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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a l¢katskych véd

Studijni obor: Odborny pracovnik v laboratornich metodach

Autor: Be. Tereza Pchalkova
Vedouci prace: PharmDr. Ondtej Jand’ourek, Ph.D.
Nazev diplomové prace: In vitro screening potencialnich antimykobakteridlné u¢innych

slou¢enin na rychle rostoucich kmenech rodu Mycobacterium 11

Klic¢ova slova: Mykobakterie, Tuberkul6za, Antituberkulotika, Mikrodilu¢ni bujénova

metoda, Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Cil: Cilem této prace bylo otestovat in vitro antimykobakterialni aktivitu potencialné
ucinnych sloucenin na rychle rostoucich kmenech rodu Mycobacterium (Mycobacterium
smegmatis a Mycobacterium aurum). Déle u testovanych slou€enin v pfipad¢ aktivity

predikovat vztahy mezi strukturou a aktivitou.

Metody: Pro testovani byla zvolena mikrodilu¢ni bujonova metoda, pomoci které byla
stanovena hodnota minimdalni inhibi¢ni koncentrace u kazdé testované slouceniny.
Vyhodnoceni probihalo vizualné¢ a spektrofotometricky s vyuzitim indikatoru Alamar

blue.

Vysledky: Testované latky byly rozdéleny dle podobnosti chemické struktury do
10 skupin. Z chemického hlediska se jednalo o derivaty pyrazinu a derivaty pyridinu.
Celkové bylo otestovano 79 sloucenin, znichz 22 vykazovalo vyznamnou
antimykobakterialni aktivitu. Nejucinngjsi latky byly 5-alkylamino-N-(4-chlor-2-
hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy. Nejméné ucinnou skupinou byly
aminokyselinami  N-substituované pyrazin-2-karboxamidy. NejvyhodnéjSimi
substituenty, které zvySuji antimykobakteridlni aktivitu sloucenin, se zdaji byt chlor,

trifluormethylové skupina a ptipadné hydroxy skupina.

Zavér: Vztahy mezi strukturou a aktivitou testovanych sloucenin byly diskutovany.
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Background: The aim of this diploma thesis has been screening of in vitro
antimycobacterial activity of novel compounds against fast growing strains of the genus
Mycobacterium (Mycobacterium smegmatis and Mycobacterium aurum). Another aim

has been predicting the structure-activity relationships for tested compounds.

Methods: The technique used for activity determination was microdilution broth method.
The value of minimum inhibition concentration for each compound was determined.
The evaluation was performed visually and spectrophotometrically using the Alamar blue

indicator.

Results: A total of 79 compounds were tested. 22 tested compounds showed significant
activity against mycobacteria. The substances were sorted according to the similarity in
chemical structure into 10 groups. From a chemical point of view, these were pyrazine
and pyridine derivatives. The most antimycobacterial active substances were from the
group of 5-alkylamino-N-(4-chloro-2-hydroxyphenyl)pyrazine-2-carboxamides.
The least active substances were from the group of N-substituted pyrazine-2-carboxamide
substituted with amino acids. Substituents that were likely to increase antimycobacterial

activity of compounds were chlorine, trifluoromethyl and hydroxy group.

Conclusions: The relationships between the structure and activity of the tested

compounds were discussed.



1. UVOD

Tuberkul6za (TBC) je infekéni onemocnéni zpiisobené mykobakteriemi ze skupiny
Mycobacterium tuberculosis komplex. Celosvétové rocné onemocni TBC okolo
10 milioni lidi a ptes 1 milion jich zemfe.

Organizace WHO a OSN se zavazaly ukoncit epidemii tuberkuldzy vytvofenim

strategie svéta bez tuberkulozy. Cilem strategie je snizit pocet umrti na TBC o 90 %

a incidenci TBC o 85 % do roku 2030, v porovnani s rokem 2015.

Nejvétsim problémem 1é¢by TBC je narustajici vznik rezistence na soucasné
uzivana antituberkulotika. Se vznikem rezistence jsou spojeny predevsim genové mutace
M. tuberculosis. Kazdy rok se celosvétové objevi neyméné 500 tisic novych piipadi
multirezistentni TBC. Je to forma TBC rezistentni nejméné ke dvéma nejicinnéjSim
antituberkulotikim — isoniazidu a rifampicinu. Déle se objevuji pacienti s extenzivné
rezistentni TBC. Jde o zdvaZzny typ rezistence, kdy mykobakterie nejsou citlivé na
nejucinngjs$i antituberkulotika z 1. linie, a navic nejsou citlivé ani na jedno ze tfi
intravenozn¢ aplikovanych antituberkulotik 2. linie a jedno z fluorochinolonovych
kdy mykobakterie prokéazaly rezistenci in vitro na vSechna antituberkulotika 1. 1 2. linie.
Tento typ rezistence diky uvedeni bedachilinu a delamanidu do praxe prozatim ztratil

vyznam.

Lécba rezistentnich forem TBC je zdlouhava, financné nakladna a neni dostupna ve
vSech oblastech svéta. Proto dochazi k usilovnému vyvoji novych Iéciv proti TBC.

V soucasné dobé€ je 23 novych antituberkulotik v riiznych fazich klinickych studii.

Prvnim krokem k objevu nového antituberkulotika je screening
antimykobakteridlniho pisobeni u neznamych slou€enin na celych bakteriich. Tento

zakladni screening se provadi in vitro za ptedem definovanych podminek.

Diplomova préce se zabyva testovanim antimykobakterialni aktivity potencialnich
antituberkulotik  na  rychle rostoucich  kmenech  rodu  Mycobacterium
(M. smegmatis, M. aurum). Potencialné aktivni slouCeniny jsou testovany pomoci
mikrodiluéni bujénové metody v mikrotitraénich destickach na zéklad¢ standardi CLSI

a EUCAST.



2. ZADANI - CiL PRACE

1. ReserSe odborné literatury na dané téma s vyuzitim relevantnich zdroji.

2. Testovani antimykobakterialni aktivity potencialnich antituberkulotik na rychle
rostoucich kmenech rodu Mycobacterium (M. smegmatis, M. aurum) pomoci

mikrodilu¢ni bujonové metody na zaklad¢ standardtt CLSI a EUCAST.

3. Vyhodnoceni vlastnich vysledk. Shrnuti a pokus o predikci vztahti mezi

strukturou a aktivitou.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Mykobakterie

Rod Mycobacterium se tadi do celedi Mycobacteriaceae. Mykobakterie jsou
acidorezistentni bakterie, které se od klasickych bakterii li§i svymi netradi¢nimi
vlastnostmi. VétSina znich velmi pomalu roste na kultiva¢nich piidach, nebarvi
se béznym barvenim dle Grama. Dale byvaji citlivé na odliSny typ antimikrobialnich

latek, jsou Casto patogenni (pivodci lepry a tuberkuldzy).

Vznik nazvu Mycobacterium (houbovita bakterie) pochazi z roku 1886 a je odvozen
dle charakteru jejich rstu na povrchu tekuté pidy v povlaku podobného plisnim.
Ve skute€nosti vSak mykobakterie nemaji s plisnémi nic spole€ného, podobnost jevi
srodem Corynebacterium. Mykobakterie a korynebakterie patii fylogeneticky

do stejného podiadu Corynebacterineae. (Votava, 2003; Greenwood et al., 1999)

Mykobakterie jsou aerobni (i kdyz nckteré druhy jsou schopny rist v prostredi
se snizenym obsahem O7), nepohyblivé, nesporulujici, Stihlé tyCky o rozmérech cca
3x3 um, bez pouzdra. V jejich bunécné sténé se nachdzeji voskové lipidy, pievazné
s dlouhymi vétvenymi fetézci mykolovych kyselin. (Votava, 2003; Greenwood et al.,

1999; Solovic¢ a Vasakova, 2019)

Stavba jejich bunécné stény je pomeérné slozitd a podoba se grampozitivnim
bakteriim. Obsahuje vyznamnou vrstvu peptidoglykanu a na n¢j navazany polysacharid
arabinogalaktan a mykolové kyseliny. Hydrofobni vrstva obsahuje lipidy, polypeptidy.
Extrakt polypeptidu tzv. PPD (purified protein derivatives) slouzi ke zjistovani pozdni

precitlivélosti na antigeny mykobakterii. (Votava, 2003; Greenwood ef al., 1999)

Mykobakterie se diky své acidorezistenci barvi dle Ziehl-Neelsena, za pouziti
barviva karbolfuchsin, kyselého alkoholu a methylenové modfi ¢i malachitové zelen¢.
Pod mikroskopem pozorujeme Cervené tyCinky na modrém ¢i zeleném pozadi. (Solovic¢

a Vasakova, 2019)

Kultivace mykobakterii je pomérné slozitd. Maji velmi dlouhou generac¢ni dobu,
ato n€kolik hodin az jeden den. Proto je vétSina z nich pomalu rostouci. Kolonie
se objevuji na pidach za ne¢kolik dnl az tydnt. Jejich morfologie je rozmanitd. Vzhled
kolonie byva casto zlutavy, n€kdy sdrsnym povrchem, n¢kdy naopak s hladkym

povrchem. Neékteré rostou na jednoduchych pldach s glycerolem, asparaginem, vejci
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nebo tekuté hovézi pudé. Dalsi pak vyzaduji pridavek napf. heminu nebo kyseliny

pyrohroznové. (Votava, 2003; Greenwood et al., 1999)

Dle patogenity se mykobakterie déli na obligatné patogenni mykobakterie,
zpusobujici TBC. Zde patii mykobakterie komplexu M. tuberculosis. Do M. tuberculosis
komplexu jsou fazeny mykobakterie M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti

a M. canetti. (Homolka, 2016)

Ostatni mykobakterie se fadi mezi tzv. netuberkuldzni (atypickd) mykobakterie
(NTM). Mezi NTM klinicky vyznamné mykobakterie fadime: komplex M. avium,
M. kansasii, M. xenopi, M. szulgai, M. malmoense, M. abscessus, M. chelonae, M.
fortuium. A mezi obvykle saprofytické druhy: M. gordonae, M. flavescens, M. terrae
komplex, M. smegmatis, M. phlei. (Solovi¢ a VaSdkova, 2019; Votava, 2003)

NTM se dle Runyona dale d¢li dle pigmentace do ¢ty skupin:

e Fotochromogenni — mykobakterie vytvari pfi expozici na dennim svétle
zluté az oranzovozluté pigmenty. Jejich kolonie byvaji zpravidla hladké.
(M. kansasii, M. marinum, M. simiae)

e Skotochromogenni — mykobakterie produkuji oranzovozluty pigment pii
svétle 1 ve tme. (M. szulgai, M. gordonae)

e Nechromogenni — mykobakterie tvofi kolonie bez pigmentace. Kolonie
byvaji hladké a kruhovité. (M. avium komplex, M. xenopi, M. ulcerans)

¢ Rychle rostouci — mykobakterie s rychlym ristem (5-7 dni), tvofici nékdy
hladké n€kdy hrubé kolonie s pigmentem i bez. (Solovi¢ a Vasdkova, 2019;

Votava, 2003)

Obrazek 1 Fotochromogenni mykobakterie — M. marinum
Typické fotochromogenni kolonie M. marinum vykultivované na pevné
Lowenstein-Jensenové pide.

(Zdroj: Aubry, 2017)
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Dle generacni doby se mykobakterie déli na — rychle, pomalu rostouci, nerostouci

in vitro. Jednotlivé skupiny jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 Prehled druhit mykobakterii dle rychlosti riistu (pievzato, upraveno Votava, 2003)
Skupina Druh mykobakterii

Pomalu rostouci  Komplex M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. africanum,
M. bovis, M. canetti, M. microti, M. mungi)

Komplex M. avium (M. avium ssp. avium, M. intracellulare)
M. kansasii
M. marinum
M. ulcerans
M. xenopi
M. gordonae
Rychle rostouci M. smegmatis
M. abscessus
M. aurum
M. chelonae

Nerostouci in vitro M. leprae

3.2 Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis se tfadi do komplexu Mycobacterium tuberculosis.
Do tohoto komplexu patii také M. bovis, M. africanum, M. canetti a M. microti.
Tyto mykobakterie maji v 99,9 % sekvenéné podobny genom a identické sekvence rRNA.
V odlisnosti mykobakterii pak hraje roli preference hostitel a jejich patogenita.
M. tuberculosis, M. africanum, M. canetti jsou patogenem clovéka, zatimco M. bovis ma

Siroké spektrum hostiteld. M. microti je patogenem hlodavct. (Macela, 2006)

V Botswan¢ a Zimbabwe byl objeven novy druh mykobakterie fadici se do
komplexu Mycobacterium tuberculosis, a to M. mungi. M. mungi napada ZivocCicha

mangustu zihanou. (Alexander et al., 2010)

M. tuberculosis patii k vyznamnym lidskym patogentim. Objevitelem byl Robert
Koch v roce 1892. Proto se tento mikrob jinak nazyva Kochlv bacil. Pivodné se védci

domnivali, Ze M. tuberculosis je specializovanou formou M. bovis. (Macela, 2006)

Z hlediska morfologie je M. tuberculosis $tihla tycka s vyznamnou acidorezistenct.
V preparatech z klinického materidlu objevujeme shluky ty€inek, tzv. hadovité utvary,

pfipominajici spletené provazce (obr. 2). Tento fenomén, typicky pro virulentni kmeny,

12



se oznacuje jako Cord-faktor. Cord-faktor ovliviiuje imunitni odpovéd’ hostitele a tvorbu

granulomt. (Votava, 2003)

sl

Obrazek 2 Spletené provazce M. tuberculosis, Cord-faktor
M. tuberculosis obarveny dle Ziehl-Neelsena, mikroskopicky snimek, 1000x zvétSeno.
(Zdroj: Wang, Liu a Shen, 2015)

Charakteristickym rysem M. tuberculosis je ptitomnost bunééné stény s velkym
mnozstvim lipidi. Bunééna sténa je silné hydrofobni a je dilezitou determinantou pro
virulenci M. tuberculosis. Soucasti bunécné stény jsou peptidoglykan, arabinogalaktany,

mykolové kyseliny, lipoarabinomannan a trehaldéza-dimykolat, tzv. Cord-faktor.

(Ghazaei, 2018)
membranové
Z Zprote[ny Z Z

Protein Lipopolysacharid

. Lipid A

vnéjsi membrana

< i!'@!t!@. e, 9&9@
DO 0.0.0, 000

X )

Peptidoglykan

lipidova dvojvrstva

Fosfolipidy

Obrazek 3 Bunécna sténa M. tuberculosis
(pfevzato a upraveno: Ghazei, 2018)
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Mykolové kyseliny jsou dlouhé a-alkyl-B-hydroxy mastné kyseliny. Zaujimaji
az 60 % v celkovém slozeni bunécné stény a jsou usporadany ve formé dvouvrstvy spolu
ve spojeni s lipidy. Toto spojeni funguje jako bariéra propustnosti. Dominantni funkci
mykolovych kyselin je fluidita a flexibilita bunécné stény. Dale svym charakterem
vyznamné ovliviiuji schopnost mykobakterii piezivat a replikovat se uvnitt makrofagi.

(Ghazei, 2018)

M. tuberculosis dokéze na nezivych predmétech nebo v ptide prezit nékolik tydnt
az mésict. Lze ji lehce zlikvidovat vysokou teplotou (> 65 °C po dobu 30 minut),
UV zafenim. Vici mrazu a vysuSeni je mykobakterie odolna. Dale ji 1ze usmrtit bézné
pouzivanymi dezinfekénimi a sterilizacnimi prostiedky jako jsou formaldehyd,

ethylenoxid, slou¢eniny chloru, ethanol, kyselina peroctova. (Solovic¢ a Vasakova, 2019)

3.3 Tuberkuloza

Tuberkuldza je granulomatozni infekéni zanétlivé onemocnéni, které zahrnuje
veSkeré chorobné stavy zplisobené mykobakteriemi ze skupiny Mycobacterium
tuberculosis komplex. Primarné TBC postihuje plice, ovSem postizen mize byt jakykoliv
jiny organ — kiize, kosti, o€i, centralni nervovy systém, urogenitalni systém atd. (Navratil,
2017) Ve vice nez 85 % piipadld se u lidi vyskytuje plicni TBC. Mimoplicni TBC
se vyskytuje hlavné u jedinci infikovanych HIV a v zemich s nizkym vyskytem TBC.
(Ahmad, 2010)

3.3.1 Epidemiologie tuberkulozy

3.3.1.1 Epidemiologie TBC ve svété

Kazdym rokem na celém svété onemocni tuberkuldézou ptiblizn€ 10 miliént lidi.
Globaln¢ se pocet infikovanych osob odhaduje na 1,7 miliard. Celosvétoveé se TBC tadi
mezi 10 hlavnich pficin umrti. Zaroven se fadi na pfedni mista mezi ptivodci infekénich
onemocnéni zpusobujicich umrti. Pomér onemocnéni u muzli a zen je 2:1.
Pravdépodobnost nakazy TBC je vyssi u lidi s HIV/AIDS infekci. DalSim rizikovym
faktorem miiZze byt diabetes, koufeni, alkoholismus, podvyZiva, $patné Zivotni podminky.

(WHO, 2019)
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Staty s vysokym vyskytem TBC:

e Evropa: Ukrajina, Rumunsko, Litva, Moldavie, Rusko.

e Afrika: vSechny staty kromé Egypta, Libye, Komor, Mauricia, Seychel.

e Asie: vSechny staty krom¢ Bahrajnu, franu, Izraele, J aponska, Jordanska, Kataru,
Kuvajtu, Libanonu, Malediv, Omanu, Saudské Arabie, Spojenych arabskych
emiratll, Syrie a Turecka.

e Australie a Oceanie: Fidzi, Kiribati, Marshallovy ostrovy, Mikronésie, Nauru,
Palau, Papua-Novéa Guinea, Salamounovy ostrovy, Tuvalu a Vanuatu.

e Amerika: Brazilie, Peru, Bolivie, Haiti, Ekvador, Paraguay, Venezuela, Panama,

Salvador. (Ministerstvo zdravotnictvi CR, 2019)
Diky vc€asné diagnostice a 1é€b¢ je vétSina lidi, u nichz se rozvinula TBC, vylé€ena
a dalsi pfenos ndkazy je omezen. V roce 2014 se vSechny c¢lenské zemé¢ WHO a OSN

zavazaly ukoncit epidemii TBC vytvofenim strategie svéta bez tuberkuldzy.

Cilem strategie je snizit pocet umrti na TBC o 90 % a incidenci TBC o 85 % do
roku 2030, v porovnani s rokem 2015. (WHO, 2019)

Tabulka 2 Svét bez TBC (zdroj: WHO Global Tuberculosis Report 2019)
Svét bez TBC, strategie WHO
Cile pro jednotlivé roky: 2020 2025 2030 2035

% snizeni absolutniho poctu
umrti na TBC 35% 75 % 90 % 95 %
(porovnani s rokem 2015)

% sniZeni miry vyskytu TBC

o o o 0
(porovnani s rokem 2015) 20% S0 % 80 % 90 %

% domacnosti s TBC

o o o 0
(mira v roce 2015 neznama) 0% 0% 0% 0%

Principy strategie:

1. Spréva statnimi organy, zodpoveédnost, monitorovani a hodnoceni

2. SdruZeni s ob¢anskymi spole¢nostmi a komunitami

3. Ochrana a podpora lidskych prav, etika a rovnost

4. Ptizplisobeni strategie a cili na Uroven jednotlivych zemi a celosvétova

spoluprace
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V soucasné dobé se jevi, ze vétsSina WHO regionti a zemi s vysokou incidenci TBC
neni schopna splnit prvni cil WHO strategie ,,Svét bez TBC*“ (End TB strategy).
Celosvétoveé pruimérna mira poklesu vyskytu TBC mezi lety 2000 a 2018 byla 1,6 %
ro¢n¢. Kumulativni snizeni mezi lety 2015 a 2018 bylo 6,3 %, coz nejspiS nebude

dosahovat 20% snizeni miry vyskytu TBC mezi lety 2015 a 2020.

WHO od roku 1997 kazdorocné zvefejiiuje globalni zpravu o TBC.
Ugelem reportu je poskytnout komplexni a aktualni hodnoceni epidemie TBC a pokroku

v reakci na globalni, regionalni a celostatni urovni. (WHO, 2019)

V roce 2010 celosvétové TBC onemocnélo 8,8 miliont lidi. Odhadovany pocet
umrti byl 1,1 miliéna lidi. HIV pozitivnich lidi zemielo na TBC 350 tisic. (WHO, 2011)
V nejnovéjsi zpravé o TBC je uvedena situace z roku 2018. V roce 2018 celosvétove
onemocnélo 10 milioni lidi. Po€et umrti je odhadovan na 1,2 milionu lidi. (27% sniZeni
oproti roku 2000) a dalSich 251 tisic umrti na TBC u HIV pozitivnich lidi. (60% snizeni
oproti roku 2000). V roce 2018 se u 0,5 milionu lidi vyskytovala TBC rezistentni na
rifampicin (78 % z téchto lidi mélo multirezistentni TBC). Tento typ TBC se objevoval

nejcastéji v zemich byvalého Sovétského svazu.

Celosvétovy nartist piipadi TBC je zplsobeny spiSe lepSim hlasenim

mykobakterialnich infekci nez zvySenym Sifenim onemocnéni. (WHO, 2019)

‘ population per year k3
*" [ 099 \
[ ] 10-99

[ 100-199

[ 200-299 %
[ 300-499 4
B 500 e

:] No data

T ot applicable

Obrazek 4 Odhadovanad incidence TBC v roce 2018
(Zdroj: WHO, Global tuberculosis report 2019)
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3.3.1.2 Epidemiologie TBC v CR

Ceska republika patii mezi zemé& s nizkym vyskytem TBC. V roce 2018 bylo
hlaseno 444 onemocnéni TBC. Oproti roku minulému se ¢islo hlaSenych piipadl snizilo
0 61. V CR poéet nové nemocnych z dlouhodobého hlediska klesa. S ohledem na pohlavi
jsou castéji nakazeni muzi. Nejcastéjsi vékova kategorie pacientti s TBC je 40-64 let.
U déti (0-19 let) bylo v roce 2018 hlaseno 13 ptipadi. Nejvyssi poc¢et nemocnych byl
zaznamenan v hlavnim mésté Praze. VyS$si poc€et hlaSenych onemocnéni byl v kraji
Usteckém, Plzefiském a Stiedoteském. NejniZsi pocet onemocnéni byl ve Zlinském

a Karlovarském kraji.

Tuberkuléza v CR tradiéné postihuje spiSe lidi bez domova, vézné, migranty.
Cizincii bylo z celkovych 444 hlasenych ptipada 147 osob. Nejvice nemocnych cizincii
bylo z Ukrajiny (37), Slovenska (24), Rumunska (16), Vietnamu (12) a Mongolska (9).
(UZIS, 2018)

3.3.2 Patogeneze a formy TBC

Pfenos nékazy byva nejcasteji inhalacni cestou, kdy je zdrojem infekce nakazeny
Cloveék. Dalsi cestou prenosu muze byt pifimy kontakt pres kiizi. Tato cesta nakazy
je typicka pro profesionalni onemocnéni u zdravotnického persondlu (napft. patologove,

chirurgové). (Navratil, 2017)
Primarni TBC

Priméarni TBC vznikd na zdklad¢ prvniho kontaktu hostitele s mykobakteriemi.
Ve vétsing ptipadi se vyskytuje pirevazné u détskych pacientl. M. tuberculosis pronika
do plic inhalaéni cestou ve form¢ kapének. Jestlize pronikne az do plicnich alveold,
vznikd infekce. Dochdzi k ingesci mykobakterii alveolarnimi makrofagy, avSak cast
mykobakterii se vyskytuje 1 volné. Lymfatickymi uzlinami mykobakterie putuji
do krevniho feciste.

Prvné byvaji osidleny dolni plicni hroty z divodu dynamiky proudéni vzduchu
v dychacich cestaich. Mykobakterie maji tendenci mnozit se v oblasti snejvyssi

kyslikovou tenzi (plicni hroty, ledviny, ristové zony dlouhych kosti, mozek).
V misté€ usidleni se mykobakterie mnoZi a vznika primarni infiltrat. Béhem dalSich
nékolika hodin dochazi k jejich Sifeni lymfatickymi cestami do regiondlnich miznich

uzlin a vznikd tzv. primérni tuberkulézni komplex. Primarni TBC probiha vétSinou
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latentné (v 90 % ptipadit) a diky rozvinuti bunécné imunity dochézi ¢asto ke spontannimu
zhojeni. Mykobakterie vSak celozivotné prezivaji v lymfatickych uzlinach. (Soucek,
2011)

Latentni TBC

Latentni TBC je mykobakteridlni infekce v organismu hostitele bez zndmek
klinickych projevi. Zacina vstupem M. tuberculosis do bunék prezentujicich antigen
v plicnich alveolech. Mykobakterie intracelularné ptezivaji prostfednictvim néckolika
unikovych strategii jako je neutralizace fagozomalniho pH, inhibice prezentaci antigenu
pres makrofagy a dendritické buniky. To ohrozi stimulaci CD4+ T lymfocyti, apoptozu

infikovanych makrofagl a autofagii.

Aktivni onemocnéni je odvraceno a dochazi k latentni infekci. Mykobakterie jsou
rezistentni vic€i slozkdm imunitniho systému hostitele, protoZe jsou transformovany
do stadia spanku s velmi nizkou aZ nulovou metabolickou a replikacni aktivitou (tzv.
dormantni formy M. tuberculosis). Béhem latentni infekce je vSak stale exprimovana sada
genti (DosR regulon) spojenych s dormanci. Pfesna fyzikalni a metabolickd povaha
a umisténi perzistentnich mykobakterii ve spicim rezimu zlistava neznama. Mykobakterie
mohou ziistat spici po cely Zivot hostitele, aniz by zplsobovaly aktivni onemocnéni.
Nebo mohou zplisobit onemocnéni o nékolik let nebo dokonce desetileti pozdéji. Riziko
rozvoje postprimarni TBC je vSak nejvyssi béhem prvnich dvou let po infekci

M. tuberculosis. (Ahmad, 2010)
Postprimarni TBC

Postprimérni (sekundarni, dospély) typ tuberkuldzy se vyskytuje u lidi, ktefi jiz
prodélali priméarni TBC. Rozviji se superinfekce — vdechnutim novych mykobakterii ¢i
reinfekci — reaktivaci infekce ze staré¢ho primarniho komplexu pii celkovém oslabeni

organismu (alkoholismus, podvyziva, diabetes, imunosupresivni terapie).

Nejcastéji se zanét nachazi v plicnim hrotu. Vznikne zde lozisko kaseifikacni
nekrdzy (zesyrovaténi). Tento zanétlivy proces miZze poSkodit bronchus, diky ¢emuz se
zkapalnény obsah vykaSle a TBC se tak muze §ifit dal. V misté nekrdzy vznikne dutina
neboli kaverna. Hovotfime o vzniku oteviené kavernozni tuberkulézy. U tohoto typu TBC
muze zanét poskodit i ptilehlou tepnu a pacient umira na vykrvaceni ¢i uduseni. Zaroven
muize dochazet i k hemoptyze, tedy vykaslavani krve, coz je jeden z ptiznakid TBC.

(Macak, Macakova, Dvorackova, 2012)
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Miliarni TBC

Jedné se o zavazny typ tuberkuldzy, pfi kterém dochézi k hematogennimu $ifeni
mykobakterii pfedevsim do plic, jater, sleziny, ledvin, nadledvin a kosti. Vznikaji miliarni
uzliky o velikosti do 1 mm. (Homolka, 2016) V minulosti byly miliarni TBC zasazeny
spiSe déti. Vakcinaci BCG vakcinou doslo k vyraznému snizeni miliarni TBC v této
veékové skuping. V dnesni dobé piibyva miliarni TBC u dospélych, predevsim z diivodu

HIV/AIDS koinfekce, imunosupresivni 1é¢by a hemodialyz.

Miliarni TBC ma Siroké spektrum nespecifickych klinickych ptiznaki jako je
slabost, nechutenstvi, hubnuti, no¢ni poceni, mohou se objevit kozni l1éze. Urceni miliarni
tuberkul6zy byva velice obtizné. NejCastéji je diagnostikovana na zakladé RTG vySetteni
hrudniku nebo pocitatovou tomografii (CT) s vysokym rozliSenim, ¢i ndhodnym
prikazem milidrnich uzlikdi v organech dutiny bfi$ni pfi operacich nebo pii pitvach.
Tento typ TBC je charakteristicky vysokou umrtnosti, uvadénou mezi 18 % a 30 %.

(Ray et al., 2013)

3.3.3 Klinicky obraz

Klinicky obraz TBC je velmi variabilni a souvisi s formou onemocnéni. Klinické
piiznaky mitizeme rozdé€lit na celkové a specifické. Mezi celkové piiznaky miuzeme
zafadit zvySenou unavu, zvysSeni télesné teploty, no¢ni poceni, nechutenstvi, ubytek

télesné hmotnosti. (Soucek, 2011)

Ze specifickych ptiznakl u plicni TBC se objevuje kasel. Ten muze byt ve formé
pokaslavani az zachvatovitého kasle. Na pocatku infekce byva kasel suchy, pozdé¢ji
pfechazi ve vlhky. Sputum byva hlenovité, aZz hnisavé. Dal§im piiznakem byva
hemoptyza jako vazny projev aktivni plicni TBC vznikajici pfi poskozeni cévni stény.
Krev byva jasné€ ¢ervend. V dneSni dobé byva hemoptyza vzacna. (Soucek, 2011; Solovi¢

a Vasakova, 2019)

Dyspnoe a bolesti na hrudniku se vyskytuji pfi obstrukci v dychacich cestach nebo
pfi velkém mnozstvi pleurdlniho vypotku. Cyanodza a palickovité prsty jsou pritomny
pii rozsahlé TBC. (Solovi¢ a Vasdkova, 2019)

Cést pacientii miize byt zcela bez ptiznakii a TBC je u nich diagnostikovana

ndhodnym nélezem pfi rentgenovém vysetfeni. (Soucek, 2011)
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3.3.4 Imunologicky podklad TBC

Mykobakterie vstupuji do téla hostitele inhala¢né ve formé& malych kapicek
ve vzduchu (aerosolu). Castice jsou dostateéné malé, aby se mohly dostat do dolnich
dychacich cest. (Banuls, 2015) Slozky mykobakterii jsou rozpoznavany pies receptory
imunitniho systému hostitele, a to predevsim toll-like receptory (TLR) a C-lektiny.
Nejdulezitéjsi povrchové ligandy M. tuberculosis interagujici s TLR jsou
19 a 27kDa lipoproteiny, 38kDa glykoprotein, glykolipidy a trehaléza dimykolat.

Tato interakce spousti obranou kaskadu reakci hostitele proti infekci, zanétu.

V boji proti M. tuberculosis jsou zapojeny makrofagy, dendritické bunky, af}-T-
lymfocyty (CD4+ a CD8+), CD1+ T-lymfocyty, yo6-T-lymfocyty, cytotoxické lymfocyty

o 24

(Solovi¢ a Vasakova, 2019)

Mykobakterie znaji zplisoby, jak imunitni systém svého hostitele obejit. DokaZou
aktivovat transkripéni faktor (NF)-kB a produkovat prozanétlivé cytokiny, chemokiny,
oxid dusny. V dolnim alveolarnim prostoru se predpoklada, ze mykobakterie pouziva
maskujici lipid fthiocerol dimykocerozat, aby se chranila pfed mikrobicidnimi

makrofagy.

Ve vztahu mezi hostitelem a patogenem je diillezitd metabolicka souhra, ktera je

nezbytna pro virulenci mikroorganismu a progresi onemocnéni.

Jakmile se mykobakterie nachazeji ve svém preferovaném prostiedi, zacinaji
se replikovat. Také vytvaii zprostiedkované mechanismy jako sekrecni systém typu VII,
ktery indukuje koordinovanou smrt makrofagii a fagocytdézu novych makrofagi, coz vede

k tvorbé granulomil. (Berney a Berney-Meyer, 2017)

Existuji nejméné 2 typy granulomi. Prvni klasicky kaverndézni typ je sloZen
z epiteloidnich makrofagl, neutrofili, a dalSich bun¢k imunitniho systému ohrani¢enych

pomoci fibroblasti. M. tuberculosis perzistuje v centru této nekrotické 1éze.

Druhy typ granulomu je tvofen hlavné fibroblasty a obsahuje vyrazn€ mensi
mnozstvi makrofagli, pfesna lokalizace mykobakterii v téchto granulomech neni zcela
znama. Tvorba téchto granulomll ma za kol potlacit infekci a rist mykobakterii. (Sovi¢

a Vasakova, 2019)
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3.3.5 Diagnostika TBC

3.3.5.1 Mikroskopie

Mikroskopie patii mezi zakladni diagnostické metody. Informuje nds o morfologii
a poc¢tu mikroorganismi. Pro pozitivni nalez je nutna pfitomnost 100 000 mykobakterii
na 1 ml sputa. Pfi pozitivnim mikroskopickém vySetfeni je pacient jiz silné infek¢ni.

(Solovi¢ a Vasakova, 2019)

3.3.5.1.1 Barveni dle Ziehl-Neelsena

Mykobakterie se diky svym acidorezistentnim vlastnostem barvi postupem
dle Ziehl-Neelsena. Preparat se v prvnim kroku fixuje kahanem. Nasledné se pouzije
karbolfuchsin, ktery mykobakterie zbarvi do ¢ervena. Karbolfuchsin je barvivo dobie
rozpustné v tucich, a tak snadno pronikd do voskové bunécné stény mykobakterii.
Preparat je poté zahtivan do vystupu par, aby dosSlo k lepSimu obarveni. Nasleduje
odbarveni kyselym alkoholem. Mykobakterie zlstavaji ¢ervené, jelikoZ je po ochlazeni
kysely alkohol neni schopny vymyt. V poslednim kroku se preparat dobarvi kontrastnim
barvivem malachitovou zeleni ¢i metylenovou modii pro dobarveni pozadi.
V mikroskopu pozorujeme cervené mykobakterie na modrém ¢i zeleném pozadi.

(Solovi¢ a Vasakova, 2019; laboratoryinfo.com, 2020)

Obrazek 5 Mykobakterie obarveny dle Ziehl-Neelsena, zvétSeni 1000x
Pozorujeme Cervené tyCky M. tuberculosis na modrém pozadi.
(Zdroj: Prasad, 2011)
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3.3.5.1.2 Barveni fluorescencni

Druhym typem barveni je barveni fluorescen¢ni. Pfi této metodé se vyuziva
specificka latka obsahujici ve své molekule tzv. fluorochrom, ktery emituje fluorescenci.
Vzorek sputa se fixuje plamenem pomoci kahanu. Poté se barvi fluorescenénim barvivem
auramin-rhodaminem B, ktery se vdze na mykolové kyseliny ve sténé¢ mykobakterii.
Mykobakterie pozorujeme ve fluorescenénim mikroskopu jako svitici ty¢ky na tmavém

pozadi. (Melter a Malmgren, 2014; Solovi¢ a Vasadkova, 2019)

Obrazek 6 Mykobakterie ve fluorescen¢nim mikroskopu, zvétSeni 400x
M. tuberculosis ve fluorescenénim mikroskopu pozorujeme jako zativé zelenozluté
ty€ky na tmavém pozadi.
(Zdroj: Farver a Jagirdar, 2018)

3.3.5.2 Kultivace

Kultivacni vySetfeni ma vétsi citlivost a specificitu nez mikroskopie. Pro pozitivni

vysledek je nutna pfitomnost 100 mykobakterii na 1 ml biologického materialu.

Mykobakterie jsou striktn€ aerobni a rostou velice pomalu. Genera¢ni doba rlstu
se u M. tuberculosis se pohybuje mezi 20-22 hodinami. Kultivace pomalu rostoucich
mykobakterii trva cca 4-9 tydnt, rychle rostouci mykobakterie jsou vykultivovany do
7 dnli. Mykobakterie se ¢asto kultivuji ve zkumavkach (Sikmé agary), aby béhem casové

naroc¢né kultivace média nevyschla. (Mahon a Lehman, 2019; Melter a Malmgren, 2014)

Vzorek, nejcastéji sputum, se dekontaminuje 2% NaOH. Dale probéhne

centrifugace a nasleduje ofkovani na vaje¢nd, agarova nebo tekutd média. Mezi
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nejpouzivanéjsi vajecnd média patii LOwenstein-Jensenova puada s ptridatkem
selektivnich faktorti. DalSimi kultivaénimi médii mohou byt agarova média
Middlebrook 7H10 nebo Middlebrook 7H11. Z tekutych médii se vyuziva Sulova pada
nebo Middlebrook 7H9. U téchto tekutych médii je vyhodou rychlejsi riist mykobakterii
a vyssi citlivost. (Mahon a Lehman, 2019; Solovi¢ a Vasakova, 2019)

Obrazek 7 Riist M. tuberculosis na Lowenstein-Jensenové pudé
Vzorek sputa je po dekontaminaci naockovan na Lowenstein-Jensenovu plidu a
kultivovan pti 37 °C. Rust kolonii je hodnocen po 4-9 tydnech. M. tuberculosis na
pevné pudeé vytvaii bilé ¢i lehce nazloutlé, drsné kolonie s nepravidelnym okrajem
a drolivou konzistenci.
(Zdroj: Chmelat, 2013)

3.3.5.3 Zrychlena kultivace Bactec

Jedna se o pln¢ automaticky kultivaéni systém Bactec 960 MGIT, ktery pro detekci
rustu mykobakterii vyuZziva technologii detekujici fluorescenci. Ta vznikd pfi utilizaci
specidlniho substratu zivotaschopnymi mykobakteriemi. Tento pfistroj je vyrazné
citlivgj$i a rychlejsi nez klasickd kultivace. Primérna doba detekce M. tuberculosis
v Bactecu byla 13,2 dni, zatimco u klasické kultivace rist kmene trval 33,6 dni. Dalsi
vyhodou je automaticka inkubace a kontinudlni monitorovani inokulovaného média.
Kontrola probiha kazdych 60 minut a pii pozitivnim nalezu je spustén alarm. V piipade

negativniho vzorku je po 56 dnech inkubace ukoncena a vzorek miize byt zlikvidovan.
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V piistroji lze stanovit také citlivost na antituberkulotika. Médiem pouzivanym

ve specidlnich nadobkach je Midlebrook 7H9. (Zaruba a Kralova, 2002)

—
T

Obrazek 8 Bactec 960 MGIT Obrazek 9 Vykultivované kolonie
Fotografie kultivacniho systému. M. tuberculosis 7 Bactec MGIT 960
(Zdroj: selectscience.net) Typicky vzhled mykobakteridlnich

kolonii ve spodni ¢asti zkumavky.
(Zdroj: Pefia, 2012)

3.3.5.4 Biochemicka identifikace

Priikaz ve vzorku probihd pomoci metabolickych enzym. Je hodnocena pozitivita
a negativita danych reakci dle barevnych zmén. Ty jsou potom ndsledné porovnany

se spektrem znamych vlastnosti mykobakterii. (Melter a Malmgren, 2014)

3.3.5.5 MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization - Time of Flight)

Hmotnostni spektrometrie je nejmodernéjsi fenotypovou metodou pouzivanou
v mikrobiologii. Je zalozen4 na srovnavani hmotnostniho spektra nejcastéji proteinli ve
vzorku s hmotnostnimi spektry zndmych mikroorganismi. Mykobakterialni kolonie
se nanesou na pevny nosi¢ s matrici, ktera absorbuje UV zateni. Nejdiive dojde k ionizaci
biomolekul. Poté dojde k separaci a nasledné se méti doba letu (€im vétsi ¢astice, tim
pomalejsi let). Nakonec dojde k vytvofeni hmotnostniho spektra a nasledného
porovnavani sjiz existujicimi spektry danych mikrobi a jeho identifikaci.

(Melter a Malmgren, 2014)

24



] A
2.-
14 :
-'E o4 MI\JQ_M‘MA——‘\—'_
S 3 B
[~
£
3 2
i -
2 17
] 4
g
5 '
7. C
2 4
'1-
0 : ; T ; + 7 t""':—"“""""‘)l‘“
2000 4000 _— 6000 8000 10000

Obrazek 10 MALDI spektra A) M. abscessus; (B) M. kansasii; (C) M. tuberculosis
Ukazka MALDI spektra klinickych izolatd kmena M. abscessus, M. kansasii,
M. tuberculosis. Na ose y je zobrazena intenzita signalu (Cetnost fragmentt, které
detekuje detektor), na ose x pak pomér m/z (hmotnost/naboj).
(Zdroj: Saleeb, 2011)

3.3.5.6 Molekularné genetické metody

Molekularn€ genetické metody jsou moderni a velmi citlivé. Jsou zalozené na
detekcei jednotlivych tsekit nukleovych kyselin, které jsou typické pro M. tuberculosis.
Useky jsou hledany pomoci specificky zna¢enych primert, které jsou komplementarni
k zac¢atku hledané casti nukleové kyseliny. Poté se nukleova kyselina dosyntetizuje

pomoci polymerazy a detekuje se. (Ptakova, 2011)

Pomoci polymerazové ftetézové reakce (PCR) dochdzi k amplifikaci DNA
mykobakterii, a tim jsme schopni ji ve vzorku identifikovat. Vyhodou PCR analyzy
je vysoka citlivost a rychlost, kdy mame vysledek v ramci n€kolika hodin. Nevyhodou
naopak muze byt vysokd cena ¢i detekce i nezivych mykobakterii. (Melter a Malmgren,

2014; Ptakova, 2011)

Druhym ptipadem molekularné genetické metody je Mycobacterium tuberculosis
Direct test (MTD). MTD test spocivad ve specifické amplifikaci ribozomalni RNA
mykobakterii. (Ptakova, 2011)
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3.3.5.7 Citlivost k antituberkulotikiim

Testy citlivosti k antituberkulotikiim se provadi u kazdého nov¢ zjisténého ptipadu
tuberkulozy. Vysetiuji se hlavni skupiny antituberkulotik (rifampicin, isoniazid,
ethambutol, pyrazinamid, streptomycin). Jakmile se objevi rezistence, provadéji se testy

citlivosti i na jind antituberkulotika a dalsi 1éCiva. (Melter a Malmgren, 2014)

Zakladnim testem citlivosti na antituberkulotika u M. tuberculosis je proporéni
metoda dle Canettiho. Pfi této metod¢ se srovnava rist kmene na pevné vajecné pude,
ktera obsahuje kritickou koncentraci antituberkulotika a riist kmene na pevné vaje¢né

pudé bez antituberkulotika. Urci se pomér, ktery je vyjadien v %. (WHO, 2018)

Stanovit citlivost k antituberkulotikiim lze také pomoci metody v automatickém
metabolickém  systétmu Bactec 960 MGIT. Metoda kapalné kultivace
BACTEC MGIT 960 je jedinou metodou doporucenou WHO pro testovani citlivosti
na pyrazinamid. (WHO, 2018)

Déle se vyuzivaji dilucni metody. Pfikladem je mikrodilu¢ni bujonova metoda,
ktera patti ke kvantitativnim metoddm stanoveni citlivosti mikroorganismu
k antimikrobialnim latkdm. Testovani probiha v mikrotitracni desticce a slouzi
ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Hodnota MIC je klasifikovana jako
nejnizsi koncentrace v ug/ml testované latky v bujonu, ktera viditelné inhibuje rist
mykobakterii. Breakpoint (hranicni bod) v pg/ml kategorizuje, zda je mikroorganismus

citlivy Ci rezistentni. (Melter a Malmgren, 2014, WHO, 2018)

Obrazek 11 Mikrotitracni destiCky vyuZivané pii testovani mikrodilucni bujonovou
metodou
(Zdroj: gamedium.cz)
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3.3.5.8 Zobrazovaci metody

Rentgenové vysetteni (RTG) plic je zdkladnim vySetfenim u plicni TBC. Provadi
se zadopfedni skiagram hrudniku doplnény o boc¢ni projekci. RTG nalez u TBC byva

charakteristicky. Pfi podezfeni na mimoplicni TBC se provede zobrazeni pocitatovou

tomografii (CT) ¢i magnetickou rezonanci ostatnich organti a tkani. (Solovi¢ a Vasakova,

2019)

Obrazek 12 RTG hrudiku (A) Obrazek 13 RTG hrudniku (B)

RTG hrudniku ukazuje na pravé strané RTG plic pacienta s primarni plicni TBC.
lymfadenopatii, kavitarni neprihlednost v V levém dolnim laloku Sipka ukazuje
pravém hornim laloku a fokalni konsolidaci. loZiskovy stin zptisobeny TBC.
U pacienta potvrzena primarni progresivni (Zdroj: Catanzano, 2016)
TBC.

(Zdroj: Catanzano, 2016)

3.3.5.9 Tuberkulinovy test

Tuberkulinovy kozni test (Mantoux test) je zaloZeny na reakci imunitniho systému,
kterd je zprostfedkovana T lymfocyty. Test se provadi pomoci intradermalni aplikace
tuberkulinového proteinového antigenu (Mantoux II, 2 jednotky proteinu) do dorsalni
strany predlokti. Po 48-72 hodinach dochézi k odecteni testu, kdy se méfi primér zony
indurace. Pfi pozitivnim vysledku vznika kromé koZni indurace i erytém, ale ten neni pro
vysledek testu dulezity. Pozitivni reakce (indurace nad 6 mm) se objevuje u lidi
ockovanych ¢i s postinfekénim nélezem. Nadmérnd reakce by mohla svédcit pro aktivni
infekci. Negativni reakce (indurace pod 5 mm) je obvykle u jedince, ktery se

s tuberkul6zou jeste¢ nesetkal ¢i u jedince u néhoz ockovéani nevyvolalo dostatecnou
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odpovéd’. V druhém piipade pak miize byt indikovano pfeockovani. Nevyhodou testu je
relativné nizka specificita, test postrada senzitivitu u jedinci s imunosupresi (u HIV
infekce) a vyzaduje dvé navstévy klinického pracovisté. Tuberkulinovy test je postupné
nahrazovan IGRA testy. (Soucek, 2011; WHO, 2019)

Obrazek 14 Aplikace tuberkulinu do dorsalni strany piedlokti
(Zdroj: Giri, 2019)

3.3.5.10 IGRA testy

IGRA (Interferon Gamma Release Assay) testy patii mezi nepiimé metody pro
stanoveni M. tuberculosis na zékladé produkce interferonu gama (IFN-y). Patfi mezi né

testy QuantiFERON-TB Gold a T-SPOT.TB. (Ptakova, 2011)

QuantiFERON-TB Gold test je metoda velice vyznamna pro diagnostiku latentni
1 aktivni TBC. Jako vzorek se vyuziva krev pacienta odebrana do tii zkumavek. V prvni
zkumavce jsou antigeny M. tuberculosis, v druhé je mitogen jako pozitivni kontrola a tieti
je negativni kontrola s fyziologickym roztokem. Hodnoti se uvoliovani IFN-y
produkovaného T-lymfocyty po stimulaci specifickymi antigeny M. tuberculosis.
Po inkubaci jsou vzorky analyzovany pomoci ELISA metody. (Ptakova, 2011; Solovi¢ a
Vasakova, 2019)

Metoda T-SPOT.TB vyuZiva podobného principu jako QuantiFERON-TB Gold
test, avSak lisi se v provedeni. Z odebrané krve se vyseparuji lymfocyty, které se nasledné
inkubuji s antigeny. Metodou ELISPOT se zjistuje pocet bunck, které produkuji IFN-y.
(Ptakova, 2011; Solovi¢ a Vasakova, 2019)
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Obrazek 15 Porovnani testit QuantiFERON-TB Gold a T-SPOT.TB
(pfevzato a upraveno: Martinek et al.)

3.3.6 Vakcinace

Jedinou dostupnou vakcinou proti TBC je BCG (Bacillus Calmette-Guérin) vakcina
vyrobena z atenuovaného kmene Mycobacterium bovis, ktery jiZ ztratil svou virulenci.
BCG vakcina se aplikuje intradermalné€ do vné&jsi 1/3 horni ¢asti levé pazZe. (Banuls ef al.,

2015)

BCG vakcina je nejucinnéjsi zpravidla v prevenci hematogenniho Sifeni

M. tuberculosis. Ma protektivni G¢inek proti TBC meningitidé a Sifeni TBC u déti.
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Nezabrani vsak primarni infekci a co je nutné brat v potaz, nezabrani reaktivaci latentni

TBC. Uginek BCG vakciny je proto omezeny. (WHO, BCG vaccine)

WHO vydala v roce 1995 prohlaseni, ve kterém nedoporucuje revakcinaci BCG
vakcinou na zaklad¢ velkého poctu studii, které neprokazaly efekt revakcinace. Dale také
nedoporucuje provadéni tuberkulinového testu za uclelem rozhodnout o tom, zda

je revakcinace nutna. (Solovic¢ a Vasakova, 2019)

3.3.6.1 Vakcinace v CR

V Ceské republice se od roku 2010 proti TBC plo$né neo¢kuje a rovnéz je zrusena
revakcinace, ktera probihala okolo 12. roku ditéte. Kalmetizace se povinné provadi pouze
u déti z rizikovych skupin. Diivodem k ockovani ditéte je situace, kdy ¢len domacnosti,
v niz dit€¢ Zije, mél nebo ma aktivni TBC. Dalsi indikaci miZze byt dit€ narozené

nebo souvisle Zijici déle nez 3 mésice ve staté¢ s vysokym rizikem TBC (vice jak

40 piipadd na 100 000 obyvatel). (Vyhlaska MZ CR, 2010)

Zpravidla rodi¢ ditéte vyplituje na novorozeneckém oddéleni dotaznik k definici
rizika tuberkul6zy a nutnost oCkovani posuzuje 1ékar. Je-li oCkovani nutné, ockuje se dité
star$i 6 tydnl. Pred oCkovanim je tfeba nutno provést tuberkulinovy test, ockuje
se v piipadé negativniho vysledku. (SZU, 2019; kalmetizace poliklinika Dé&¢in;
Vyhlaska MZ CR, 2010)

3.3.6.2 Vakcinace ve svété

Politika ockovani BCG vakcinou se v riznych zemich vyznamné 1i$i. Zemé proto
muzeme rozdélit do Etyt skupin.

Do prvni skupiny patii predev§im rozvojové zemé s nejvyssi incidenci TBC.
Zde fadime zem¢ Afriky, Asie, nékteré zemé Jizni Ameriky, evropské zemé s vysokou

incidenci nemoci. Plosné a jednorazové ockuji vSechny novorozence.

Druhou skupinou jsou zemé, které maji nizkou incidenci onemocnéni. Déti ockuji
v predskolnim a Skolnim v&ku. Timto zptisobem v minulosti probihalo o¢kovani ve Velké

Britanii, Recku a na Maltg.

Tteti skupinu tvofi zemé, které stale provadéjici revakcinaci. Takto postupuji napt.

v Rusku.
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Posledni ctvrtou skupinu tvofi zemé, které BCG vakcinu vibec nepouzivaji
¢i ockuji pouze rizikové skupiny obyvatel. Sem patii zemée jako USA, Kanada, Australie,
Novy Zéland a vétsina evropskych zemi snizkou incidenci TBC, véetné CR.

(Solovi¢ a Vasakova, 2019)

3.3.6.3 Nové vakciny ve vyvoji

V soucasné dob¢ je ve vyzkumu asi 14 potencidlnich vakcin proti TBC. VétSina
novych vakein je navrzena tak, aby indukovaly bunééné 1 humoralni sloZky imunitniho

systému. (WHO, 2019)

Existuji tfi rizné pfistupy ve vyvoji novych vakcin. Prvnim z nich je vyvoj
vylepSené verze jiz existujici BCG vakciny, kterd by zahrnovala bezpecné, dlouhodobé
pusobici, rekombinantni kmeny BCG. Ptfikladem rekombinantni BCG vakciny
je VPM1002, kterd se momentalné nachazi ve III. fazi testovani. Druhym typem je
vakcina MTBVAC, ktera obsahuje geneticky atenuovany zivy kmen M. tuberculosis. Ta
se momentalné¢ nachazi ve Ilb. fazi testovani. Jiné vakciny ve vyvoji vyuZzivaji
lyofilizované formy bunécné stény ¢i extrakt M. tuberculosis (AEC/BC02, RUTI, DAR-
901, MIP/Immuvac).

Druhym pfistupem je strategie, ve které by se nova vakcina podavala pozdéji jako
posilovaci davka. Timto typem jsou vakciny obsahujici oslabené virové vektory,
produkujici jeden ¢i n€kolik proteini mykobakterii. (Ad5 Ag85A, TB/FLU-04L,
ChAdOx185A). Dalsi skupinou jsou vakciny slozené z proteinu a adjuvans (H56:1C31,
M72/AS01E, ID93 + GLA-SE).

Ttetim piistupem je vyvoj imunoterapeutickych vakcin, které vedou ke zkraceni
doby 1écby tuberkuldzy. Patii zde vakcina z tepeln€ usmrceného kmenu M. vaccae, kterad

je nyni ve III. fazi testovani. (Ahsan, 2015; WHO, 2019)

3.3.7 Lécba

Lécba tuberkuldzy je velice naro¢na a vyZzaduje v€asnou a piesnou diagnostiku,
testovani citlivosti na antituberkulotika a nasledné vybrani spravného lé¢ebného rezimu.
V dnesni dobé dochdzi k usilovnému vyvoji novych 1é¢iv proti TBC a snaha o kratsi
lécebné rezimy. Proto dochazi k znacnému navyseni investic do téchto vyzkumu. (Yuan

et al,2018)
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3.3.7.1 Lécebné reZimy

Lécebné rezimy TBC se sklddaji vzdy z inicidlni a pokracovaci faze. Doba 1écby
citlivych kment trva 6-12 mésicli. Rezimy 1écby zavisi na tom, zdali se jedna o nové
vzniklé onemocnéni, recidivu TBC, nebo o multirezistentni formu. U multirezistentnich

kment se doba 1écby prodluzuje az na 20 mésic.

Standardizovany rezim pro nové pacienty s tuberkulézou spociva v dennim
podavani ¢tyfkombinace antituberkulotik isoniazid, rifampicin, pyrazinamid, ethambutol
(HRZE) za ucelem debacilizace. Tato inicidlni faze trva nejcastéji 2 mésice. Poté,
v pokracovaci fazi, se denné podava dvojkombinace HR (isoniazid a rifampicin) po dobu
nejcastéji 4 mesicl. U rozsdhlé formy infekce se c¢ast mykobakterii vyskytuje
v granulomech, abscesech ¢i kavitach, a proto jsou pro antituberkulotika nedostupné.

Lécba nema 100% ucinek a mohou se objevovat recidivy onemocnéni.

U pacientll uZz v minulosti 1é¢enych antituberkulotiky se pfi recidivé onemocnéni
zacind s inicialni fazi. Podava se kombinace HRZES (isoniazid, rifampicin, pyrazinamid,
ethambutol, streptomycin) po dobu dvou mésicu, poté jeden meésic HRZE. V pokracovaci

fazi se vyuziva HRE (isoniazid, rifampicin, ethambutol).

Pti multirezistentni formé¢ TBC se voli specidlni rezimy 1écby bez isoniazidu
a rifampicinu. Jednou z moznosti dle WHO je podéavani pétikombinace linezolidu,
moxifloxacinu, bedachilinu, cykloserinu a klofaziminu po dobu 6 mésicii nasledované
podavanim trojkombinace moxifloxacinu, cykloserinu a klofaziminu po dobu 14 mésict.

(Wallenfels, Vasakova, Solovic, 2018)

3.4 Antituberkulotika

Antituberkulotika (AT) jsou specifickou skupinou 1é¢iv vyuzivajici se k 1écbé TBC.
Pouzivaji se v riznych kombinacich za riznych okolnosti. AT 1. linie jsou podavéana
vétSinou novym pacientim, kteti s nejvétsi pravdépodobnosti nemaji multirezistentni
formu M. tuberculosis. Na druhé strané 1é€iva 2. linie se pouzivaji hlavné pfi rezistenci
mykobakterii na 1é¢iva 1. linie. V dneSni dobé se zacaly vyvijet nové 1éky proti TBC,

ale vétSina je zatim ve fazi vyzkumu a testovani.

Tuberkuléza se 1&¢i v akutni fazi pti aktivnim onemocnéni. Vyjimkou je 1écba

latentni TBC. Jeden 1€k by nemél byt uzivan nikdy samostatné. Vzdy se musi uZivat
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v kombinaci z divodu predchdzeni mozné rezistence. V dne$ni dobé se kombinace

1écivych latek objevuje v jedné tableté (FDC, fixed-dose combination). (tbfacts.org)

V doporuceni WHO Model List of Essential Medicines 2019 je uvedeno n¢kolik
typt pripravkit FDC. Prvni je kombinace ¢tyt AT (ethambutol + isoniazid + pyrazinamid
+ rifampicin), trojkombinace AT (ethambutol + isoniazid + rifampicin) nebo (isoniazid +
pyrazinamid + rifampicin), ¢i dvojkombinace AT (isoniazid + rifampicin). Pti 1écbé
multirezistentni TBC se mize vyuzit FDC pfipravek, ktery obsahuje amoxicilin

a kyselinu klavulanovou. (WHO, 2019)

3.4.1 Antituberkulotika 1. linie

K 1é¢ivim 1. linie patii pét AT: isoniazid (INH; H), pyrazinamid (PZA; Z),
ethambutol (EMB; E), rifampicin (RFM; R), streptomycin (STM; S). Tato AT se voli
jako 1€k prvni volby u novych pacientli, kdy jest¢ nebyla stanovena citlivost kmene

na AT. Za nejucinnéjsi z nich se povazuji INH a RFM. (Martinkova, 2018)

Diivodem rezistence mykobakterii k AT 1. linie byva nejcastéji vznik bodovych

mutaci, inzerci ¢i deleci. (Marques et al., 2013)

Isoniazid

Hydrazid kyseliny isonikotinové

O
~ N,NH2
N JH
isoniazid

Isoniazid patii mezi nejucinnéjsi antituberkulotika. Byl ptfedstaven svétu v roce

1952 a jiz vice nez 60 let se podili na 1¢cbé TBC. (Schaaf, 2009)

Plsobi selektivné a baktericidné na extra i intracelularné uloZené mykobakterie.
Jeho mechanismus U¢inku spoc¢iva v inhibici stavby bunécné stény. Zasahuje do syntézy
kyseliny mykolové. Jako mala, ve vodé rozpustnd molekula, se velmi dobie a rychle
resorbuje v GIT. Metabolizace probiha v jatrech pomoci acetylace. Moznym nezadoucim
ucinkem miiZze byt hepatotoxicita, neurotoxicita, inava, porucha CNS (zavraté, porucha

paméti), astma, exantém. (Rozsypal, 2011; Pubchem 2019; Solovi¢ a Vasakova, 2019)
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Davkovani je 100-300 mg ve formé tablety, 50 mg/5 ml perorélni tekutiny, 100 mg
dispergovatelné tablety. (WHO, 2019)

Pyrazinamid

Derivat kyseliny pyrazinkarboxylové

pyrazinamid
Pyrazinamid (PZA) funguje jako prekurzor, ktery je aktivovan na aktivni kyselinu
pyrazinkarboxylovou (POA) pomoci enzymu pyrazinamidazy. PZA, jako jedno z mala
antituberkulotik, je schopen inhibovat rGst mykobakterii v dormantni fazi
(nereplikujicich se uvnitf makrofagl, kde je kyselejsi prostiedi). Je ucinny pii 1éCbe

latentni formy TBC. (Somoskovi, Parsons, Salfinger, 2001)
O mechanismu ucinku PZA se vedou spory a je k dispozici nékolik teorii.

Prvni, klasicka teorie uCinku PZA, je zalozena na pieruseni membranového
transportu. PZA ptrechdzi do mykobakteridlni buiiky pomoci pasivni diftize. Uvnitt
mykobakterie prob¢hne konverze PZA na uc¢innou latku kyselinu pyrazinkarboxylovou.
POA je vyloucena slabou efluxni pumpou pomoci pasivni ¢i aktivni difuze zpét
do makrofagu. Nicméné v kyselém extracelularnim prostiedi dochazi k protonizaci
pyrazinovych iontll a ty se zpét dostavaji do mykobakteridlni cytoplazmy. Dochazi
k akumulaci téchto iontl uvnitf. Akumulace ma za nésledek poruchu membranovych
transportnich mechanismil a v kone¢ném dusledku poskozeni cel¢ bunky. (Palomino

a Martin, 2014; Zhang ef al., 2013)

Mira aktivity PZA silné€ souvisi s pH mikroprostfedi mykobakterii, pficemz aktivita
PZA se zvySuje s niz§im pH. Baktericidni aktivita je nejvétsi, kdyZ jsou mykobakteridlni

energetické zdroje na nizké urovni.

Dalsi studie navrhly novy mechanismus uc¢inku, kde PZA narusuje biosyntézu
mastnych kyselin a metabolismus fosfatu jako kompetitivni inhibitor. SoutéZzi s NADPH
o vazebné misto FAS I (syntdza mastnych kyselin I). Studie FAS-I jako moZného cile
PZA jsou sporné, jelikoz byly pouzity extrémné vysoké koncentrace PZA, které jsou

nad fyziologickymi koncentracemi. (Zhang et al., 2013)
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Obrazek 16 Mechanismus ucinku PZA
(Zdroj: Zhang et al., 2013)

Pozd€ji byl identifikovan dalSi mechanismus ucinku, kde PZA inhibuje
trans-translaci. U mykobakterii ma PZA za cil ribozomadlni protein S1 (RpsA) zapojeny
do trans-translace. Trans-translace je dulezitou kontrolni soucasti u bakterii. Zajist'uje,
ze proteiny jsou syntetizovany navzdory transkripénim chybam jako je poSkozeni
mRNA, transla¢ni posuny tripletd atd. Trans-translace je dulezity proces pro pieziti

mykobakterii. (Zhang et al., 2013; Keiler, 2008)

V poslednich studiich byl identifikovan novy gen panD kodujici aspartat
dekarboxylazu. Gen se podili na syntéze B-alaninu, ktery je prekurzorem biosyntézy
panthotendtu a koenzymu A. Je pravdépodobné, ze gen panD je cilem PZA, a ze vazba
POA na panD by mohla inhibovat syntézu panthotenatu a koenzymu A, coZ zplsobuje

poruchu metabolismu mykobakterii. (Zhang et al., 2013)

Z farmakologické hlediska se PZA resorbuje velmi dobfe. Metabolizace probiha
v jatrech, vylucuje se ledvinami. Mezi jeho neZadouci u€inky patii hepatotoxicita, dna
(diky snizeni tubularni sekrece kyseliny mocové), potize s travenim, zavraté, erytém.

(Rozsypal, 2011; Pubchem)
Pti pouziti spolu s RFM se doba 1é¢by zkrati z 1 roku na 6 mésic.
Dévkovani je 400 mg ve formé tablety, 30 mg/ml perordlni tekutiny, 150 mg

dispergovatelné tablety. (WHO, 2019)
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Ethambutol

Dusikaty alkohol
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ethambutol
Ethambutol piisobi baktericidné. Narusuje biosyntézu arabinogalaktanu, hlavniho

polysacharidu mykobakteridlni bunécné stény. Pusobi na intracelularné ulozené
mykobakterie. Jeho resorpce je dobrd, vaze se na erytrocyty, je rychle distribuovan,
vylucuje se ledvinami. NeZadoucimi uCinky mohou byt retrobulbarni neuritida s
poruchami vidéni a poruchami barvocitu, travici problémy, bolesti hlavy, alergie,

leukopenie. (Rozsypal 2011; Pubchem)

Déavkovani je 100-400 mg ve formé tablety, 25 mg/ml peroralni tekutiny, 100 mg
dispergovatelné tablety. (WHO, 2019)

Rifampicin

Chemicky patii mezi rifamyciny, semisyntetickd antibiotika ziskana
z mikroorganismit Amycolatopsis mediterranei a Streptomyces mediterranei. (Scholar

a Pratt, 2000)

rifampicin

Rifampicin je velmi efektivni pii 1écbé tuberkul6zy. Inhibuje syntézu RNA vazbou
na beta podjednotku DNA-dependentni RNA polymerdzy. Dojde k blokaci RNA
transkripce. Rifampicin musi byt vzdy podavan spolu s jinym lé¢ivem proti TBC, aby se
zabranilo pfipadné rezistenci. Rifampicin je velmi dobife vstiebavan v GIT.

Je metabolizovan v jatrech deacetylaci. (Scholar a Pratt, 2000)
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Rifampicin je obvykle dobfe snasen. OvSsem jeho nezaddoucimi u¢inky mohou byt
nechutenstvi, prijem, bolesti zaludku. Tyto t¢inky mohou byt zmirnény, kdyz se 1¢k uzije
spolu sjidlem ¢i bezprosttedné po jidle. Dalsim nezddoucim ucinkem muze byt

nacervenald barva moci, potu, sputa, slin a slz. (Pubchem)

Davkovani je 20 mg/ml ve formé peroralni tekutiny nebo 150-300 mg ve formé

tuhych peroralnich ptipravkt. (WHO, 2019)

Rifabutin a rifapentin

Tato 1éCiva se fadi mezi nové rifamyciny/ansamyciny a povazuji se tak
za antituberkulotika 1. linie.

Uziti rifabutinu se indikuje u pacientti s HIV infekci, ktefi souCasné uzivaji taky
antivirotické l1éky, a tim je u nich sniZzen potencia¢ni G€inek v inhibici enzymu CYP450.
Rifapentin spolu s isoniazidem uzivaji n€kteti pacienti v pokracovaci fazi 1é€by TBC.

(Solovi¢, 2019)

Dévkovani pro rifabutin je ve form¢ tuhého peroralniho ptipravku 150 mg, a to

pouze pro HIV pozitivni pacienty, ktefi uzivaji inhibitory protedzy. (WHO, 2019)

Dévkovani pro rifapentin je 150 mg ve form¢ tablety. Je uren pouze pro 1écbu
latentni TBC. (WHO, 2019)

Streptomycin

Streptomycin se fadi mezi Sirokospektra aminoglykosidova ATB. Je ziskavan

z aktinomycet Streptomyces griseus. Plisobi baktericidng. Jeho Gcinek je zplsoben tim,

.....

pii proteosyntéze. (Drugbank.ca; Pubchem)
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streptomycin
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Nezddoucim ucinkem mulze byt ototoxicita. Po podidni mulze nasledovat
vestibularni 1 sluchova dysfunkce. Tomuto lze piedejit vhodnym monitorovanim
terapeutickych hladin 1é¢iva. Ddle je nutno ddvat pozor na nefrotoxicitu (proteinurie,

albuminurie) a sledovat funkci ledvin. (Solovi¢ a Vasakova, 2019)

Déavkovani je 1 g prasku na injekéni podani (per os podani neni mozné, jelikoz se

tak streptomycin Spatn¢ vsttebava). (Solovi¢ a Vasakova, 2019; WHO, 2019)

3.4.2 Antituberkulotika 2. linie

Léciva 2. linie nejsou tak u¢inna jako AT 1. linie nebo jsou toxiétéjsi. Radime mezi
n¢: aminoglykosidova injekéni antibiotika (amikacin, kanamycin), polypeptidova
antibiotika (kapreomycin, viomycin, enviomycin), fluorochinolony (moxifloxacin,
levofloxacin, ciprofloxacin), cykloserin, paraaminosalicylovou kyselinu. (Martinkova,

2018)

Amikacin, kanamycin

Amikacin a kanamycin se fadi mezi aminoglykosidova antibiotika a vyuzivaji se
jako Iéc¢iva 2. linie k 1é€bé TBC. Aplikuji se intravendzné a nejcastéji jsou vyuzity
pii 1é€be multirezistentni TBC. Tyto 1€éky se vazi na 16S rRNA v 30S malé ribozomalni

podjednotce a inhibuji syntézu proteinti u mykobakterii. (Sowajassatakul ez al., 2014)

U mykobakterii mtize nastat mutace v rss genu kodujici 16s RNA a to mize byt
pri¢inou mozné l€kové rezistence. Nezadoucimi u¢inky mohou byt nefrotoxicita,

ototoxicita. (Sowajassatakul et al., 2014)

Davkovani amikacinu je 100 mg-1 g pro injekéni podani. (WHO, 2019)

Kapreomycin, viomycin, enviomycin

Kapreomycin je cyklické, Sirokospektré, polypeptidové antibiotikum izolované
z bakterie Streptomyces capreolus. Vyuziva se jako sekundarni 1é¢ivo v terapii rezistentni
TBC vzdy v kombinaci s INH, EMB, RFM, PZA. Mechanismus ucinku je inhibice
syntézy proteini. Je spiSe bakteriostaticky nez bakteriocidni. Aplikace muze byt
intravendzni ¢i intramuskuldrni. Typickd davka byva 15 mg/kg/den po dobu 2 az
4 mésict. VedlejSimi G€inky mohou byt ototoxicita, nefrotoxicita. V soucasné dobé
se vyuzivad méng, misto né&j se voli spise streptomycin. (LiverTox: Capreomycin, 2014;
Akbergenov, Shcherbakov, Bottger, 2011)
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Kapreomycinu jsou strukturdlné i mechanismem pisobeni podobné viomycin

a enviomycin. (Akbergenov, Shcherbakov, Bottger, 2011)

Fluorochinolony
O O
F
| OH
RN
Rl
fluorochinolony

Fluorochinolonova antibiotika jsou velice vyznamnou skupinou 1é€iv pouzivanych
k 1é¢bé¢ TBC. Radi se sem: ciprofloxacin, ofloxacin, levofloxacin, gatifloxacin,
moxifloxacin, sitafloxacin. Nov¢jSi generace gatifloxacin a moxifloxacin ma nizsi
minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), neZ starsi levofloxacin, ciprofloxacin a ofloxacin.
(Ginsburg, 2003) Novodobym Sirokospektrym fluorochinolonem je sitafloxacin, ktery
zastavuje rust 1 téch mykobakterii, které jsou k ostatnim fluorochinolonim rezistentni.

(Kratky a Vinsova, 2010)

Mechanismem ucinku fluorochinolonii je inhibice replikace a transkripce DNA
mykobakterii ptes topoizomerazu IV a DNA gyrazu (topoizomerazu II). Aplikace téchto
ATB muze byt peroralni ¢1 intraven6zni. Moznymi nezadoucimi u¢inky mohou byt GIT
obtize, bolesti hlavy, zavrate, synkopa, ospalost, zanét Slachy.

(Ginsburg, Grosset, Bishai, 2003)

Paraaminosalicylova kyselina
O
OH
HoN OH

paraaminosalicylova kyselina

Paraaminosalicylova kyselina (PAS) se vyuziva k 1écbé TBC vice nez 60 let.
Zpocatku byla PAS zatfazena mezi AT 1. linie, ale po zavedeni novych AT se dostala

do 2. linie a vyuziva se v ptipadech rezistence M. tuberculosis. (Donald a Diacon, 2015)
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PAS pusobi bakteriostaticky a funguje jako prolécivo, které se aktivuje pomoci
enzymil dihydrofolatsyntazy a dihydropteroatsyntdzy konvertujici PAS na antimetabolit
hydroxyl-dihydrofolat. Ten poté inhibuje dihydrofolatreduktazu. (Zheng et al., 2013)

Mozné nezédouci u¢inky mohou byt GIT obtize, hepatitida, hypofunkce Stitné
zlazy.

PAS je jednim z poslednich zbyvajicich dostupnych 1ékti k 1écbé extenzivné-
rezistentni tuberkuldzy (XDR-TBC). Vyznamné pozitivni vysledky nese 1é€ba PAS spolu
se streptomycinem. V souCasnych lécebnych rezimech XDR-TBC je doporuceno
davkovani 8-12 g 2-3x denné. Lék je ve formé granuli k perordlnimu pouziti. Nyni
se nove vyuziva lékova forma s postupnym uvoliiovanim, a proto je mozné zménit davku

na jednou denné¢. (Donald a Diacon, 2015)

H
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Cykloserin

Cykloserin byl objeven jako sekundarni metabolit Streptomyces orchidaceus v roce
1954. Cykloserin patii k AT 2. linie, jehoz hlavni lohou je 1é¢ba multirezistentni TBC.
Mechanismus uc¢inku je inhibice syntézy peptidoglykanu.

U cykloserinu je nebezpe¢nym nezadoucim ucinkem neuropsychicka toxicita, s niz
se setkava az 50 % pacientd. (Deshpande et al., 2018)

Dévkovani cykloserinu je 125-250 mg ve formé pevného peroralniho piipravku

(WHO, 2019)

3.4.3 Nové zavedena antituberkulotika

Bedachilin

Bedachilin byl vyvinut pfi vyzkumu lé¢iv proti MDR-TB. Bedachilin patii do nové
skupiny ATB tzv. diarylchinolind. V Evropé¢ ziskal osv&dceni v roce 2014. Stale vSak
probihaji studie III. faze testovani, vysledky jsou ocekavany v roce 2020. (Benes, 2018;
WHO, 2019)
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Molekula 1éciva obsahuje n€kolik aromatickych kruhii. Mechanismus jeho u¢inku
spoc¢iva v blokaci mykobakteridlniho enzymu, ktery vytvaii ATP (ATP syntaza). Psobi
tak baktericidné na replikujici se mykobakterie ¢i na nereplikujici se klidové formy.
Bedachilin je u¢inné 1éCivo 1 na netuberkuldozni mykobakterie vcetné M. leprae.

(Souckova a Ruzsikova, 2016; Benes, 2018)

100 mg bedachilinu ve formé tablet se uziva od 6 let véku. (WHO, 2019)

Delamanid

Delamanid jako derivat dihydronitroimidazoxazolu patfi do  skupiny
nitroimidazolovych ATB. Tento novy Iék pro dospélé pacienty s MDR-TB byl v Evropé
podminéné schvalen v roce 2014 na zakladé¢ vysledku studie II. faze. Nyni stale probihaji
studie IIl. faze, a to predevSim peroralniho podavani delamanidu a 1écby détskych
pacientll. V neposledni fad¢ se planuji studie, které se zabyvaji pouzitim delamanidu jako

prevence pii kontaktu s osobami s MDR-TB. (Xavier a Lakshmanan, 2014; WHO, 2019)

Mechanismus jeho ucinku je inhibice syntézy kyseliny methoxy-mykolové
a kyseliny keto-mykolové. Obé tyto slozky jsou pfitomné v bunécné sténé mykobakterii.
Delamanid je prolécivo, které se aktivuje enzymem deazaflavin-dependentni
nitroreduktazou. Reaktivni meziproduktovy metabolit, vytvoieny mezi delamanidovym
a desnitroimidazooxazolovym derivatem, ma dualezitou roli pti inhibici produkce kyseliny

mykolové.

Preklinické a klinické studie ukazuji, Ze delamanid mé vysokou ucinnost, nizké
riziko 1€ékovych interakci a dobrou sndSenlivost. Na rozdil od 1é¢iv 1. linie je doporuceno

uzivat delamanid s jidlem. (Xavier a Lakshmanan, 2014)

50 mg delamanidu ve formé tablet se uziva od 6 let véku. (WHO, 2019)

Pretomanid

Pretomanid (PA-824) patii mezi nitroimidazoxazinova antimykobakterialni 1é¢iva.
Vyuziva se v kombinaci s bedachilinem a linezolidem pfi terapii latentni TBC, MDR-TB
1 XDR-TB. Tento 1é¢ebny rezim nese nazev BPaL Je vyznamny pro specifickou populaci

dospélych pacientl. (Ramandeep et al., 2008; tballianace.org, 2019)

Sam pretomanid plsobi baktericidné. Nereplikujici se M. tuberculosis usmrti

pomoci uvoliiovani intraceluldrniho NO. (Ramandeep et al., 2008)

41



Mozné nezadouci ucinky mohou byt periferni neuropatie, akné, anémie, nauzea,

zvraceni, bolest hlavy, zvySeni jaternich enzymu, hypoglykémie.

Pti pouziti pretomanidu s bedachilinem a linezolidem doslo k hlaseni poskozeni
jater. Je nutno sledovat jaterni enzymy a ptiznaky. Pokud by doslo ke zvySeni hodnot

¢i poskozeni, je dulezité tento 1éCebny rezim pierusit. (tballianace.org, 2019)

3.4.4 Vyvoj novych léciv

V dnesni dob¢ 1é¢ebné rezimy TBC vyzaduji kombinaci vice 1€kt najednou, 1écba
je dlouhd a pomérné slozita. Objevuji se toxické vedlejsi uCinky, je omezend dostupnost
AT 2. linie a AT pro détské pacienty. Komplikovana je rovnéz 1écba pacientii s HIV
infekci, u nichz mohou nastat 1ékové interakce mezi AT a antiretrovirovymi lé¢ivy. Miize
dojit ke kumulaci toxickych ucinki a vzniku zanétlivého syndromu imunitni rekonstituce.
U téchto pacient s HIV je naléhava potfeba novych 1é¢iv, které jsou ucinné;si, cenove

dostupné;jsi a s nizsi toxicitou. (Yuan a Sampson, 2018)

3.4.4.1 Historie vyvoje novych léciv

S dostupnosti celého genomu M. tuberculosis vroce 1998 byl vyvoj novych
antituberkulotik na vzestupu. Vyvoj se zacal zamétovat na vybér vhodnych inhibitort,
kter¢ by blokovaly aktivitu dilezitych enzymi v metabolismu M. tuberculosis.
Proteinové cile byly purifikovany a krystalizovany a poté byla identifikovana vazebna
mista. Na zaklad¢ toho se navrhovaly inhibitory. Nicméné enzymatické testy testovaly
pouze inhibici in vitro izolovanych cilovych proteind. Tudiz nebyly zohlediovany
zakladni faktory jako je propustnost bunécné stény, metabolickd stabilita atd.
Pfi objevovani nové slouceniny bylo obtizné zahrnout tyto vlastnosti tak, aby byla
zachovana inhibi¢ni Ui€innost.

Poté¢ se vyvoj novych antituberkulotik zaméfil na fenotypové celobunécné
screeningy. VyuZivalo se testovani zaloZené na celych bunkach M. tuberculosis nebo
alternativaich M. tuberculosis v tekutém médiu in vitro. Nicméné cile inhibované
v kapalném médiu nemusi byt inhibované 1 v podminkéch in vivo. Proto byly navrzeny
novée kultivacni modely na zdkladé soucasného porozuméni mechanismim in vivo infekce
M. tuberculosis. Napodobovani prostiedi, ve kterém se M. tuberculosis vyskytuje, povede
k vEétsi uspesnosti pfi objevovani novych potencidlnich sloucenin. (Yuan a Sampson,

2018)
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3.4.4.2 Nové molekuly ve vyvoji

Proces vyvoje nového léCiva az po jeho registraci trvd v praméru 12-15 let.
V soucasné¢ dob¢ se v klinickych studiich faze 1., II., a IIl. nachdzi 23 novych

antituberkulotik. (WHO, 2019)

Klinické hodnoceni vyvoje nového 1éCiva probiha zpravidla ve IV. fazich.

(Souckova, Kostkova, Demlova, 2015)

V L fazi je 1éCivo podavano pouze zdravym dobrovolnikiim. Sleduje se tolerance
organismu na slouceninu, jeji farmakokinetika. V I. fazi se obvykle nehodnoti ti€¢innost
studovaného 1écCiva, ale zjiStuji se mozné nezddouci uinky. Zpocatku jsou podavany

velmi nizké davky, pozdéji dochazi ke zvySovani.

Ve II. fazi je 1€k podavan malému mnozstvi pfesné definovanych nemocnych
pacientli, kterym je 1éCivo indikovano. Jsou prokazovany lécebné UcCinky. ZjiStuje se
vhodna davka a bezpecnost 1éku. Sleduje se to, jakym zplisobem onemocnéni ovlivni

chovani 1éCiva v organismu.

Ve IIl. fazi je zapojeno vétsi mnozstvi pacientl (stovky az tisice), kdy ma byt na
takto vysokém poctu pacientll prokazana ucinnost léku a bezpecnost. Studie II1. faze

byvaji zpravidla:

- kontrolované: efekt studovaného 1éCiva je srovnavan s poddvanim tzv. placeba,
které je upraveno do stejné 1é¢ivé formy jako hodnocené 1é¢ivo, ale neobsazuje ucinnou

latku.

- randomizované: vybér pacienti do experimentidlni ¢i kontrolni skupiny
je ptifazovan pomoci metody ndhodného vybéru.

- zaslepené: pacient nevi, zda dostava Uc€inné léCivo, ¢i placebo. Pfi dvojité
zalepenych studiich, neni informovan pacient ani Iékar.

Po uspésném ukonceni studii L.-III. faze dochézi k registraci nového léciva.

Ve 1IV. fazi se pozorné¢ sleduji nezadouci ucinky, které vznikly pfi dlouhodobém
uzivani 1éku. Jedna se o poregistracni klinické hodnoceni. Zaroven se sleduji mozné
1ékové interakce. Eventudlné se realizuji dalsi klinicka testovani II1.b faze, kdy se zkousi

dalsi indikace 1€ku, nové 1écebné rezimy. (SUKL; Souckova, Kostkova, Demlova, 2015)
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Tabulka 3 Nové molekuly a lécebné reZimy ve vyvoji k srpnu 2019

BTZ-043 Telacebec (Q203) Bedachilin
Macozinon Delpazolid (LCB01-0371) Delamanid
GSK-3036656 SQ109 Pretomanid
OPC-167832 Sutezolid Klofazimin
TBA-7371 Linezolid (rozmezi davky) Vyssi davka rifampicinu

Bedachilin + delamanid +
linezolid + levofloxacin +
klofazimin (lé¢ba 6 mésicii

per os) nebo bedachilin +

SPR720 Nitazoxanid delamanid + linezolid +
klofazimin (Ié¢ba 6-9 mésicti
per os pro pre-XDR a
XDR-TB (test BEAT TB)
Bedachilin+ pretomanid +
Contezolid Bedachilin + delamanid

moxifloxacin + pyrazinamid

Delamanid + linezolid +

levofloxacin + pyrazinamid Bedachilin + pretomanid +
TBI-166 pro MDR-TB citlivou na linezolid (NiX-TB trial)
chinolony
Bedachilin + pretomanid +
TBI-223 Ctyfmésiéni 1é¢ba TB linezolid (ZeNix trial):

optimalizace linezolidu

(Zdroj: WHO, 2019)
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BTZ-043

BTZ-043 patii mezi benzothiazinony. Mechanismem ptisobeni této latky je inhibice
enzymu, ktery je dulezity pfi syntéze D-arabinofuran6zy. D-arabinofurandza je slozka,
ktera je pritomna v bunécné sténé¢ M. tuberculosis. V roce 2019 byla dokoncena 1. faze

testovani. (WHO, 2019)
Telacebec (Q203)

Q203 je imidazopyridin, ktery byl identifikovan pfes infikovany makrofag pomoci
celobunécného screeningu. Q203 inhibuje komplex cytochromu bcl a naruSuje
transportni fetézec pro transport elektronu pro ATP syntézu. Vykazuje silnou inhibici

replikujicich se mykobakterii. Nyni je ve II. fazi testovani. (Yuan, et a/, 2018)
$0109

SQ109 spada do tiidy 1é¢iv znamych jako ethylendiaminy. Byl objeven v USA
spolecnosti Sequella. Mechanismem jeho ucinku je inhibice membranového transportéru
MmpL3. Tim nedochazi k pfenosu monomykolatu trehal6zy do prostoru bunécéné stény,
kde by se me¢l spojit s arabinogalaktanem. Syntéza bunétné stény mykobakterii

je naruSena a dochézi k akumulaci trehal6zového monomykolatu. (Tahlan, 2012)

V roce 2017 byly dokonceny studie a 1é¢ivo bylo ptfidano do standardniho rezimu

v 1écbé MDR-TB v Rusku. V USA je stale ve II. fazi testovani. (WHO, 2019)
Contezolid (MRX-4/MRX-1)

MRX-4 je prolécivo contezolidu, nyni je testovano v I. fazi v USA. MRX-1
je oxazolidinové antibiotikum (chemicky podobné s linezolidem) uc¢inné proti

grampozitivnim patogentim. (WHO, 2019)
Delpazolid (LCB01-0371)

Delpazolid patii také mezi oxazolidinony. Latka byla vyvinuta spolecnosti
LegoChem BioSciences. V roce 2017 vstoupila do II. faze testovani v Koreji. (WHO,
2019)

GSK-3036656

GSK-3036656 patii do skupiny oxaborolu. Latku vyvinula spole¢nost
GlaxoSmithKline a v roce 2017 zacala I. faze testovani. (WHO, 2019)
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Macozinon

Macozinon (PBTZ169) je benzothiazinon vyvinuty spolecnosti Nearmedic Plus.

Ve Svycarsku bylo dokon&eno testovéni I. fize. (WHO, 2019)

OPC-167832

OPC-167832 je derivat karbostyrilu. Puasobi baktericidné proti rostoucim,
intracelularnim mykobakteriim. Byl prokazan velmi pfiznivy antituberkuloticky ucinek

OPC-167832 v kombinaci s delamanidem. (WHO, 2019)

SPR720

SPR720 je peroralni 1éCivo vyvinuté pro 1é€bu plicnich netuberkul6znich
mykobakterialnich infekci (komplex M. avium a M. abscessus). Potencidlni 1éCivo je

v 1. fazi testovani. (WHO, 2019)
Linezolid

Linezolid patii mezi oxazolidinony a ma silnou antituberkuldzni aktivitu. Byl
vyuzivan od roku 2006 pti 1écbé MDR-TBC i XDR-TBC. Linezolid ma vSak uzké
terapeutické okno a optimalni strategie uzivani neni dosud znama. Kromé toho byly
hlaseny vazné nezadouci ucinky, jako naptiklad neuropatie, hematologické problémy.

(Agyeman a Ofori-Asenso, 2016)

Bylo provedeno testovani II. faze, aby se vyhodnotila baktericidni aktivita,

bezpecnost, snasenlivost a predev§im farmakokinetika. (WHO, 2019)
Sutezolid (PNU-100480)

Sutezolid patii mezi oxazolidinony. Je analogem linezolidu. Studie prokazuji
baktericidni aktivitu. Pfi testovani na mysSich sutezolid oproti linezolidu zkracuje
standardni 1écbu o jeden mésic. Stejné jako linezolid neni ovlivnén mutacemi, které

udéluji rezistenci ke standardnim 1ékiim TBC. (WHO, 2019)

TBA-7371

TBA-7371 pusobi jako inhibitor enzymu DrpEl, ktery je dileZity pii syntéze
komponentli v bunééné sténé¢ mykobakterii. Ukéazalo se, ze toto 1é¢ivo je G€inné proti

kmentim rezistentnim na znama AT. Zatim je v . fazi testovani. (WHO, 2019)
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TBI-166

TBI-166 je riminofenazinova sloucenina. Jeji ucinnost je podobna klofaziminu.

I. faze testovani zacala v roce 2018 v Cing. (WHO, 2019)

TBI-223

TBI-223 je oxazolidinova sloucenina. Funguje jako inhibitor syntézy proteintl.

V USA probiha I. faze testovani. (WHO, 2019)
Nitazoxanid

Nitazoxanid (NTZ) je synteticky derivat nitrothiazolyl-salicylamidu. Tento 1€k je
pouzivany pii lécbé stfevnich protozodlnich infekci. Je levny, dostupny, dobie
tolerovany. Mechanismus ucinku NTZ proti M. tuberculosis spociva v naruSeni
membranového potencidlu a homeostazy. Cili pfesné proti mykobakteriim a zaroven
posiluje imunitni reakci hostitele. Zatim se nachazi ve II. fazi testovani.

(Harausz et al., 2016)
Klofazimin

Klofazimin je fenazinové (Cervené) barvivo. Je to siln¢ hydrofobni latka, ktera se
pouziva pii 1écbe lepry. Nicméné vykazuje také potencial pii 1écbé multirezistentni TBC.

Klofazimin je nyni ve III. fazi klinickych studii. (WHO, 2019)

3.5 Lékové rezistence

Ptirozena rezistence se tyka schopnosti biologického agens odoldvat aktivité
konkrétniho 1éCiva prostiednictvim vlastnich struktur ¢i funkcénich charakteristik.
M. tuberculosis mé ptirozené specificky slozenou bunéfnou sténu, kterd omezuje

propustnost, produkuje betalaktamazové enzymy a je schopna efluxu nékterych ATB.

Ziskana rezistence vznikd, kdyz mikroorganismus ziska schopnost odolavat 1é€ivu,
na které bylo dfive citlivé. U M. tuberculosis je zplisobena predevSim spontdnnimi

mutacemi gent. (Kolyva a Karakousis, 2012)

Nové dostupné informace, ziskané diky molekularni biologii a prectenim
kompletniho genomu M. tuberculosis, rozsitily vyznamné znalosti ohledné¢ mechanismi
vzniku rezistence na nejpouzivanéjsi antituberkulotika. Specifické genové mutace jsou

spojené s 1ékovou rezistenci. Kazdy rok se vyskytne nejméné 500 tisic novych MDR-TB
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ptipadui, z ¢asti se vyvine XDR-TB. Znalost molekuldrnich mechanismi ma vyznamny

vliv na rychlou detekci rezistence a zaroven na vyzkum novych cili 1é¢iv ve vyvoji.

Rezistence na rifampicin je zplusobena mutaci rpoB genu, ktery koduje -
podjednotku DNA-dependentni RNA-polymerazy, zodpovédnou za syntézu nukleovych
kyselin mykobakterii.

Rezistence na isoniazid je zpiisobena mutaci ve vice genech zaroven. Jednou z nich
je mutace katG genu, ktery koduje enzym katalaza-peroxidazu, ktery aktivuje isoniazid
na ucinnou latku. Nékteré druhy vykazuji mutaci v genu inh4, ktery kéduje NADH enoyl-

acyl-carrier-protein-reduktazu, jenz je zapojena do syntézy mykolovych kyselin.

Rezistence na ethambutol je nejCastéji v mutaci genu embB, ktery koduje enzym
arabinosyl transferazu, ¢imzZ dochazi k blokaci syntézy arabinogalaktanu, ktery se nachazi

v bunécné sténé M. tuberculosis.

Rezistence na fluorochinolony je zptisobend mutaci v gyr4 a gyrB genech, které

ovliviiuji enzym DNA gyréazu, na kterou fluorochinolony ptisobi.

Kanamycin a amikacin jsou antibiotika patfici mezi aminoglykosidy. Jejich
rezistence je zpusobena mutaci ve zméné struktury ribozomalni podjednotky 16S RNA
genu 77s, na kterou cili tyto aminoglykosidy a inhibuji tak proteosyntézu u mykobakterii.

(Solovi¢ a Vasakova, 2019)

3.5.1 Multirezistentni tuberkuléza (MDR-TB)

V poslednich desetiletich se neustdle zvySuje pocet pacientli infikovanych
multirezistentni M. tuberculosis. MDR-TB je vyvolana kmenem z Mycobacterium
tuberculosis ~ komplexu  rezistentnimu nejméné ke dvéma  nejucinnéjSim
antituberkulotikiim — isoniazidu a rifampicinu. Poprvé byla popsana vroce 1970.
Globaln¢ je touto multirezistentni formou TBC nakazeno 4,6 % pacientti. V nékterych
zemich jako Kazachstan, Moldavsko, Ukrajina zaujima MDR-TB 25 % nemocnych TBC.
(Lange et al., 2019)

Hlavnim divodem, pro€ tato rezistence vznikla, byla nevhodna volba 1€k (napf.
uzivani pouze jednoho léku, Spatné skladovaci podminky léku), chybna compliance
pacienta (napf. predCasné preruSeni 1écby, nedodrzeni spravného davkovani). Jinym
diivodem mohla byt genetickd mutace mykobakterii. V posledni dobé je pro Sifeni

rezistentnich forem hrozbou také zvySend migrace obyvatelstva. (WHO, 2018)
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Lécba téchto pacientli je prodlouzena (1 rok az nékolik let). K 1é¢bé se vyuzivaji
nové léky, napt. bedachilin nebo se znovu vyuziva 1écba linezolidem, klofaziminem,
meropenemem. Velmi dilezitou roli zde hraje testovani citlivosti na 1é¢iva. (Lange et al.,

2019)

V nékterych zemich je 1écba MDR-TB velice slozitd. Moznosti 1é¢by jsou financné
rezistence. WHO ma za cil urychlit testovani rezistence na AT a zavést kratSi a levnéjsi

1é¢ebné rezimy (WHO, 2018)

3.5.2 Rifampicin rezistentni tuberkuloza (RR-TB)

TBC rezistentni vic¢i rifampicinu (RR-TB) se vyskytuje nejcastéji v zemich
byvalého Sovétského svazu, Ciné a Indii. Lé¢ba RR-TB, stejné jako 16¢ba MDR-TB, byva
delsi, nakladnéjsi a zpravidla mnohem toxic¢t&j$i. V roce 2018 bylo piiblizné okolo ptl

milionu novych ptipadi RR-TB, z nichz 78 % bylo MDR-TB. (WHO, 2019)

3.5.3 Extenzivné rezistentni tuberkuléza (XDR-TB)

Jde o zévazny typ rezistence, kdy mykobakterie nejsou citlivé na nejucinngjsi
antituberkulotika z 1. linie (rifampicin a isoniazid) a navic nejsou citlivé ani na jedno
ze tii intravendzné aplikovanych antituberkulotik 2. linie (amikacin, kanamycin,
kapreomycin) a jedno z fluorochinolonovych antituberkulotik. Udava se, ze XDR-TB
tvotilo v roce 2018 6,2 % vSech nemocnych MDR-TB. Lécba nakazenych XDR-TB je
nakazenych. Pro dobrou prognézu je dilezité zachovani citlivosti kmene na kapreomycin.
V kombinaci s HIV infekei se jednd o smrtelné onemocnéni. (Homolka, 2016; Bartd,

2007, WHO, 2019)

3.5.4 Totalné rezistentni tuberkuléza (TDR-TB)

TDR-TB byla poprvé popsana v roce 2009. Mykobakterie prokazaly rezistenci
in vitro na vSechna AT prvni i druhé linie. Byly zahajeny studie, které zkoumaly na
bunécné a molekularni trovni izolaty mykobakterii TDR-TB. Prvni vysledky potvrdily
morfologickou variabilitu mykobakterii. Zna¢né ¢ast mykobakterii byla kulatého (35 %)
nebo ovalného (15 %) charakteru, ¢i né€kolikandsobné vétvené. Bunécnd sténa byla

vyrazné siln€j$i nez u izolatu MDR-TB. (Velayati, Farnia, Masjedi, 2013)
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WHO v soucasnosti pojem TDR-TB neuznava. Pojem totalné rezistentni TBC
je obecné srozumitelny, ale v klinické praxi je in vitro testovani citlivosti na vSechna
antituberkulotika technicky naro¢né. Konvencni testy citlivosti, které definuji MDR-TB
a XDR-TB byly dikladné prostudovany, ur¢eny vhodné metody a minimalni inhibi¢ni
koncentrace, které definuji rezistenci. Zaroven se zavedenim novych 1€¢iv na rezistentni
mykobakterie (bedachilin, delamanid) byla u kmeni TDR-TB zjisténa citlivost. (WHO,
Totally drug-resistant TB FAQ)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

In vitro testovani potencialnich antimykobakteridln¢ G€innych sloucenin na rychle
rostoucich kmenech rodu Mycobacterium probihalo na Katedie biologickych
a lékarskych véd na Farmaceutické fakult¢ UK v Hradci Kralové. Potencialni slouceniny
byly testovany pomoci mikrodilu¢ni bujénové metody v mikrotitraénich destickach
na zéklad¢ standardii CLSI a EUCAST. Organizace pro standardizaci CLSI i EUCAST

jsou celosvétove akceptované instituce s vysokou autoritou.

4.1 Mikrodiluéni bujonova metoda

Mikrodiluéni bujénovd metoda patii ke kvantitativnim metoddm stanoveni
citlivosti mikroorganismt k antimikrobidlnim latkdm. SlouZi ke stanoveni minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC). Hodnota MIC je definovana jako nejnizSi koncentrace
v ug/ml testované latky v bujonu, ktera viditeln€ inhibuje rast mykobakterii. Breakpoint
(hrani¢ni bod) v ug/ml kategorizuje, zda je mikroorganismus citlivy ¢i rezistentni. (Melter

a Malmgren, 2014)

Metodu Ize pIné automatizovat a standardizovat. Touto metodou lze otestovat
citlivost jednoho kmene k vice antimikrobidlnim latkdm soucasn¢ anebo vice kment

k jedné latce. Nevyhodou muze byt piipadna bakteridlni kontaminace.
EUCAST zavedla tii kategorie, v nichz kmen je klinicky:
e citlivy: potencidlni latka je G¢inna a je zde pravdépodobnost ispéchu 1€Cby
e rezistentni: potencidlni latka je neucinna a poskytuje vysokou pravdépodobnost
selhani 1écby
e intermedidrné rezistentni: uspéch 1écby potencialni latkou s danou aktivitou
nejisty. (Urbaskova, Zemli¢kova, Hrabak, 2010)

Testovani probihd v mikrotitra¢ni desticce, kterd obsahuje 96 jamek. K odhaleni
pfipadné kontaminace riistového média musi byt pfitomna negativni kontrola, ktera
obsahuje pouze bujon a nedochazi zde k rlstu mikroorganismu. Ddale je pfitomna
pozitivni kontrola bez testovanych antimikrobidlnich latek a slouZi ke kontrole ristu
kmene. Do ostatnich jamek se pfidava rastové médium a testované latky v riiznych

koncentracich. Testované latky jsou fedény geometrickou fadou (dvojkové fedéni).
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4.2 Testované kmeny

Pro testovani byly vyuzity kmeny Mycobacterium smegmatis DSM 43465 (ATCC
607) a Mycobacterium aurum DSM 43999 (ATCC 23366) znémecké sbirky

mikroorganismut a bunéénych kultur (DSM, Braunschweig, Némecko).

4.2.1 Mpycobacterium smegmatis

M. smegmatis je acidorezistentni, aerobni, rychle rostouci, nepatogenni nebo ziidka
patogenni mykobakterie. Nejcasteji se vyskytuje ve formé biofilmu v pid¢, ve vodé a na
rostlindch. Rovnéz ji muzeme najit bézné v okolnim prostiedi a béhem zpracovani
a testovani vzorkd mize dochazet ke vzniku kontaminace. (Xu et al., 2013; Etienne et al.,

2005)

M. smegmatis predstavuje vyborny modelovy organismus pro studium
mykobakterii, pfedev§im z hlediska nepatogenity, rustovych vlastnosti a genetické

vybavy. Siroce se vyuziva pro testovani antituberkulotik a jejich rezistence. (Hentschel,

2017)

U imunosuprimovanych pacienti miaze M. smegmatis vyvolat infekce kiize, napt.

chronickou celulitidu s tvorbou pistéle. (Xu et al., 2013)

Obrazek 17 Rust M. smegmatis na agaru Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich)
M. smegmatis tvoii kolonie zpravidla drsnéjsi, kruhovité bez pigmentace.
(Zdroj: PharmDr. Ondfej Jand'ourek, Ph.D.)
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4.2.2 Mpycobacterium aurum

M. aurum je acidorezistentni, rychle rostouci mykobakterie, kterd se obvykle
vyskytuje ve vlhkém prostiedi a velmi zfidka zptisobuje infekce u ¢lovéka. (Phelan et al.,

2015)

Na rozdil od jinych rychle rostoucich mykobakterii je M. aurum schopné prezivat
v makrofazich, a proto se vyuziva pro intracelularni screening 1é¢iv. Umoziuje nam tak
posoudit schopnost slouc¢enin pronikat pies bunéénou membranu a sledovat jejich
stabilitu uvnitf buniky. Za ucelem pochopeni molekularniho zakladu rezistence 1é¢iv byl

zmapovan genom M. aurum. (Phelan et al., 2015)

Bunécna sténa M. aurum obsahuje mykolové kyseliny, které se rovnéz vyskytuji
u M. tuberculosis, proto mezi nimi existuje podobnost v citlivosti na antimikrobialni
latky. Z divodu rychlého ristu a nizké patogenity se M. aurum s velkou oblibou pouziva

jako nahrada za vysoce patogenni M. tuberculosis pti testovani antimikrobidlni aktivity.

(Phelan et al., 2015)

Obrazek 18 Riist M. aurum na agaru Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich)
Kolonie M. aurum byvaji hladké a oranZové pigmentové.
(Zdroj: PharmDr. Ondfej Jand’ourek, Ph.D.)

4.3 Testované slouceniny

Z Katedry Farmaceutické chemie a Farmaceutické analyzy na Farmaceutické
fakult¢ UK v Hradci Kréalové byly do laboratote dodany testované slouceniny v pevné,

krystalické podobé. Dle pracovniho postupu (viz nize) byly navazené latky rozpustény.
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Tabulka 4 1. skupina testovanych ldatek —
5-alkylamino-N-(3-trifluormethyl)fenylpyrazin-2-karboxamidy

Kéd latky Vzorec Nazev
0]
N E 5-(hexylamino)-N-
WA_14 i Y N F (3-(trifluormethyl)fenyl)
AN SNNT N F pyrazin-2-karboxamid
H
O
N F 5-(pentylamino)-/N-
WA 15 JI Y N = (3-(trifluormethyl)fenyl)
SN N F pyrazin-2-karboxamid
H
O
AN N F 5-(heptylamino)-N-
WA 16 j ] H DF | (3-(trifluormethyl)feny1)
NN H N pyrazin-2-karboxamid
O
N F 5-(oktylamino)-N-
WA 17 JI Y N £ | ((trifluormethyl)fenyl)
NSNS F pyrazin-2-karboxamid
H
O
N SN F 5-(butylamino)-N-
WA_18 j J H DF (3~(trifluormethyl)fenyl)
N H N pyrazin-2-karboxamid
O
N F 5-(propylamino)-N-
WA 19 JI N = (3-(trifluormethyl)fenyl)
SN ON F pyrazin-2-karboxamid
H
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Tabulka 5 2. skupina testovanych ldatek —
5-alkylamino-N-(3-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy

Kéd latky

Vzorec

Nazev

WA 20

0]
N\ N
LR
—
/\/\/\N N
H

s

5-(hexylamino)-N-
(3-hydroxyfenyl)pyrazin-
2-karboxamid

WA 21

OH

0]
N ANy
j H
\/\/\/\ z
N~ N
H

5-(heptylamino)-N-
(3-hydroxyfenyl)pyrazin-
2-karboxamid

WA 22

OH

2 )
N\ N
JPA
\/\/\N N/
H

N-(3-hydroxyfenyl)-
5-(pentylamino)pyrazin-
2-karboxamid

WA 23

OH
2 0O
N
N N
J ]AH
—
/\/\/\/\N N
H

N-(3-hydroxyfenyl)-
5-(oktylamino)pyrazin-
2-karboxamid

WA 24

OH
£Nj)LN
| F
/\/\N N/
H

5-(butylamino)-N-
(3-hydroxyfenyl)pyrazin-
2-karboxamid

WA 25

OH

O /@
| H
H

N-(3-hydroxyfenyl)-
5-(propylamino)pyrazin-
2- karboxamid
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Tabulka 6 3. skupina testovanych ldatek —
5-alkylamino-N-(4-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy

Kad latky Vzorec Nazev

2-karboxamid

0 OH
N /©/ N-(4-hydroxyfenyl)-
WA 31 JI A H 5-(oktylamino)pyrazin-
S N N/
H

2-karboxamid

0 OH
N /©/ 5-(heptylamino)-N-
WA 32 JI N H (4-hydroxyfenyl)pyrazin-
SN N N/
H

2-karboxamid

o OH
N /©/ 5-(hexylamino)-N-
WA 33 JI N N (4-hydroxyfenyl)pyrazin-
SN N N/
H

2-karboxamid

0 OH
N /©/ N-(4-hydroxyfenyl)-
WA 34 JI N H 5-(pentylamino)pyrazin-
NN N N/
H

2-karboxamid

o OH
N /©/ 5-(butylamino)-N-
WA 35 JI N H (4-hydroxyfenyl)pyrazin-

2-karboxamid

o OH
N /©/ N-(4-hydroxyfenyl)-
WA 36 JI ~ H 5-propylamino)pyrazin-
~o N N/
H
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Tabulka 7 4. skupina testovanych ldatek —

5-alkylamino-N-(p-tolyl)pyrazin-2-karboxamidy

Kad latky Vzorec Nazev
o)
N 5-(oktylamino)-
WA 37 JI A ” N-(p-tolyl)pyrazin-
P U Ut Z 2-karboxamid
N N
H
O 5-(heptylamino)-
N N-(p-tolyl)pyrazin-
WA_38 i Y N 2-karboxamid
NN N N N/
H
o)
N 5-(hexylamino)-
WA 39 j Y N N-(p-tolyl)pyrazin-
P Ut z 2-karboxamid
N N
H
0]
N 5-(pentylamino)-
WA _40 JI N N-(p-tolyl)pyrazin-
SN 2-karboxamid
H
o)
N 5-(butylamino)-
WA 41 i Y N N-(p-tolyl)pyrazin-
NN ONT 2-karboxamid
H
0]
N 5-(propylamino)-
WA 42 N N-(p-tolyl)pyrazin-

2-karboxamid
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Tabulka 8 5. skupina testovanych ldatek —
5-alkylamino-N-(4-ethylfenyl)pyrazin-2-karboxamidy

Kad latky Vzorec Nazev
O
N N-(4-ethylfenyl)-
WA 43 JI A H 5-(oktylamino)pyrazin-
P U U z 2-karboxamid
N N
H
0]
N N-(4-ethylfenyl)-
WA 44 JI = ” 5-(heptylamino)pyrazin-
NN N Z 2-karboxamid
N N
H
O
N N-(4-ethylfenyl)-
WA 45 JI A H 5-(hexylamino)pyrazin-
NN Z 2-karboxamid
N N
H
0]
N N-(4-ethylfenyl)-
WA 46 /[ A H 5-(pentylamino)pyrazin-
SN N 2-karboxamid
H
O
N 5-(butylamino)-
WA 47 JI Y N N-(4-ethylfenyl)pyrazin
NN N/ -2-karboxamid
H
0]
N N-(4-ethylfenyl)-
WA 48 /[ = ” 5-(propylamino)pyrazin
SN N -2-karboxamid
H
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Tabulka 9 6. skupina testovanych ldatek —
5-alkylamino-N-(4-chlor-2-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy

Kéd latky

Vzorec

Nazev

WA 49

H I
N\ N
i H
~
H

N-(4-chlor-2-
hydroxyfenyl)-5-
(oktylamino)pyrazin-2-
karboxamid

WA 50

H I
N\ N
JI H
=
H

N-(4-chlor-2-
hydroxyfenyl)-5-
(heptylamino)pyrazin-2-
karboxamid

WA 51

HO o]
FLT
NNy
| H
N “
NN
H

N-(4-chlor-2-
hydroxyfenyl)-5-
(hexylamino)pyrazin-2-
karboxamid

WA 52

H I
N\ N
| H
H

N-(4-chlor-2-
hydroxyfenyl)-5-
(pentylamino)pyrazin-2-
karboxamid

WA 53

H |
i OJQ/C
| H
H

5-(butylamino)-N-(4-
chlor-2-hydroxyfenyl)
pyrazin-2-karboxamid

WA _54

H |
N\ N
L h
NN N/
H

N-(4-chlor-2-
hydroxyfenyl)-5-
(propylamino)pyrazin-
2-karboxamid
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Tabulka 10 7. skupina testovanych ldatek —
5-alkylamino-N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy

Koad

Vzorec

Nazev

WA_55

HO
LI
N
N N Cl
| H
/\/\/\/\ =
N N
H

N-(5-chlor-2-
hydroxyfenyl)-5-
(oktylamino)pyrazin-2-
karboxamid

WA 56

HO
i 1
N
N N Cl
| H
AN ~
N N
H

N-(5-chlor-2-
hydroxyfenyl)-5-
(heptylamino)pyrazin-2-
karboxamid

WA 57

HO
i 1
N
N N Cl
| H
NN 2
N N
H

N-(5-chlor-2-
hydroxyfenyl)-5-
(hexylamino)pyrazin-2-
karboxamid

WA 58

H
N
Oy
H

N-(5-chlor-2-
hydroxyfenyl)-5-
(pentylamino)pyrazin-2-
karboxamid

WA 59

H
11
£y w> e
| H
/\/\N N/
H

5-(butylamino)-N-(5-
chlor-2-
hydroxyfenyl)pyrazin-
2-karboxamid

WA_60

H
T 1
N\ N Cl
| H
~o N N/
H

N-(5-chlor-2-
hydroxyfenyl)-5-
(propylamino)pyrazin-
2-karboxamid
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Tabulka 11 8. skupina testovanych ldatek —

aminokyselinami N-substituované pyrazin-2-karboxamidy

Kad latky Vzorec Nazev
O3 .2
L 0TS i
4 2 K (3-oxoisoxazolidin-4-yl)
PC-DCS NM” 45 pyrazin-2-karboxamid
sNN,
6
4
5 N3 :
N H O methyl (pyrazin-2-
PC-DL-Ala-Me | A2 N karbonyl)alaninat
6 ~
N 510
)
°
3
1 O
N w210 2 ethyl (pyrazin-2-
PC-D-Ala-Et 6[ jz)J\H L[( Y karbonyl)-D-alaninat
5\ 3 o
4
3
1 O
2 .
PC.L-Ala.Et 6 N . szﬁw/ov ethyl (pyrazin-2-
[ _ H o 1 karbonyl)-L-alaninat
5 3
N
4
000
0O ¢ 0 : :
PC-D-Asp- )\/ I dimethyl (pyrazin-2-
diMe AN N C\O/ karbonyl)-D-aspartat
[
N
;\1] S-benzyl-N-(pyrazin-2-
PC-L-SBz-Cys 5[ X3 o S karbonyl)-L-cystein
N2 N
1
C)HO O
p
o o)
1, 3 P
(0] ; 570
PC-D-Glu- HN_ _O dimethyl (pyrazin-2-
diMe ) karbonyl)-D-glutamat
1N/ 3




PC-L-Glu-diEt

(@] (0]
1, 2 1
07 5507,
z 4
HN (0]
2
1N/ 3

diethyl (pyrazin-2-
karbonyl)-L-glutamat

methyl (pyrazin-2-

PC-D-Ile-Me T L2 0 karbonyl)-D-isoleucinat
N - | H\ \1
\r,K/N1 O
6
4
3 Q 3 5 methyl (pyrazin-2-
PC-L-Ile-Me MNERFNEAN 0\1 karbonyl)-L-isoleucinat
- H
5\ N.] 0]
6
s
; O 3¢ methyl (pyrazin-2-
PC-L-Met-Me 6 Ny SN2 1.0 karbonyl)-L-methioninat
5[ =3 !
N
4
o o
o ~ methyl (pyrazin-2-
PC-D-Thr-Me N N OH karbonyl)-D-threoninét
|
N H
N— O0°
W 3)—=OH methyl (pyrazin-2-
PC-L-Thr-Me N HN=2 karbonyl)-L-threoninat
1—=0
(0]
\
N
N
methyl O-(tert-butyl)-/N-
PC-D-OtBu- HN o (pyrazin-2-karbonyl)-
Thr-Me D-threoninat




ethyl (pyrazin-2-

PC-L-Trp-Et karbonyl)-L-tryptofanat
6 OH
4
0 1 3 methyl (pyrazin-2-
PC-D-Tyr-Me . 2, (2) karbonyl)-D-tyrosinat
N7 N
I
SK/N1 ; 0\1
6
5
. OH
4
, O L 3 ethyl (pyrazin-2-
PC-L-Tyr-Et N ¢ karbonyl)-L-tyrosinat
I
5 K/N 1 ; OW 1
6
2
4 .
PC-Obu-Ser- s N I O-benzyl-N-(pyrazIn-Z-
Me [ ~H o) karbonyl)-L-serin
6 N7 N f 3
1 1
HO O
I
. 0 9n2° methyl O-benzyl-N-
PC-Obz-L-Ser s N “2 0 (pyrazin-2-karbonyl)-
M2 N L-serinat
5 | “3 "
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Tabulka 12 9. skupina testovanych ldatek —

N-(5-chlorpyridin-2-yl) derivity acetamidit a benzamidii

Kad latky Vzorec Nazev
F O = cl
DAl F | N-(5-chlorpyridin-2-yl)-3-
' F H N (trifluormethyl)benzamid
|
D.AC NN N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-
' - H (dimethylamino)benzamid
N
|
Cl
X
DAE /©\)OL b N~(5-chlorpyridin-2-yl)-2-(3-
: ~0 N methoxyfenyl)acetamid
H
o _ Cl
| o
N N-(5-chlorpyridin-2-yl)-2-
D.BI H N methoxybenzamid
o~
o _ Cl
| N-(5-chlorpyridin-2-yl)-3
o S -(5-chlorpyridin-2-yl)-3-
D.Ql - \©)J\N N methoxybenzamid
o _ Cl
|
DR NN 4-(tert-butyl)-N-(5-
‘ H chlorpyridin-2-yl)benzamid
o) Cl
- X
DSl m N N=(5-chlorpyridin-2-yl)-2-(4-
' N~ NF methoxyfenyl)acetamid
H
F Cl
X
- m N N-(5-chlorpyridin-2-yl)-2-(4-
’ N = fluorofenyl)acetamid
H
Cl Cl .
O N°X N-(5-chlorpyridin-2-yl)-2-(4-
D.X N | _ chlorfenyl)acetamid
H
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Tabulka 13 10. skupina testovanych latek —
N-(6-chlorpyridin-2-yl) derivity acetamidit a benzamidii

Kod latky Vzorec Nazev
() 7
DAA | N-(6-chlorpyridin-2-yl)-2-
' H N~ °Cl fenylacetamid
) = |
D.AB NENY Cl 4-(tert-butyl)-N-(6-
’ H chlorpyridin-2-yl)benzamid
) = |
N N-(6-chlorpyridin-2-yl)-4-
bl \/©)L H N™ Cl ethylbenzamid
0] = |
N N-(6-chlorpyridin-2-yl)-2-
D-El ” N- Cl methoxybenzamid
o~
) = |
0 N N-(6-chlorpyridin-2-yl)-3-
DGl - \©)J\” N™ ~Cl methoxybenzamid
E F ) = |
> N-(6-chlorpyridin-2-yl)-3-
D.HI FXG)LH N~ ~Cl (trifluormethyl)benzamid
cl 0] = 1
D.W | N-(6-chlorpyridin-2-yl)-2-
' NN >l (4-chlorfenyl)acetamid
H
-0 o ¢ .
DY | N-(6-chlorpyridin-2-yl1)-2-(4-
' N™ N Cl methoxyfenyl)acetamid
H
F 0 Z
. \©\)L | N-(6-chlorpyridin-2-yl)-2-(4-
’ NN el fluorfenyl)acetamid
H
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4.4 Standardy antituberkulotik
Pro testovani byly vyuzity standardy: rifampicin, isoniazid a ciprofloxacin.

Tabulka 14 Piehled standardn

Standard Vzorec
RFM
@)
_ N NH;
INH | H
N
isoniazid
>y Y
AN
CIP | OH
F
O O
ciprofloxacin
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4.5 Pracovni material

e Technické pomiicky
- mikropipety (Eppendorf, Hamburk, Némecko; Socorex, Ecublens, Svycarsko)
- multikanalové pipety (Eppendorf, Hamburk, Némecko)
- laboratorni $picky (Eppendorf, Hamburk, Némecko)
- mikrotitraéni desti¢ky (Gamedium, Jesenice, Ceska republika)
- eppendortky (Brandt, Wertheim, Némecko)
- zkumavky (Gamedium, Jesenice, Ceské republika)
- stojanky na zkumavky a eppendorfky
- korytka
e Pristrojové vybaveni
- laminarni box (ESCO, Pensylvanie, USA)
- analytické vahy (Kern, Balingen, Némecko)
- centrifuga (Hettich Rotanta, Némecko)
- denzitometr (Biosan Ltd., Riga, LotySsko)
- termostat (Binder, Tuttlingen, Némecko)

- vortex (IKA, Staufen, Némecko)

¢ Chemikalie
- bujon Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)
- OADC suplement (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Bombaj, Indie)
- glycerol (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)
- ciprofloxacin (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)
- rifampicin (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)
- isoniazid (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)
- sterilni H,O (Ardeapharma, a.s., Sevétin, Ceska republika)
- sodné st resazurinu (Acros Organics, Geel, Belgie)
- dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)

- Tween 80 (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)
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4.6 Postup testovani

4.6.1 Priprava latek

Chemické latky s potencidlni antituberkulotickou aktivitou dodané z Katedry
Farmaceutické chemie a Farmaceutické analyzy s uvedenou navazkou se rozpusti ve
vypocitaném mnozstvi DMSO, podle vztahu tak, abychom dosahli koncentrace

20 mg/ml:
hmotnost latky (mg) x 50 = ? ul DMSO

Takto vznikly roztok se diukladné promicha na vortexu do tplného rozpusténi,
pfipadné do vzniku homogenni suspenze. Jestlize jsou potize s rozpusténim, latku
nafedime znovu stejnym objemem DMSO. Vysledna koncentrace latky vSak bude
o polovinu nizs$i (z 500 na 250, z 250 na 125 pg/ml). Toto fedéni v pfipadné
nerozpustnosti mizeme opakovat dale. Takto ptipravené slouCeniny lze uchovavat
v lednici po delsi dobu ¢i pii pokojové teploté cca tyden (napt. pro opakovani u icinnych

latek).

Stejnym zplisobem se fedi 1 standardy pro testovani, které je tfeba piipravovat vzdy

cerstvé pro kazdé testovani. Navazka se pohybuje okolo 5 mg.

Obrazek 19 Priprava ldatek
(Zdroj: autor préce)
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4.6.2 Priprava roztoku v bujonu

Z ptipravenych roztokt potencidlné antimykobakterialné ucinnych latek v DMSO
se odebere 50 ul a ptida se k 450 pl bujénu. Bujon Middlebrook 7H9 se ptipravuje
rozpusténim praskového zakladu bujonu v destilované/deionizované vode a pridanim

0,4 % glycerolu. Po sterilizaci se asepticky pfida 10 % OADC suplementu.

Pro standard isoniazid se rovnéz odebere 50 pl a dofedi se 450 pl bujonu. Pro

standardy ciprofloxacin a rifampicin se aplikuje vétsi fedéni z dtivodu nizsi MIC.
e RFM — 25 pl nafedéného roztoku + 2,475 ml bujonu

e CIP — 20 pl natfedéného roztoku + 980 ul DMSO - 25 ul nafedéného roztoku +
2,475 ml bujonu.

Takto nafedéné roztoky se musi dikladné promichat na vortexu. Ciprofloxacin se
v dané koncentraci v DMSO nerozpousti, a proto se pouzivd ve form& homogenni

suspenze.

4.6.3 Priprava desti¢ky

Ptiprava desticky zacina napipetovanim 250 pl sterilni vody do obvodovych jamek,
aby nedochazelo béhem inkubace k vysychani. Do sloupcti 2-9 a 11 se napipetuje 100 pl
bujonu Middlebrook 7H9 a do sloupce 10, ktery slouzi jako negativni kontrola, se
napipetuje 200 pl t€hoz bujonu.

Desticku je nutno fadné popsat typem testovanych latek, oznalit pozitivni
a negativni kontrolu a vpravo do dolniho rohu napsat kmen, ktery jsme pouzili na danou
desticku. V piipad¢ testovani vétSiho poctu sloucenin ve vicero dnech je nutné doplnit

1 datum testovani.

4.6.4 Pipetovani latek

Testované slou¢eniny a standardy rozpusténé v DMSO, nésledné ziedéné bujonem,
jsou v duplikatu napipetovany v objemu 100 pl do druhého sloupce na desti¢ce. Na jedné
desticce jsou tedy testovany tii latky.

Nésledné je vyuzito dvojkového fedéni: napipetované latky jsou dukladné

promichany s bujonem jiz pfipravenym v desticce. Poté je odebrano 100 pl, které se
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prenesou do dal$iho sloupce. Stejnym zptisobem se pokracuje az do sloupce 9. Z tohoto

sloupce se po promichani 100 pl odebere do odpadu.

Obrazek 20 Priprava mikrotitracni desticky
(Zdroj: autor préce)

4.6.5 Priprava suspenze

Suspenze je vytvofena inokulaci pfislusného mykobakteridlniho kmene
vykultivovaného na agaru Middlebrook 7H9 do bujonu a inkubaci pti 36 °C = 1 °C po
dobu 4 dnil. Takto vznikla suspenze je dale zcentrifugovdna. Bujon se slije a suspenze se

resuspenduje v cca 4 ml ¢erstvého bujonu.

Dale je zméfena optickd denzita na denzitometru. Pozadovana je hodnota 1,0 dle
McFarlanda (0,6 bujonu a 1,0 suspenze = 1,6 vysledna hodnota). V pfipadé nutnosti

se suspenze dale fedi pomoci bujonu.

Pracovni suspenze se piipravi nafedénim piedchozi suspenze bujonem v poméru

1:20. Pro testovani se pfipravuje 42 ml mykobakteridlni suspenze.
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Do kazdého sloupce mikrotitracni desticky obsahujiciho bujon se napipetuje 100 pl

suspenze kromé sloupce ¢islo 10, kde je negativni kontrola. Po pfidani suspenze

s mykobakteriemi dojde k vytvofeni finalnich koncentraci testovanych sloucenin, a to

500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81 23,91 ug/ml.

Tabulka 15 Schéma mikrotitracni desticky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
HO | HO | H,O | HbO | H,O | H.O | HoO | H,O | H,O | H,O | H.O | H.O
H,O | 500 | 250 | 125 | 62,5 | 31,25 | 15,63 | 7,81 | 3,91 | NK PK | H.O
H,O | 500 | 250 | 125 | 62,5 | 31,25 | 15,63 | 7,81 | 3,91 | NK PK | H.O
H,O | 500 | 250 | 125 | 62,5 | 31,25 | 15,63 | 7,81 | 3,91 | NK PK | H.O
H,O | 500 | 250 | 125 | 62,5 | 31,25 | 15,63 | 7,81 | 3,91 | NK PK | H.O
H,O | 500 | 250 | 125 | 62,5 | 31,25 | 15,63 | 7,81 | 3,91 | NK PK | H.O
H,O | 500 | 250 | 125 | 62,5 | 31,25 (15,63 | 7,81 | 3,91 | NK PK | H.O
HO | HO | HoO | H.O | H,O | H,O | HoO | H.O | H,O | H,O | HO | HoO

H>O — sterilni voda, NK — negativni kontrola, PK — pozitivni kontrola,
jamky 2-9: testované latky ve finalnich koncentracich od 500 pg/ml do 3,91 pg/ml.

4.6.6 Inkubace

Mikrotitracni desticky se dikladné zalepi prihlednou folii.

Vlozi se do termostatu, kde se ve tmé inkubuji pti 36 °C = 1 °C. Doba kultivace

byla urcena nariistem mykobakterii v kontrolni jamce. Inkubace destic¢ek s M. smegmatis

trva 2 dny a s M. aurum 3 dny.

4.6.7 Vyhodnoceni

Vyhodnoceni testovani probiha po uplynuti inkuba¢ni doby. Jednou z moznosti

je vizualni odecet, kdy se odecita posledni jamka bez zakalu, resp. prvni jamka se zdkalem

(hodnota MIC se vyskytuje nékde v tomto rozmezi). Dal$i moznosti hodnoceni je vyuZiti

indikatoru Alamar blue (sodnd stl resazurinu). Alamar blue je netoxické, redukéni

barvivo, které indikuje zivotaschopnost bun¢k. Vyuzivé ptirozenou redukcni schopnost

zivych bun€k ménit resazurin (modré nefluorescencni barvivo) na resorufin (rizové,

fluorescencni barvivo). (thermofisher.com)
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resazurin resorufin

Obrazek 21 pieména resazurinu na resorufin

o M. smegmatis

Po 2 dnech inkubace se desti¢ky zakapou indikatorem Alamar blue (jedna se 0,1%
vodny roztok resazurinu s piidavkem 5 % Tweenu 80). Alamar blue se pfida v objemu
20 upl do kazdé jamky kromé jamek s vodou. Po 2,5 hodinach se odecita MIC vizualné
a spektrofotometricky. Vizualné i spektrofotometricky je jako hodnota MIC povazovana

prvni jamka, kde dojde ke zmén€ modrého zbarveni na rizovofialové.
e M. aurum

Po 3 dnech inkubace se desticky zakapou 20 pl Alamar blue. Po 3-4 hodinach
se odecita MIC vizudlné a spektrofotometricky. Vizualné i spektrofotometricky je jako
hodnota MIC povaZzovdna prvni jamka, kde dojde ke zméné modrého zbarveni

na razovofialové.
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Obrazek 22 Ukazka antimykobakterialniho testovani pro standardy
Vysledky testovani standardi — INH, RFM, CIP.
Mikrotitracni desticka inkubovand s M. aurum. Vyuziti indikatoru Alamar Blue.
(Zdroj: autor prace)
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Obrazek 23 Ukazka antimykobakterialniho testovani pro latky
Vysledky testovani latek WA 38, WA 39, WA 40.
Mikrotitracni desticka inkubovana s M. aurum. Vyuziti indikatoru Alamar Blue.
(Zdroj: autor prace)
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5. VYSLEDKY

Bylo otestovano 79 latek. Vysledky testovani jsou shrnuty v tabulkach ¢. 16-25.
V tabulce €. 26 je uvedeno testovani standardu, které probihalo vzdy soucasné s kazdou
sérii latek.

Latky byly fedény dvojkovym fedénim. Jejich vysledna koncentrace
v mikrotitracni desti¢ce byla standardné od 500 pg/ml do 3,91 pg/ml. U nékterych latek
byl problém s rozpustnosti, tudiz se latky musely dale tedit v DMSO a vysledné

koncentrace se zménily. Pfipadna nutnost fedéni je uvedena v tabulkach v poznamce.

Hodnota MIC oznafend ,>* znamena, Ze dand latka neprokazuje zadny

antimykobakteridlni uc€inek ani ve své nejvyssi koncentraci.

Tabulka 16 Vysledky 1. skupiny testovanych ldatek -
5-alkylamino-N-(3-trifluormethyl)fenylpyrazin-2-karboxamidy

Oznaceni WA 14 | WA 15 | WA 16 | WA 17 | WA 18 | WA 19
MIC M. smegm. (ng/ml) il 1,56 >500 | =500 3,125 | =500
\Wiew v A (sl < 3,91 | 3,125 62,5 >500 6,25 >500
: od 50 od 50
poznamka wg/ml we/ml

V tabulce €. 16 jsou uvedeny vysledky 1. skupiny testovanych latek: 5-alkylamino-
N-(3-trifluormethyl)fenylpyrazin-2-karboxamidy. Latky s ozna¢enim WA 17 a WA 19
neprokazaly antimykobakterialni G¢innost. Latka WA 14 byla nelG¢innd v testovani
s M. smegmatis, ale u M. aurum latka vykazovala G¢innost v koncentraci mensi nez
a WA 18 byly vice nafedéné a zacinalo se s nejvyssi koncentraci 50 pg/ml, jelikoz se
jednalo uz o druhé testovani s témito latkami (v prvnim testovani vySla MIC mimo ramec
fedici fady <3,91 pg/ml). Latka WA 15 prokazovala G¢innost u obou kmenii a WA 18
také. U latky WA 16 byla prokazana ucinnost pii MIC 62,5 ug/ml u M. aurum.
U M. smegmatis byla latka WA 16 neucinna.

Tabulka 17 Vysledky 2. skupiny testovanych ldtek -
5-alkylamino-N-(3-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy

Oznadeni WA 20 | WA 21 | WA 22 | WA 23 | WA 24 | WA 25
WARAT (el =500 | 250 | >500 | 250 | =500 | =500
ARV > 500 | =500 | >500 | >500 | >500 | >500
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V tabulce ¢. 17 je uvedena 2. skupina testovanych latek: 5-alkylamino-N-(3-
hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy. Latky s oznatenim WA 20, WA 22, WA 24
a WA 25 neprokazaly antimykobakteridlni u¢innost u obou kmenii. Latky WA 21

a WA 23 prokézaly slabou ucinnost u M. smegmatis, pti hodnoté MIC 250 pg/ml.

Tabulka 18 Vysledky 3. skupiny testovanych ldtek -
5-alkylamino-N-(4-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy

Oznaceni WA 31 | WA 32 | WA 33 | WA 34 | WA 35 | WA 36
MIC M. smegm. (ng/ml) SR UNEEERE WA 250 31,25 | =500 | >500
WORVAIA Al > 250 | >500 | >500 | =500 | =500 | >500
poznamka 2x ted.

V tabulce €. 18 jsou uvedeny vysledky 3. skupiny testovanych latek: 5-alkylamino-
N-(4-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy. Jako antimykobakteridlné ucinné se jevi
latky WA 32 a WA 34 ukmene M. smegmatis s hodnotou MIC 31,25 ng/ml, u M. aurum
neprokazuji uc¢innost. Latka WA 33 je slabé ucinna v testovani viuci M. smegmatis
s MIC 250 pg/ml, u M. aurum vykazuje neu¢innost. Zadny Géinek neprokézaly latky
WA 31, WA 35, WA 36. Sloucenina WA 31 byla z divodu horsi rozpustnosti
nafedéna 2x.

Tabulka 19 Vysledky 4. skupiny testovanych ldtek -
5-alkylamino-N-(p-tolyl)pyrazin-2-karboxamidy

Oznaceni WA 37 | WA 38 | WA 39 | WA 40 | WA 41 | WA 42
WORVET P Tdn b >250 | >500 | =500 | =500 | =250 | 31,25
W ORE AR >250 | >500 | =500 | =500 | =250 | =500

poznamka 2x fed. 2x fed.

V tabulce ¢. 19 je uvedena 4. skupina testovanych latek: 5-alkylamino-N-(p-

tolyl)pyrazin-2-karboxamidy. Latka WA 42 je G€inna pii MIC 31,25 pg/ml v testovani s

M. smegmatis, s M. aurum nejevi u€innost. Latky s oznacenim WA 37, WA 38, WA 39,

WA 40, WA_41 neprokazaly antimykobakteridlni ii€innost u obou kmend.

Tabulka 20 Vysledky 5. skupiny testovanych ldtek -
5-alkylamino-N-(4-ethylfenyl)pyrazin-2-karboxamidy

Oznaceni WA 43 | WA 44 | WA 45 | WA 46 | WA 47 | WA 48
MIC M. smegm. (pg/ml) AL >500 | =500 | =500 | >500 7,81
W REA R > 500 | >500 | =500 | =500 | =500 | =500
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V tabulce ¢. 20 je uvedena 5. skupina testovanych latek: 5-alkylamino-N-(4-

ethylfenyl)pyrazin-2-karboxamidy. Latka WA 43 prokazuje slabou ucinnost

u M. smegmatis. Latka WA 48 prokazuje U¢innost pii MIC 7,81 pg/ml u kmene
M. smegmatis, u M. aurum je tato latka neu¢innd. Latky s oznacenim WA 44, WA 45,
WA 46, WA_47 neprokazaly antimykobakteridlni i€¢innost u obou kmeni.

Tabulka 21 Vysledky 6. skupiny testovanych ldtek -
5-alkylamino-N-(4-chlor-2-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy

Oznaceni WA 49 | WA 50 | WA 51 | WA 52 | WA 53 | WA 54
MIC M. smegm. (ng/ml) RS >500 | <391 | <391 | <391 | <391
MIC M. aurum (ng/ml) VRIS 31,25 | =500 | =500 500

V tabulce €. 21 je uvedena 6. skupina testovanych latek: 5-alkylamino-N-(4-chlor-
2-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy. Latka WA 49 prokazuje uc¢inek u M. smegmatis
pii MIC 7,81 pg/ml, u M. aurum neprokazuje zadny ucinek. Latka WA 51 se je G¢inna
pii testovani obou kment. U latek WA 51, WA 52, WA 53, WA 54 je zaznamenana
ucinnost pii MIC mensi nez 3,91 pg/ml v testovani s M. smegmatis, bylo by tfeba méfeni
zopakovat s vice nafedénymi latkami. S M. aurum jsou latky WA 52, WA 53, WA 54
neucinné.

Tabulka 22 Vysledky 7. skupiny testovanych latek -
5-alkylamino-N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy

Oznaceni WA 55 | WA 56 | WA 57 | WA 58 | WA 59 | WA 60
MIC M. smegm. (ug/ml) 250 31,25 | =500 | =500 3,91 <391
W ORE AR > 500 | >500 | =500 | =500 | =500 | =500

V tabulce €. 22 jsou uvedeny vysledky 7. skupiny testovanych latek: 5-alkylamino-
N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy. Latky WA 55, WA 56 a WA 59
vykazuji G¢innost pfi testovani vici M. smegmatis pti hodnotach MIC 250 pg/ml,
31,25 pg/ml a 3,91 pg/ml, viici M. aurum jsou neucinné. Latka WA 60 je u¢inna s MIC
mensi nez 3,91 pug/ml v testovani s M. smegmatis, bylo by tieba méteni opakovat s vice
nafedénou latkou. Antimykobakteridlni u¢inek nebyl zaznamenén u latek s oznacenim

WA 57, WA _58.
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Tabulka 23 Vysledky 8. skupiny testovanych ldtek -
aminokyselinami N-substituované pyrazin-2-karboxamidy

PC-DL- | PC-D- PC-L- Pfs_;_ PSCB_;“__

Ala-Me | Ala-Et | Ala-Et diMe Cys

MIC M. smegm. (ug/ml) >500 | =500 | =500 | >125 | >250
MIC M. aurum (pug/ml) >500 | =500 | =500 >125 >250
poznamka 4x fed. | 2x fed.
Pgl_L_ PC-D- PC-L- PC-L- PC-D-
dp; | Te-Me | TleMe | Met-Me | Thr-Me

1Et

MIC M. smegm. (ng/ml) >500 | =500 | =500 >500 | >500
MIC M. aurum (pg/ml) >500 | =500 | >500 >500 | >500

PE-D-| por | ped- | PeL- PC-

OBu- Il 1Bt | Tyr-Me | TyrBt || 208
Thr-Me Ser-Me

MIC M. smegm. (ng/ml) > 500 250 >500 | =500 | >500
MIC M. aurum (ng/ml) > 500 125 > 500 >500 | =500

MIC M. smegm. (ng/ml)

MIC M. aurum (ng/ml)

V tabulce ¢. 23 je uvedena 8. skupina testovanych latek: aminokyselinami
N-substituované pyrazin-2-karboxamidy. V této skupiné prokazuje antimykobakterialni
ucinek pouze latka PC-L-Trp-Et pii hodnotach MIC 250 ng/ml u M. smegmatis a
MIC 125 pg/ml u M. aurum. Nicméné tento Uc¢inek je ve srovnani se standardy prili§

slaby.

Ostatni latky z této skupiny nevykazuji G€inek. Slouc¢enina PC-D-Asp-diMe byla
velmi Spatné rozpustnd a bylo tfeba ji nafedit Ctyfnadsobné. Podobné i slouceninu

PC-L-SBz-Cys bylo tieba natfedit dvojnasobné.
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Tabulka 24 Vysledky 9. skupiny testovanych ldtek -
N-(5-chlorpyridin-2-yl) derivity acetamidit a benzamidii

D.A1 | D.AC | D.AE | D.BI D.Q1 DR
WRYE P (ednli . > 500 | >500 | >500 | 15,625 | 15,625 | >500
MIC M. aurum (ug/ml) RIS >500 | >500 >500 | =500 | =500
D.S1 D.T D.X
WGRER g i (iti il > 500 | >500 | >500
WGRE ARl > 500 | >500 | >500

V tabulce ¢. 24 je uvedena 9. skupina testovanych latek: N-(5-chlorpyridin-2-yl)

derivaty acetamidi a benzamidt. Latka D.A1 prokazuje u¢inek u M. aurum pii hodnoté

MIC 31,25 pg/ml.
s MIC 15,625 pg/ml.

antimykobakterialné aktivni u obou kment.

Tabulka 25 Vysledky 10. skupiny testovanych ldatek -
N-(6-chlorpyridin-2-yl) derivaty acetamidii a benzamidu

D.AA | D.AB | D.C1 D.E1 D.G1 D.H1
MIC M. smegm. (ng/ml) EEINA 3,125 125 62,5 62,5 15,625
MIC M. aurum (ng/ml) 62,5 >50 125 62,5 62,5 31,25
poznamka (;)tg/ri(l)
D.W DY D.z
WOREIIZ (el 15,625 | >500 | > 500
MIC M. aurum (ng/ml) EEIWAEEEESI] 250

Latky D.B1 a D.Q1 prokazuji uc¢inek u M. smegmatis

Litky D.AC, D.AE, D.R, D.SI, D.T, DX nejsou

V tabulce €. 25 je uvedena 10. skupina testovanych latek: N-(6-chlorpyridin-2-yl)
derivaty benzamidii a acetamidi. Nejucinnéjsi latky z 11. skupiny jsou D.HI a D.W.
Vykazuji antimykobakterialni aktivitu u obou kmeni, ktera je srovnatelna se standardy.
Utinek byl zaznamenam také u latek D.AA, D.C1, D.E1, D.G1. Latka D.AB ma
antimykobakterialni u¢inek v testovani s M. smegmatis, u M. aurum je neucinna. Latka

D.Z prokazuje slabou G¢innost pouze u M. aurum. Latka D.Y je neti¢inna.
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Tabulka 26 Vysledky testovani standardii

Testovani l. 2. 3. 4. 5.
INH INH INH INH INH
MIC M. smegm. (ug/ml) 7,81 15,625 15,625 7,81 7,81
MIC M. aurum (pug/ml) 3,91 3,91 3,91 3,91 7,81
RFM RFM RFM RFM RFM
MIC M. smegm. (ng/ml) 12,5 12,5 6,25 6,25 6,25
MIC M. aurum (pg/ml) 0,39 0,78 0,78 0,78 0,78
CIP CIP CIP CIP CIP
MIC M. smegm. (ng/ml) EEIKVPA 0,125 0,125 0,0625 0,0625
WO VANl 0,03125 | 0,03125 | 0,03125 0,0625 0,0625

V tabulce ¢. 26 je uvedeno testovani standardt: INH, RFM a CIP. Standardy slouzi
ke kontrole spravnosti testovani. Zaroven slouzi i k porovnani ti¢innosti ndmi testovanych

sloucenin a téchto standardu.

Finélni koncentrace standarda pii testovani byla pro INH v rozmezi od 500 do
3,91 pg/ml, RFM byl nafedény v koncentracich 50 az 0,39 pg/ml a CIP od 1 do
0,0078 pg/ml.

Testovani standardG probihalo vzdy soucasné s testovanim potencidlné
antimykobakterialn€ u€¢innych latek. V tabulce pozorujeme vysledné hodnoty standardd,
které se liSi maximalné o 1 jamku, coZ je v rdmci tolerance a ukazuje to na stabilitu

systému.
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6. DISKUSE

Tuberkul6za je infekéni onemocnéni zplisobené mykobakteriemi ze skupiny
Mycobacterium tuberculosis komplex. Kazdoro¢né na celém svété onemocni TBC okolo
10 miliont lidi a ptes 1 milion jich zemte. TBC se proto fadi dle WHO mezi 10 hlavnich
pric¢in Gamrti.

Nejvétsim problémem 1é€by TBC je narustajici vznik rezistence na soucasné
uzivana antituberkulotika. Kazdoro¢né se na svété vyskytne ptes 500 tisic novych piipada
MDR-TB (rezistence na isoniazid a rifampicin). Se vznikem rezistence jsou spojeny
pfedevsim genové mutace M. tuberculosis. Lécba rezistentnich forem TBC je zdlouhava,
finan¢n¢ naro¢nd a neni dostupna ve vSech oblastech svéta. Proto v soucasné dobé

dochazi k usilovnému vyvoji novych antituberkulotik.

Objev nového antituberkulotika zacind screeningem antimykobakteridlni aktivity
u neznamych latek na celych mykobakteriich. Tento screening se provadi in vitro za
piedem definovanych podminek. Proces vyvoje nového 1€¢iva az po jeho registraci trva
v pruméru 12-15 let. V soucasné dobé se 23 novych 1éciv proti TBC nachézi v riznych

fazich klinickych studii.

V ramci experimentalni ¢asti mé diplomové prace bylo pomoci mikrodilucni
bujonové metody otestovano celkem 79 latek s potencidlnim antimykobakterialnim
ucinkem.

Chemické slouceniny byly do laboratofe dodany v pevné, krystalické podobé
z Katedry Farmaceutické chemie a Farmaceutické analyzy na Farmaceutické fakulté¢ UK
v Hradci Kralové. Z chemického hlediska se jednalo o derivaty pyrazinu a derivaty

pyridinu. Pro lepsi orientaci byly testované latky rozdéleny dle podobnosti chemické

struktury do 10 skupin.

K testovani byly pouZity dva kmeny rychle rostoucich mykobakterii: M. smegmatis
a M. aurum. Jedna se o alternativni modelové organismy, které jsou oproti

M. tuberculosis obecné nepatogenni a maji krats$i generacni dobu.

Pti testovani celkové 22 latek z 79 prokazalo vyznamnou antimykobakterialni
aktivitu. Za vyznamnou uUc¢innost byla povazovana hodnota MIC 31,25 pg/ml a nize.
Zadny uginek neprokazalo 47 latek. Ostatni slou¢eniny mély antimykobakterialni Gi¢inek

mnohem slabsi ve srovnani se standardy.
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Dil¢im cilem mé diplomové prace byl pokus o predikci vztahii mezi strukturou a
aktivitou (SAR) testovanych latek a antimykobakteridlni aktivitou. O SAR se pokousim

v nasledujicich odstavcich.

Do 1. skupiny testovanych latek patii 5-alkylamino-N-(3-
trifluormethyl)fenylpyrazin-2-karboxamidy. Tyto latky spojuje substituent trifluormethyl
v poloze 3- na benzenovém jadie a navzajem se odliSuji délkou postranniho alkylového
fetézce v poloze 5- napyrazinovém kruhu (propyl- aZ oktyl-). Mezi ucinné latky
v testovani s obéma kmeny patii latka WA 15 (5-(pentylamino)-
N-(3-(trifluormethyl)fenyl)pyrazin-2-karboxamid) s MIC 1,56 pg/ml u M. smegmatis a
3,125 pg/ml u M. aurum a WA _18 (5-(butylamino)-N-(3-(trifluormethyl)fenyl)pyrazin-
2-karboxamid) s MIC 3,125 pg/ml u M. smegmatis a 6,25 pg/ml u M. aurum.

0
N\ N©\<F 0]
JI H F Ns N F
SN F JI ) H £ F
H /\/\H N

WA_15 WA_18

Antimykobakterialni aktivitu v testovani viici M. aurum prokézala i latka WA 14
(5-(hexylamino)-N-(3-(trifluormethyl)fenyl)pyrazin-2-karboxamid). = Tento  uCinek
nejspis souvisi se zvysenim lipofility diky hexylovému fetézci. MIC vsak bylo mensi

nez <3,91 ug/ml. M¢lo by se prejit k dalSimu testovani s vice nafedénou latkou, abychom

0
T
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N
A
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znali ptesnou hodnotu MIC.

WA_14

Obecné se trifluormethylova skupina povazuje za substituent, ktery zvySuje aktivitu
sloucenin. S tim se také ale Casto zvySuje toxicita, 1 kdyZ to nemusi byt vzdy 100%.
(Kratky et al., 2013). V této skupiné se projevil 1 vliv délky postranniho alkylového
fetézce. Aktivita rostla se vzrlstajicim poctem uhlikii a pravdépodobné eskalovala
s hexylovym fetézcem. Poté uz aktivita zaznamenana nebyla. Toto chovani je obecné
znamé a souvisi s lipofilitou, rozpustnosti a prostupem pies membrany, pfipadné to mize
souviset 1 s aktivnim mistem, kde by tyto latky mohly plsobit. Pokud by se jednalo napf.
o uzaviené aktivni misto enzymu, tak dlouhé fetézce mohou byt naopak prekazkou. Tyto

uvahy by se vSak mohly potvrdit az v pfipad€ zndmého mechanismu tucinku.
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Do 2. skupiny testovanych latek patii 5-alkylamino-N-(3-hydroxyfenyl)pyrazin-2-
karboxamidy. Latky maji v poloze 3- na benzenovém jadfe navazanou -OH skupinu
aruzn¢ dlouhy aminoalkylovy fetézec (propylamino- az oktylamino-) v poloze 5- na
pyrazinovém kruhu. Latky prokazuji velmi malou nebo zddnou antimykobakterialni

aktivitu. Z toho mize vyplyvat, Ze hydroxy skupina v poloze 3- neni vhodnou substituci.

Do 3. skupiny testovanych latek patii 5-alkylamino-N-(4-hydroxyfenyl)pyrazin-2-
karboxamidy. Oproti 2. skupin€ zde doSlo ke zméné€ navazani -OH skupiny z polohy 3-
do polohy 4- na benzenovém jadie. Rovnéz tyto latky maji rizn¢ dlouhy aminoalkylovy
fetézec (propylamino- az oktylamino-) v poloze 5- na pyrazinovém kruhu. Latky jsou
antimykobakterialn€ u¢inngjsi nez 2. skupina. Za u¢inné se daji povaZovat slouceniny
WA 32 (5-(heptylamino)-N-(4-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamid) a WA 34 (N-(4-
hydroxyfenyl)-5-(pentylamino)pyrazin-2-karboxamid) s MIC 31,25 pg/ml v testovani
sM. smegmatis. V testovani sM. aurum 74dnd latka ztéto skupiny nebyla
antimykobakteridlné aktivni. Lze tedy usoudit, ze zména polohy hydroxylové skupiny (a
potazmo elektronovych vlastnosti) zvysila antimykobakteridlni u¢inek. Délka alkylového

fetézce se jevi jako méné dulezita, vyhodny muze byt lichy pocet uhliki.

OH 0 QOH
e N
N N
N\ N JI /])kH
| ] H SN
SN SN N H
H WA_32 WA_34
Do 4. skupiny testovanych latek patii 5-alkylamino-N-(p-tolyl)pyrazin-2-
karboxamidy. Latky obsahuji methylovou skupinu v poloze 4- na benzenovém jadie a
riznou délku aminoalkylového fetézce (-propylamino az -oktylamino) v poloze 5- na
pyrazinovém kruhu. Jako antimykobakteridln€ ¢inna pii MIC 31,25 pg/ml se jevi latka
WA _ 42 (5-(propylamino)-N-(p-tolyl)pyrazin-2-karboxamid) v testovani s M. smegmatis.

X
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Do 5. skupiny se fadi testované latky 5-alkylamino-N-(4-ethylfenyl)pyrazin-2-

Ostatni latky jsou neti¢inné.

WA_42

karboxamidy. Navazani ethylu v poloze 4- na benzenovém jadie se zdd byt uspésné

v kombinaci s 5-propylamino fetézcem na pyrazinové kruhu. Latka WA 48 jako jedina
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ztéto skupiny prokazala antimykobakterialni wUcCinek v testovani s M. smegmatis
(MIC = 7,81 pg/ml). Pti srovnani této a predchozi skupiny latek se zda vyhodné umisténi
druhého alkylového fetézce v poloze 4- benzenového jadra. Prodlouzeni o 1 uhlik vedlo
ke zvySeni aktivity 4x. Mize to byt opét dano vyssi lipofilitou ¢i lepsim moznym

umisténim do aktivniho mista ptipadného enzymu.
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Do 6. skupiny testovanych latek patii 5-alkylamino-N-(4-chlor-2-
hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy. Latky maji ve 4- poloze navazan chlor
a v 2- poloze -OH skupinu na benzenovém jadie a rtizné¢ dlouhy aminoalkylovy fetézec
v poloze 5- na pyrazinovém kruhu. Pouziti t€chto substituenti benzenového jadra se dle
naSich vysledk jevi jako Gspé€sné. Antimykobakteridlni aktivitu prokéazalo 5 latek z 6, ale
pouze u kmene M. smegmatis. U M. aurum 0¢innost prokazala jen latka WA 51
s hexylaminovym fetézcem. Uginné v testovani s M. smegmatis byly latky s oktylamino-
, hexylamino-, pentylamino-,butylamino-, propylamino- fetézcem. U latek s hexylamino-
, pentylamino-, butylamino-, propylamino- fetézcem byla MIC niz§i nez 3,91 pg/ml,
tudiz by se mélo prejit k novému testovani s vice nafedénou latkou, abychom znali
piesnou hodnotu MIC. Jediny N-(4-chlor-2-hydroxyfenyl)-5-(heptylamino)pyrazin-2-
karboxamid nejevil antimykobakteridlni aktivitu. Z vySe wuvedeného vyplyva,
ze substituce 2-OH, 4-Cl je velice vyhodna. Atom chloru zvysuje lipofilitu, hydroxy
skupina umisténa v ortho poloze mad moznost tvofit vodikové vazby se sousedici
amidovou skupinou. I zde se ofekava vliv délky alkylového fetézce, s rostouci délkou
(tim paddem 1 lipofilitou) roste u¢inek sloucenin. Pro lepsi predikci by bylo vhodné urcit
ptesné MIC jak bylo zminéno vyse. Testovani by se mélo zopakovat i pro sloueninu

s heptylovym zbytkem, jelikoZ je nezvyklé, Ze by u jedné latky ucinek nebyl zadny.
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Do 7. skupiny testovanych latek patii 5-alkylamino-N-(5-chlor-2-
hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidy. Latky obsahuji také substituci chlorem, ale na
rozdil od 6. skupiny ho maji navdzany v poloze 5- na benzenovém jadfe.
Antimykobakteridlné¢ aktivni byly latky s propylamino- a butylamino- fetézcem
v testovani s M. smegmatis. SlouCenina s propylaminovym fetézcem meéla rovnéz
MIC <3,91 pg/ml, tudiz by se mélo prejit k novému testovani s vice nafedénou latkou,
abychom znali piesnou hodnotu MIC. Uginek pii MIC 31,25 pg/ml vykazovala latka
s heptylamino- feté¢zcem. Tyto vysledky ukazuji, Ze 1 zde je substituce vyhodna. Zména
polohy chloru vSak aktivitu mirné snizila, coz mize byt spojeno se sterickymi vlivy, které

toto usporadani mtize zpiisobovat.

e

WA_56 WA_59
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Pti shrnuti vysledka 5-alkylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamidi je patrné, Ze tyto
latky byly vice ucinné pfi testovani s kmenem M. smegmatis oproti M. aurum. M. aurum
vykazovala citlivost jen pfi testovani s latkami, které mély na svém benzenovém jadie
navazany trifluormethyl. Coz je obecné substituent zvySujici aktivitu, ale je tfeba brat
v potaz i mozZnou toxicitu. Mezi skupinu s nejvyznamnéj$i antimykobakterialni aktivitou
patii slouceniny obsahujici ve své molekule chlor a -OH skupinu, idedln¢ v uspotadani
4-Cl, 2-OH. Pfi dodate¢ném testovani by bylo mozno zhodnotit také vliv délky

alkylaminového fetézce.
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Syntéza téchto latek byla letos publikovana v odborném ¢lanku. (Ambrozkiewicz
et al., 2020). Latky byly v ramci této studie otestovany také s avirulentnim kmenem
M. tuberculosis (Mtb H37Ra). Antimykobakteridlné aktivni vici M. tuberculosis byly
latky: WA 15, WA 18, WA 19, WA 24, WA 25, WA 31, WA 32, WA 33, WA 34,
WA 35, WA 36, WA 38, WA 39, WA 42, WA 48, WA 51. Ztéchto vysledkt
vyplyva, ze vici M. tuberculosis byly nejvice u¢inné latky ze skupiny S-alkylamino-N-(4-
hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamidt, 5-alkylamino-N-(3-trifluormethyl)fenylpyrazin-
2-karboxamidt, S5-alkylamino-N-(p-tolyl)pyrazin-2-karboxamidt. V testovani miizeme
vidét rozdily mezi kmeny, jelikoZ nékteré tyto latky nebyly az tak Gc¢inné v testovani
s rychle rostoucimi kmeny M. aurum a M. smegmatis (ptedev$im slouceniny s 4-OH a
4-CHj3 substituci). Déle byla stanovena také cytotoxicita u nékterych z téchto latek na
bunécné linii HepG2 (bunky karcinomu jater). Vysokou cytotoxicitu prokazovaly latky:
WA 17, WA 32, WA 33 a WA 52. Latka WA 34 byla relativné netoxicka a latky
WA 35, WA 36 prokazovaly nizkou cytotoxicitu. Porovnani vSak neni soucasti této

diplomov¢ prace a blizsi vysledky Ize dohledat v uvedené publikaci.

Do 8. skupiny testovanych latek patii aminokyselinami N-substituované pyrazin-
2-karboxamidy. Vétsina téchto latek neprokazovala antimykobakterialni a¢innost u obou
kmenti. Pouze latka ethyl-(pyrazin-2-karbonyl)-L-tryptofanat prokazuje slabou t¢innost
u M. smegmatis pi1i MIC 250 ng/ml, u M. aurum je latka G¢inna pri MIC 125 pg/ml.

Nicméné ucinek je, ve srovnani s G¢inky standardu, zanedbatelny.

O Vo 2
4 3 O,
N=— HN! 1
2 NH
5 Q\; / 3 4 7a
6 e} 3a 7
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PC-L-Trp-Et 5 °

Syntéza téchto latek byla tento rok publikovana v odborném ¢lanku (Juhas ef al.,
2020). V této studii bylo popséno, jak hodnota pH ovlivituje MIC téchto latek. Lepsi
antimykobakterialni ii€innost té€chto latek byla u testovani s M. tuberculosis (Mtb H37Ra)
pii pH 6,0 nez pii pH 6,6, jak je poZadovano pii standardnim in vitro testovani aktivity
PZA/POA. Hodnota pH 6,0 se také nachdzi v makrofazich, kde se patogen
M. tuberculosis pti infekci nachdzi, coz testovani vice pfiblizuje realnym podminkam v
organismu. Tento vysledek byl o¢ekavatelny, jelikoZ tyto latky by po své aktivaci uvnitt

makrofaglh mély uvolnovat aktivni latku POA. To je 1 jednim se zdkladnich mechanismt
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ucinkd PZA, kde aktivita PZA roste s klesajicim pH a to klidn€ i o tfi fady. U rychle
rostoucich kmeni byl vliv pH na ucinek testovanych latek zanedbatelny.

Do 9. skupiny testovanych latek patii N-(5-chlorpyridin-2-yl) derivaty acetamidi
a benzamidl. Z této skupiny byly ucinné v testovani s M. smegmatis pii MIC
15,625 pg/ml latky D.B1 (N-(5-chlorpyridin-2-yl)-2-methoxybenzamid) a D.Q1 (N-(5-
chlorpyridin-2-yl)-3-methoxybenzamid). Ob¢ tyto latky maji ve své molekule substituci
methoxy skupinou na fenylovém jadte, coz miize podpofit antimykobakterialni uc¢inek.

[ atom chloru by mohl mit pozitivni vliv na antimykobakterialni G¢inek (viz ptedchozi

@fj\/ D.B1 \©)J\ D.Q1

V testovani s M. aurum byla antimykobakteriadlné u¢innd (MIC 31,25 pg/ml) latka

slouceniny).

D.A1 (N-(5-chlorpyridin-2-yl)-3-(trifluormethyl)benzamid), ktera ma ve své molekule

trifluormethyl v poloze 3- na fenylovém jadie.
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Do 10. skupiny testovanych latek patii N-(6-chlorpyridin-2-yl) derivaty acetamidt
a benzamidii. Pfitomnost 6-chlorpyridinu-2-yl ma nejspiSe vyznamny vliv na
antimykobakterialni G¢inek téchto sloucenin. Latky byly u obou kmenti ptiblizné€ stejné
ucinné. Nejucinnéjsi latky ztéto skupiny jsou D.H1 (N-(6-chlorpyridin-2-yl)-3-
(trifluormethyl)benzamid) a D.W. (N-(6-chlorpyridin-2-yl)-2-(4-chlorfenyl)acetamid)
s MIC 15,625 pg/ml u M. smegmatis a MIC 31,25 pg/ml u M. aurum.

S - |
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Latka D.AB (4-(tert-butyl)-N-(6-chlorpyridin-2-yl)benzamid) prokazala vyznamny
ucinek (MIC 3,125 pg/ml) v testovani s kmenem M. smegmatis.
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Slabsi t¢inek prokézala také latka D.AA (N-(6-chlorpyridin-2-yl)-2-fenylacetamid)
s MIC 31,25 pg/ml u M. smegmatis a 62,5 ng/ml u M. aurum.

D.AA

U ostatnich latek ztéto 10. skupiny (D.C1, D.E1, D.Gl) byl také prokazan

antimykobakteridlni u€inek, ale ve srovnani s u¢inky standardi je pfilis slaby.

Zda se, ze pro celou skupinu amidl a benzamida neni dilezita délka spojovaciho
fetézce mezi fenylovym a pyridinovym jadrem. Pro aktivitu jsou vyhodné substituce

chlorem, trifluormethylovou skupinou, pfip. tert-butylovou skupinou.

Na zavér tedy mizeme ziskané poznatky shrnout s tim, Ze dilezitym faktorem pro
ucinek je chemicka struktura a dalsi fyzikalné-chemické parametry, jako je napiiklad
lipofilita. Cim je latka vice lipofilni, tim 1épe pronika pies bund¢nou membranu
mykobakterii. Jako nejvyhodnéjsi substituent se jevi chlor (zvysSuje lipofilitu, je zde
patrny vliv pozice), trifluormethylovd skupina (obecné znama zvySovanim aktivity) a
piipadné hydroxy skupina (podili se na tvorbé vodikovych mustkii — inter i1 intra
molekulérnich). Dalsi vliv mize mit i délka alkylového fetézce, kterda miize ovlivnit

lipofilitu a zaroven sterické vlivy pro umisténi do aktivniho mista napt. enzymu.

Z vysledki testovani je patrné odlisna citlivost kment M. smegmatis a M. aurum k

testovanym latkam. K testovanym latkam byl citlivéjsi spiSe kmen M. smegmatis.

Déle by bylo vhodné brét na védomi, Ze testovani slouc¢enin probéhlo pouze jednou.
Abychom vyloucili chyby lidského faktoru ¢i dalSich vnéjsich vlivii, bylo by vhodné

testovani jesté jednou zopakovat.

Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralové se pomérné intenzivné
vénuje syntéze novych sloucenin a studiu jejich antimykobakteridlniho, antibakterialniho
a antifungalniho plisobeni. A tato diplomova prace malym dilem pfispiva k t€émto novym

poznatkim.
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7. ZAVER
e Vteoretické ¢asti mé diplomové praci byly prehledné prezentovany aktudlni

informace a znalosti o mykobakteriich, tuberkuléze a antituberkuloticich.

e Pomoci mikrodiluéni bujonové metody bylo otestovano 79 potencialné
antimykobakteridlné ucinnych latek na rychlerostoucich kmenech M. aurum a

M. smegmatis.
e 7 79 latek prokazovalo vyznamny antimykobakterialni u¢inek 22 latek.
e Antimykobakteridlni Gi€inek neprokazalo 47 latek.

e Testované latky byly dle chemické struktury rozdéleny do 10 skupin. Z nich byla
nejucinngjSich  skupina, ktera  obsahovala  5-alkylamino-N-(4-chlor-2-
hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamid jako zéklad své struktury. Nejméné ti¢innou

skupinou byly aminokyselinami N-substituované pyrazin-2-karboxamidy.

e NejvyhodnéjSimi substituenty, které zvySuji antimykobakteridlni aktivitu

sloucenin, se zdaji byt chlor, trifluormethyl a ptipadné hydroxy skupina.

e Testované latky byly citlivejsi spise k M. smegmatis nez k M. aurum.
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8. POUZITE ZKRATKY

AT

ATP
ATB
BCG
CIP
CLSI
CT
DMSO
DNA
EMB, E
EUCAST
FAS
FDC
GIT
[FN-y
IGRA
INH, H
MALDI
MIC
MDR-TB
mRNA
MTD
NADPH
(NF)-kB

NTM

antituberkulotikum

adenosintrifosfat

antibiotikum

Bacillus Calmette-Guérin (vakcina proti TBC)
ciprofloxacin

Clinical & Laboratory Standards Institute
pocitacova tomografie

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

etambutol

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
Fatty Acid Synthase (syntaza mastnych kyselin)
fixed-dose combination

gastrointestinalni trakt

interferon gama

Interferon Gamma Release Assay

isoniazid

matrix assisted laser desorption/ionization
minimalni inhibi¢ni koncentrace

multi-lékove rezistentni forma tuberkul6zy
mediatorova ribonukleova kyselina
Mycobacterium Tuberculosis Direct
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nukleérni faktor kappa B

netuberkul6ézni mykobakterie
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NTZ
OSN
PAS
POA
PCR
PPD
PZA, Z
RFM, R
rRNA
RR-TB
RTG
SAR
STM, S
TBC
TDR-TB
TLR
TOF
UK
WHO

XDR-TB

nitazoxanid

Organizace spojenych narodii

paraaminosalicylova kyselina

kyselina pyrazinkarboxylova

polymerazova fetézova reakce

purified protein derivatives

pyrazinamid

rifampicin

ribosomalni ribonukleova kyselina

rifampicin rezistentni tuberkul6za
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