipadi s lékove rezistentni TB se neustale zvySuje. Tyto faktory vytvareji urgentni
potfebu vyvoje novych, ucinngjSich antituberkulotik. Z téchto divodi v této praci
prezentujeme design, syntézu a antimikrobidlni zhodnoceni série hybridnich sloucenin,
kombinujicich rtizné derivaty pyrazinamidu a p-aminosalicylové kyseliny, jako
potencionalnich antituberkulotickych 1é¢iv. Slouceniny byly pfipraveny reakci riznych
derivatii pyrazin-2-karboxylové kyseliny, po jeji aktivaci 1,1 -karbonyldiimidazolem
s p-aminosalicylovou kyselinou v prostiedi dimethylsulfoxidu jako rozpoustédla.
Ziskané slouCeniny byly testovany in vitro pro zjisténi jejich antimykobakteridlni
aktivity proti M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis H37Ra a cCtyfem dalSim
mykobakterialnim kmentim. Pfipravené sloucCeniny byly dale in vitro testovany pro
zjiSténi antibakteridlni, antifungélni a cytotoxické (HepG2) aktivity. VétSina sloucenin
prokazala antimykobakteridlni aktivitu v rozsahu minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) od 3,13—12,5 pg/ml proti M. tuberculosis H37Rv. Nejaktivngjsi slouCenina byla
4-(6-chlorpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoovd  kyselina s MIC proti
M. tuberculosis H37Rv = 3,13 pg/mL (10,7 pumol.I'"). Zadna z pfipravenych slou¢enin

nevykazovala antibakterialni, antifungalni nebo cytotoxickou aktivitu.
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Title of diploma thesis: Derivatives combining the fragment of pyrazinamide and

4-aminosalicylic acid as antimycobacterial compounds

According to WHO, tuberculosis (TB) is the leading cause of death from a single
infectious organism worldwide and the number of cases with drug resistant TB is still
increasing, creating the need for new antituberculotics. Therefore, we report design,
synthesis and antimicrobial evaluation of a series of hybrid compounds combining
different pyrazinamide derivates and p-aminosalicylic acid as potential antituberculotic
agents. The compounds were prepared by mixing different pyrazinecarboxylic acids,
after activation by 1,1'-carbonyldiimidazole, with p-aminosalicylic acid in
dimethylsulfoxide as a solvent. Obtained compounds were in vitro tested for their
antimycobacterial activity against M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis H37Ra and
four other mycobacterial strains. Prepared compounds were also in vitro screened for
antibacterial, antifungal, and cytotoxic (HepG2) activity. Most compounds showed
antimycobacterial activity in range of minimum inhibitory concentration (MIC) from
3.13-12.5 pg/ml against M. tuberculosis H37Rv. The most active compound was
4-(6-chloropyrazine-2-carboxamido)-2-hydroxybenzoic acid with MIC against
M. tuberculosis H37Rv = 3.13 pg/ml (10,7 umol.I'"). None of the prepared compounds

exerted antibacterial, antifungal or cytotoxic activity.
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