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Nazev rigordzni prace: Derivaty pyrazinu jako potencialni léCiva

Tuberkuloza je infek&ni onemocnéni vyvolané bakterii Mycobacterium
tuberculosis. Jde o celosvétovy problém, kdy se jedna o nejCastéjSi pFiCinu
umrti na infekéni onemocnéni u lidi. Komplikaci 1éCby je vyskyt

multirezistentnich a extrémné rezistentnich kmenl. Syntéza novych latek se

Vv s

Prace je vénovana syntéze derivatu pyrazinu, kdy se vyuziva obména
pyrazinového cyklu pomoci riznych substituentd. Tato prace navazuje
na vyzkum, kterym se zabyva Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické

analyzy na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové dlouhodobé.

Pyrazinamid je antituberkulotikem 1. linie. Pfedchozi studie ukazaly,
Zze obména pyrazinového cyklu nebo substituce pyrazinu chlorem muze zvysit
antituberkulotickou a/nebo antifungalni aktivitu. V praci se vyuziva
aminodehalogenacni reakce, kdy se necha reagovat vychozi latka
2-chlorpyrazin se substituovanym benzylaminem v mikrovinném reaktoru.

Ziskaji se tak finalni produkty typu substituovanych N-benzylpyrazin-2-aminu.

K syntéze vybranych derivatd byl vyuzit mikrovinny reaktor. K separaci
vzniklych latek se pouzil preparativni chromatograf, pfistroj CombiFlash. Pevny
produkt byl ziskan pomoci vakuové odparky. TotoZznost nové nasyntetizovanych
derivatd byla ovéfena pomoci NMR spektroskopie na Katedie organické a
bioorganické chemie. Latky byly poté testovany na antibakterialni, antifungalni a
v neposledni fadé na antimykobakterialni aktivitu na Katedfe biologickych a
lékaFskych v&d (antibakterialni a antifungalni) a ve FN Hradec Kralové, Ustav

klinické mikrobiologie (antimykobakterialni).






Abstract
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Title of rigorous work: Pyrazine derivatives as a potential drugs

Tuberculosis is an infectious disease caused by Mycobacterium
tuberculosis. Tuberculosis is a global problem because it is the most common
cause of death among infectious diseases. The complication of therapy is
the rise of multiresistant and extremely resistant strains. The synthesis of novel

substances is focused to gain safer and active drugs.

This work is focused on the synthesis of pyrazine derivatives in which
substitution of pyrazine cycle with various substituents is used. It follows up
the research which is established at the Department of Pharmaceutical

Chemistry, Pharmaceutical Faculty in Hradec Kralové.

The pyrazinamide is the first line antituberculotic drug. The previous
studies proved that substitution of pyrazine ring with various substituents can
increase the antituberculotic and/or antifungal activity. In this work it is used
aminodehalogenation reaction, the 2-chloropyrazine, as a starting substance,
reacts with ring-substitued benzylamine in microwave reactor. In this way the

products like N-benzylpyrazine-2-amine are gained.

The microwave reactor for the synthesis of substances was used.
For separation it was used preparative chromatography, CombiFlash.
The solids were gained by recrystallization in vacuum evaporator. The identity
of new synthesized derivatives was proved by NMR spectroscopy
on the Department of Organic and Bioorganic chemistry. The substances were
tested on their antibacterial, antifungal and antimycobacterial activity on the
Department of Biological and Medical Sciences (antibacterial and antifungal
activity) and in the Faculty Hospital in Hradec Kralové, the Department of

Clinical Microbiology (antimycobacterial activity).
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Seznam pouzitych zkratek

AC
AF
AIDS

Absidia corymbifera

Aspergillus fumigatus

angl. Acquired Immuno-Defficiency Syndrome, syndrom ziskané

nedostatecné imunity

BCG vakcina Bacillus Calmette-Guérin, oCkovaci vakcina proti tuberkuléze

CA
CG
CK
CT
CR
DMSO
EC

EF
EMA

EU
FAS
FDA
HIV

KLP
KP-E
MDR
MDR-TB

MIC
MRSA
NMR
PA

SA

SE

Candida albicans

Candida glabrata

Candida krusei

Candida tropicalis

Ceska republika

dimethylsulfoxid

Escherichia coli

Enterococcus faecalis

European Medicines Agency, Evropska agentura pro [éCivé
pfipravky

Evropska unie

Fatty Acid Synthase, enzym syntaza mastnych kyselin

Food and Drug Administration, Ufad pro kontrolu potravin a 1é&iv
angl. Human Immunodeficiency Virus, virus lidské
imunodeficience

infratervena spektroskopie

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni

angl. multi-drug resistant, multirezistence, rezistentni na vice léCiv
multi-drug resistant tuberculosis, multi-lékové rezistentni
(polyrezistentni) tuberkul6za

Minimalni Inhibi¢ni Koncentrace

Staphylococcus aureus methicilin rezistentni

nuklearni magneticka rezonance

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermis



TA
TBC
TDR-TB

TLC

Tl

WHO
XDR
XDR-TB

Trichosporon asahii

tuberkuldza

angl. totally drug-resistant tuberculosis, kompletné rezistentni
tuberkuloza

thin-layer chromatography, tenkovrstva chromatografie
Trichophyton interdigitale

World Health Organization, Svétova zdravotnicka organizace

angl. extensively-drug resistant, extenzivné |ékove rezistentni
extensively drug-resistant tuberculosis, extenzivné Iékové

rezistentni tuberkuléza






1 Uvod

Tuberkuléza (TBC) je nejCastéjsi pfi€¢inou umrti na infekéni onemocnéni
u lidi (Global TB report 2020). NejcastéjSim plvodcem TBC je Mycobacterium
tuberculosis (Global TB report 2015). V poslednich letech se svétova
prevalence zhorSila a to kvuli tzv. multi-lékové rezistentnim (multi-drug resistant
MDR) a extenzivné |ékové rezistentnim kmenum (extensively-drug resistant
XDR) souc¢asné pfi koinfekci HIV (Jandourek et al., 2017; Tang 2016).

Odhadované mnozstvi lidi, ktefi onemocnéli TBC v r. 2019, bylo pfiblizné
10 milionu (rozsah 8,9 - 11 milionu), (Global TB report 2020).

Pocet osob, které se IéCily na TBC, ro€né roste (Obr. 1). Z pfiblizné 6
miliond v roce 2015 se pocet zvySil na 7 miliond vroce 2018 a 7,1 milionu
v roce 2019. Dostupnost preventivni péce TBC se téz zvysila, z 1 milionu v roce
2015 na 2,2 milionu v roce 2018 a 4,1 milionu v roce 2019 (Obr. 2), (Global TB
report 2020).

Millions
I

25 2016 riup 208 2mg
. Adults aged 15 years and abova - Childran aged under 15 years

Obr. 1: Celkovy pocet lidi, u kterych byla lé¢ena TBC v letech 2015 — 2019
(zdroj: Global TB report 2020; 6. 2. 2021)
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Obr. 2: Celkovy pocet lidi, kterym byla poskytnuta preventivni Ié¢ba TBC
v letech 2015 — 2019 (zdroj: Global TB report 2020; 6. 2. 2021)

Nejcastéji se TBC projevuje u dospélych, ¢astéji u muzi nez u zen. Tricet
nejvice postizenych zemi kazdorocné zahrne 90 % nové nakazZenych. TBC je
nemoc chudoby, ekonomické krize, lidi zijicich v naroCnych podminkach
a diskriminovanych (Global TB report 2020).

Boj s TBC souc€asné neni jen o zajiSténi poskytovani zdravotnich sluzeb,
ale je téZ spojen s branénim lidskych prav. Nemoc ma nejvétsi dopad pravé
na lidi v oblastech, kde jsou lidska prava a ddstojnost nejvice ohrozené. Usili
o vymyceni TBC musi jit tedy ruku vruce s posilovanim socialnich jistot,
zmirnénim nerovnosti a extrémni chudoby a v posileni zdravotniho pojiSténi
(Global TB report 2020).

TBC se da IéCit a da se ji pfedchazet. Priblizné 85 % pacientd, ktefi
onemocni TBC, mohou byt vylé€eni pomoci Sestimésic¢niho IéCebného rezimu.

Lécba ma tu vyhodu, Ze omezi dalSi pfenos infekce (Global TB report 2020).

Pandemie COVID-19 méla na poskytovani 1éEby TBC negativni dopad.
Béhem roku 2020 dosSlo ke snizeni hlaSeni novych pfipadid TBC ze zemi
vysoce postizenych TBC. Data WHO ukazuji, Zze tento pokles v odhalovani
novych pfipadl TBC, mlze vyustit az ve 400 000 umrti navic v tomto roce
(Global TB report 2020).

Pfi syntéze novych latek je cilem studii ziskani novych vice bezpecnych

a uCinnych latek. Tato prace je zaméfena konkrétné na derivaty pyrazinu.
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Obménou pyrazinového cyklu riznymi substituenty a syntézou novych derivatu
pyrazinu jako potencialnich |éCiv se zabyva Katedra farmaceutické chemie

a farmaceutické analyzy.
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2 Teoreticka cast

2.1 Tuberkuldéza

TBC je historicky velmi stara choroba. Studium lidskych koster nam
ukazuje, Ze je zde TBC uz tisice let. Do roku 1882 byl jeji puvodce neznamy.
Objev bakterie Mycobacterium tuberculosis, zodpovédné za rozvoj TBC,
se datuje na 24. bfezna 1882. Za jejim objevem stoji doktor Robert Koch.
Nemoc se Sifi vzduchem prostfednictvim kapének Sifenych nemocnymi lidmi.
NejCastéji postihuje plice (plicni TBC), ale muze napadnout i jiné organy
(mimoplicni TBC). U relativné malého procenta (5 — 10 %) pfiblizné 2 biliont
nakazenych lidi se béhem jejich Zivota rozvine onemocnéni TBC.
Pravdépodobnost rozvoje TBC je ale mnohem vysSi u lidi s HIV,
podvyzivenych, s diabetem mellitus, kufakl a alkoholiki (Global TB report
2020).

Keliminaci TBC vydala Svétova zdravotnicka organizace (WHO)
Strategii k ukonceni TBC (End TB Strategy). Ukon€eni TBC do roku 2030 patfi
mezi zdravotnické cile programu OSN, Cile udrzitelného rozvoje (Sustainable

Development Goals), (Fernandova et al.; 2019).

S TBC se mulzeme setkat po celéem svété (Global TB report 2020;
Imramovsky et al.,, 2007). Nejvice nemocnych TBC vroce 2019 bylo
v Jihovychodni Asii (44 %), Africe (25 %) a v zapadnim Pacifiku (18 %). Osm
zemi pokrylo 2/3 nemocnych celosvétové, a to Indie (26 %), Indonésie (8,5 %),
Cina (8,4 %), Filipiny (6 %), Pakistan (5,7 %), Nigérie (4,4 %), Bangladés
(3,6 %) a Jihoafricka republika (3,6 %). DalSich 22 zemi z celkového poctu
30 nejvice TBC postizenych zemi ze seznamu WHO pokrylo celkem 21 %
(Global TB report 2020).
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Obr. 3: Zemé s minimalné 100 000 pripady TBC v roce 2019
Osm zemi s nejvysSim vyskytem TBC a souc€asné tvoficich 2/3 vSech novych
pfipadl TBC celosvétové (zdroj: Global TB report 2020; 6. 2. 2021)

Asi tfetina svétové populace ma latentni formu TBC, coz znamena, Ze
jsou bakterii infikovani, ale nemoc se zatim neprojevila, a tak ji nepfenasi.
Ve stafi nebo pfi oslabeni organismu nemocemi dochazi asi u 5 — 10 % lidi
k manifestaci TBC, tzv. postprimarni tuberkulézy. Vétsi riziko maji pacienti
léCeni  glukokortikoidy, imunosupresivy, cytostatiky, diabetici, alkoholici,
nemocni s AIDS (Global TB report 2016; Homolka, 2016).

Zavaznym formam TBC se u déti da predejit pomoci ockovani
oslabenym kmenem mykobakterii bovinniho typu (BCG vakcina), (Homolka,
2016).

BCG vakcinace je imunizace mykobakteriemi se snizenou virulenci.
Chrani proti nakaze pfi pozdéjSim kontaktu s virulentnimi kmeny (Homolka,
2016). BCG vakcinace se provadéla injekéni aplikaci jedné davky do levé paze.
V misté vpichu vznikla zanétliva reakce (vfidek), ktery se béhem 2 — 3 mésicl
zhojil jizvou (Stasek, 2020). Vzhledem k nizké incidenci TBC v Ceské republice
se od roku 2010 ockuji pouze rizikovi jedinci (Homolka, 2016).
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2.2 Historie tuberkulézy v Ceské republice

TBC je socialni chorobou. V roce 1918 po |. svétové valce byla mortalita
v Ceské republice 360 na 100 000 obyvatel. Mezi svétovymi valkami se
na léCbu nemoci a jeji prevenci podilela charitativni organizace, Masarykova
liga proti tuberkul6ze. V roce 1940 byla umrtnost 140 na 100 000 obyvatel.
V bfeznu v roce 1948 se kvdli zjistovani rozsahu epidemie TBC uzakonilo
povinné hlaseni TBC a nastal poCatek chemoterapie. Nemocnym se podaval
streptomycin a kyselina p-aminosalicylova. Povinné oCkovani bylo zavedeno
vroce 1953. Diky nému doslo k redukci po€tu zavaznych forem TBC u déti,
na které umiraly. Od roku 1960, kdy zapocala cilena likvidace TBC u skotu
vyvolané kmenem Mycobacterium bovis, doslo k poklesu nemocnych a v roce
1968 k uspésSné eradikaci. Kléché TBC se po 12 mésicid podavala
trojkombinace IéCiv (streptomycin, isoniazid a kyselina p-aminosalicylova).
Od 80. let 20. stoleti byl do |éCby zaveden rifampicin. Délka chemoterapie se
zaCina zkracovat a do praxe se zavadi kratkodobé rezimy se Ctyrkombinaci
antituberkulotik. K lepsimu dohledu nad TBC vramci CR vznikd Registr
tuberkulézy a Informacni systém bacilarni tuberkulézy (ISBT). V dusledku
ZlepSujici se epidemiologické situace dochazi ke zruSeni BCG revakcinace
u 11letych déti (1. 4. 2009) a byla zavedena selektivni BCG vakcinace

rizikovych novorozenct (25. 10. 2010).

V CR je nizka incidence TBC, kterou je ale nutno sledovat v disledku
migracnich vin lidi ze zemi jako je Syrie, Afghanistan, Irak, apod. (Homolka,
2016).

2.3 Puvodce tuberkulézy

TBC je infekéni onemocnéni, které je zplsobeno bakterii Mycobacterium
tuberculosis, popfipadé dalSimi mykobakteriemi jako M. bovis apod. (Hartl
et al., 2012).

Mezi typické znaky mykobakterii patfi pomaly rust, intracelularni
patogeneze, dlouhé obdobi vegetaCniho klidu, geneticka stejnorodost (Cole
etal.,, 1998), dale acidorezistence. Bunétna sténa je tvofena prevazné
lipofilnimi latkami. Obsahuje dlouhé rozvétvené mastné kyseliny (mykolové
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kyseliny) a disacharid trehalézu. Diky komplikované struktufre ma bunécna
sténa mykobakterii nizkou permeabilitu, coz ztéZuje pranik IéCiv (Hartl et al.,
2012; Cole et al., 1998).

Mycobacterium tuberculosis je nejéast&jsim plivodcem TBC v CR
(Svobodova, 2013). Obdobi vegetacniho klidu, kdy se sama bakterie
v infikované tkani neprojevuje, se mUlze projevovat slabnouci imunitou.
Samotna nemoc muzZe vypuknout za nékolik let od prvotni infekce (Cole et al.,
1998).

2.3.1 Charakteristika Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis je aerobni bakterie, tyCinkovitého tvaru,
rovna nebo zahnuta, velikosti 1,5 — 5 pym. Bakterie Zije Castéji ve shlucich,
idealni teplota pro jeji rist je okolo 37-38 °C (Homolka, 2016). Mycobacterium
tuberculosis je intracelularni patogen, ktery je schopny infikovat Clovéka
a pfezivat v organismu i nékolik let (Kalscheuer et al., 2019). Generacni doba je
dlouha, asi 20—-30 hodin (ostatni mikrobi pfiblizné 20-30 minut) a tak kultivace
na tuhych pldach trva i nékolik tydnd (Homolka, 2016). Mykobakterie jsou
acidorezistentni bakterie a prezivaji diky lipiddm a polysacharidim v bunécéné
sténé (Kalscheuer et al., 2019). PfezZivaji intracelularné i extracelularné
v kasedznim materialu. PFfi béZnych podminkach pfeZivaji mykobakterie po
dobu 1-2 hodin, za sluneéniho svitu a pfi teplotach vysSich nez 60 °C hynou.

Daiji se spolehlivé znicit sterilizaci v autoklavu (Homolka, 2016).

2.3.2 Stavba bakterialni bunky Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis je tvofeno pfevazné vodou (60 %)
a anorganickymi a organickymi latkami (lipidy, proteiny, polysacharidy).
Polysacharidy jsou tvofeny z arabindzy, galaktézy, manozy a glukanu. Lipidy
z mykolové kyseliny, fosfolipidt, vosku D, glykolipidd. Lipidy jsou pro hostitele
toxické, snizuji mykobaktericidni aktivitu alveolarnich makrofagd (Homolka,
2016).

Hlavnim glykolipidem bunécné stény je tzv. cord-faktor, dimykolat
threhal6zy (Hansen et al., 2019). Je pfitomen u v8ech druht mykobakterii (Lee

21



et al., 2017). Jedna se o potencialni virulentni faktor, ktery aktivuje makrofagy
k prozanétlivé sekreci cytokinu a tvorbé granuloma (Ehrt et al., 2018; Lee et al.,
2017).

Diky komplikovanému slozeni bunécCné stény ma sténa nizkou
propustnost. Sklada se ze Ctyf hlavnich vrstev: vnitfini (cytoplazmaticka)
membrana, vrstva s komplexem peptidoglykanu a arabinogalaktanu, membrana

s mykolovymi kyselinami a vnéjsi obal (viz Obr. 4), (Kalscheuer et al., 2019).

Capsule

Obr. 4: Slozeni povrchové membrany mykobakterii:
(zdroj: Kalscheuer et al., 2019; 11. 2. 2021)

Capsule — vnéjsi obal (lipidovy)
Mycolic acids — membrana s mykolovymi kyselinami
AG + PG — vrstva s komplexem peptidoglykanu a arabinogalaktanu

CM — vnitfni (cytoplazmaticka) membrana
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Obr. 5: Stavba bunécéné stény Mycobacterium sp.
(zdroj: http://mikrobiologie.xf.cz/files/imgs/mykobakterie.png; 14. 2. 2021)

2.3.3 Déleni mykobakterii

Pod rod Mycobacterium v sou€asnosti spada 245 druht a 24 poddruh(
(Euzéby, 1997). Tato Cisla rok od roku rostou v zavislosti na vyuziti metody

molekularni sekvenace (Parrish, 2019).

Druhy se déli na rychle rostouci ne-tuberkuldézni mykobakterie, pomalu
rostouci ne-tuberkuldézni mykobakterie a na ¢leny Mycobacterium tuberculosis
komplex (Tortolli, 2014).

TBC je zplsobena Mycobacterium tuberculosis. Infekce se v populaci Sifi
hlavné inhalaci kontaminovaného aerosolu od pacientl s aktivni plicni nemoci
(Gopalaswamy et al., 2020). DalSi nemoci, zpusobené tzv. non-tuberkuléznimi
mykobakteriemi, se mohou projevit jako povrchové infekce kuze nebo i jako
plicni i rozSifené infekce u lidi s oslabenou imunitou (Parrish, 2019). Plicni
formy non-tuberkuléznich mykobakterii jsou vétSinou zpusobeny druhem
Mycobacterium avium complex, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium

abscessus (Gopalaswamy et al., 2020).
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Vétsina novych druhl jsou ne-tuberkul6zni mykobakterie, které se
nachazeji v okolnim prostredi (pfedevsSim ve vodé). Jejich patogenita je mirngjsi
(Tortoli, 2014).

2.3.4 Vyskyt TBC a mykobakterialnich kment v Ceské republice

Od 60. let se v Ceské republice (CR) konstantné snizuje podet ptipadu
TBC. Tuto snizujici se kfivku lze pozorovat po celé Evropské unii (EU).
V r. 2005 klesl poc¢et novych pfipadu TBC poprvé pod 1 000 (Fernandova et al.;
2019). Podle Registru tuberkulézy bylo v roce 2019 v CR hlaSeno 464 novych
pfipadld TBC. Nemoc se Castéji projevuje u muzu (vice jak 70 %) nez u Zen.
Obecné je nejvice nakazenych lidi ve véku 45 — 64 let. Z celkovych 464 pfipadu
TBC byla diagnostikovana plicni forma u 425 pfipadd (91,6 %), ostatni pfipady
mimoplicni TBC &italy 39 ptipad (UZIS CR, 2020). Nejéast&ji jsou postizeny
periferni lymfatické uzliny, kosti a klouby a mocCové cesty. Z dlouhodobého
hlediska je nejvice novymi pfipady TBC zasazena Praha a Stfedni Cechy,

nejméné Jizni Cechy a Jizni Morava (Fernandova et al.; 2019).

Nejéast&jsim pGvodcem TBC v CR je Mycobacterium tuberculosis
(Svobodova, 2013). Vroce 2019 bylo nahlaSeno celkem 103 pfipadu
onemocnéni jinou mykobakteriozou nez TBC. NejcastéjSi pripady byly
zpusobeny M. avium (51 pfipadu) a M. kansasii (16 pFipadu). Dale bylo
zachyceno M. intracellulare (4 pfipady), M. avium-intracellulare (1 pfipad),
M. xenopi (11 pfipad(l) a jiné mykobakterie (20 ptipadd), (UZIS CR, 2020).
Prvnim pfipadem nakazy M. africanum v CR byl v roce 2011 nalez u 29leté HIV
pozitivni zeny z Nigérie. M. africanum je Castym puvodcem TBC v Africe
(Svobodova, 2013). M. bovis zplsobuje TBC u skotu. Je pfenosna na Clovéka,
ale dnes je jeji vyskyt v CR raritni. V rozvojovych zemich se ale vyskytuje b&zné
(Svobodova, 2013).

2.4 Patologicky obraz tuberkulézy

Pfi vstupu mykobakterii do plic jsou mykobakterie po ingesci makrofagy
zaneseny do lymfatickych uzlin plicniho hilu. Vlivem makrofagt a lymfocytl

(T i B) dojde k buné&né imunitni odpovédi, kdy dochazi k uvolnéni mediatort
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zanétu (interleukinu, interferonu gama, tumor nekrotizujiciho faktoru apod.)
atim se aktivuje bunéCna obranna reakce a dochazi ke tvorbé loZisek —
granulomu. Granulom spolu s infikovanou lymfatickou uzlinou jsou oznacovany
jako primarni komplex. Pomoci lymfatickych cest se odtud mykobakterie Sifi dal
(klouby, kosti, meningy, urogenitalni systém, kuze,...) a vznikaji zde granulomy
sekundarni. Vlivem nekrotizace granulomu dochazi posléze k jeho rozpadu,
tzv. kaseifikaci (zesyrovaténi). Mykobakterie z malych granulomu jsou vlivem
imunitni reakce organismu zniCeny. Velké granulomy se ale opouzdfi
a kalcifikuji. Tim jsou mykobakterie pro buriky imunitniho systému nepfistupné
a mohou zlstat vorganismu ruzné dlouhou dobu v dormantni formé.
Pfi oslabené imunité muaze dojit k reaktivaci onemocnéni. Mykobakterie se
krevnim fecistém (miliarni rozsev) dostavaji do vSech organl, kde dochazi

k tvorbé novych granulomu. Dojde ke generalizaci infekce (Ptakova, 2011).

Konkrétni zmény na plicich se liSi u primarni a postprimarni TBC. Jsou

typické pro dany typ TBC.

U primarni TBC se postizeni mize objevit v kterékoliv ¢asti plic. Je pro ni
typické zvétSeni paratrachealnich lymfatickych uzlin, Castéji jednostranné. Maze
se objevit obstrukéni emfyzém nebo komprese bronchl ze zanicenych
lymfatickych uzlin, ktery ¢asto pfedchazi atelektaze (pozn. atelektaza je kolaps
prudusky a uzavér Casti dychacich cest v plici, coz zpisobi nevzdusnost dané
¢asti plice). Prava plice byva postizena dvakrat Castéji. Nékdy maze byt jedinym

projevem primarni TBC pouze izolovany pleuralni vypotek (Lyon et al., 2017).

Postprimarni TBC se mulze projevit v kterékoliv ¢asti plic. NejCastéji ale
byva postizen vrchni a zadni segment hornich laloki nebo vrchni segment
spodnich lalokl plic. ZvétSeni lymfatickych uzlin se objevuje zfidka. Léze jsou
ohrani¢ené a nepravidelnych tvar(. Fibréza vede ke ztraté objemu dané plice.
Zanét, fibroza a kalcifikace vykazuji granulomatézni onemocnéni, tuberkulézu
(Lyon et al., 2017).

Aktivni TBC ma charakter chronické nemoci. ZvySena pozornost by se
méla vénovat nemocnym pfi projevech dlouhodobé unavy, subfebriliich,
noCnich pocenich, pfi hubnuti, pfi dlouhodobém kasli zprvu bez sputa, poté
produktivnim (Ptakova, 2011).
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2.5 Siteni tuberkulézy

Zdrojem byva nemocny cClovék, méné Casto zvife (skot, kozy, vepfi,
psi,...). K pfenosu dochazi inhala¢ni cestou (kapénkova forma), kdy dochazi
k vdechnuti mykobakterii pfi kontaktu s nemocnou osobou. Mykobakterie jsou
na kapickach bronchialniho sekretu. Nebo mize dojit k vdechnuti mykobakterii,

které jsou ve vzduchu, kdy neni nemocny pfitomen.

DalSi moznosti pfenosu nakazy je pfimy kontakt. Tyto nakazy jsou spisSe
ojedinélé a Casto profesionalniho pavodu, napf. veterinarni pracovnici, apod.

Branou vstupu do téla ¢lovéka jsou plice (85 — 90 %), (Homolka, 2016).

2.6 Déleni tuberkulézy

Z infikovanych lidi onemocni 5 — 10 % tuberkulézou. TBC délime

na primarni a postprimarni.

Primarni TBC

Jde o prvni kontakt ¢lovéka s mykobakterialni infekci. Infekce se inhalaci
dostava do plic. Dochazi k pomnozeni mykobakterii (béhem 4 — 8 tydn(
po infekci). Nespecificka alveolitida se poté béhem 10 dni méni na tuberkulézni
specificky fokus — infekt. Ten obsahuje centralni nekrézu ohrani¢enou
granulaéni tkani. Béhem par hodin dochazi k Sifeni mykobakterii pfes
lymfaticky systém do regionalnich uzlin. Dochazi k jejich zvétSeni. ZvétSené

uzliny a zanét v plicich tvofi primarni tuberkul6zni komplex.

Primarni TBC postihuje predevsSim déti, ojedinéle dospélé. Z90 % se
primarni TBC spontanné zhoji diky buné¢né imunité. Pfi pokracujicim zanétu
dochazi v plicich ke kaseifikaci a k plynulému Sifeni TBC do okoli. Po primarni
infekci dochazi k Sifeni mykobakterii krvi do dalSich mist v plicich a do jinych
organu (hematogenni §ifeni). Klinicky se nemusi manifestovat nebo se projevi

ve formé& meningitidy (Homolka, 2016).

Postprimarni TBC

Projevuje se po nékolika letech u osob dfive infikovanych. SpoustéCem

muze byt inhalace novych mykobakterii, progrese nebo reaktivace primarni
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TBC, tzn. reaktivace plicnich nebo uzlinovych komplexd nebo vznik

extrapulmonalni TBC v organech postizenych pfi hematogenni infekci.

Postprimarni TBC se objevuje u dospélych (Homolka, 2016).

2.7 Rizikové faktory

Mezi faktory, které mohou ovlivnit vznik a prubéh TBC fadime vék,

pohlavi, dobu expozice, iatrogenni vlivy, pfidruzené nemoci (Homolka, 2016).
Vék

NejCastéji se TBC projevuje u déti do 5 let, kdy je riziko generalizované

TBC a ve stafi, kdy je to dano vlivem poklesu imunity (Homolka, 2016).

Pohlavi

Do 30 let Castéji onemocni zeny, muzi pfevazuji ve stfednim a vysSSim
véku (Homolka, 2016).

Expozice

Nakazu ovliviiuje trvani a intenzita. Protrahovana expozice je Casta u
nékterych profesi, kdy se TBC projevi jako nemoc z povolani (patologové,
stomatologové, veterinarni pracovnici,...) nebo jako TBC, ktera se objevi
v rodiné nemocného. Nahodila (jednorazova) expozice je rizikova pokud dojde
k masivni mykobakterialni expozici (pacient s otevienou formou TBC).
Inkubaéni doba mezi nakazou a propuknutim onemocnéni TBC je rlizna, muze
byt v rozsahu 4 tydnt az 2 let (Homolka, 2016).

latrogenni viivy

Jedna se predevSim o léky snizujici bunéfnou imunitu jako
glukokortikoidy, imunosupresiva, cytostatika a dal$i. Radime je mezi rizikové
faktory (Homolka, 2016).

Pridruzené nemoci

Nemoci mohou zvysSit riziko nakazy nebo vyvolat reaktivaci TBC. Vliv
mohou mit akutni virové infekce, malnutrice, nedostatek vitaminu D, chronicka

jaterni aledvinna onemocnéni, hematologické malignity, diabetes mellitus.
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DalSi rizikové faktory mohou byt viedova choroba Zaludku, alkoholismus.
NejzavaznéjSi je v souCasné dobé kombinace TBC a HIV infekce (Homolka,
2016).

ZvysSené riziko je u lidi se Spatnymi socioekonomickymi podminkami,

jako jsou bezdomovci, nezaméstnani, vézni, drogové zavisli (Homolka, 2016).

2.8 Symptomy

Tuberkuléza plic mize byt asymptomaticka. Je nahodné objevena pfi
rentgenu hrudniku, mykobakteriologickém vySetfeni sputa z jinych pfi€in, pfi

zvratu tuberkulinové reakce (Homolka, 2016).

Asi u 3/4 nemocnych se TBC projevuje pfiznaky, jako jsou napadna
unava, pokles fyzického i intelektualniho vykonu, nechutenstvi, hubnuti,
zvySena teplota, poceni ve spanku. Vyznamny je kasel, zpoCatku suchy, pozdéji
produktivni, sputum, nékdy s pfimési krve (hemoptyza), dusnost, pleuralni
bolest (Homolka, 2016, Global TB report 2015).

2.9 Diagnostika

Pfi diagnostice TBC pacient nejprve podstoupi klinické vySetfeni

provadéné lékafem (Ptakova, 2011) a dale rentgen hrudniku (Homolka, 2016).

Dalsi formou je laboratorni diagnostika. Ta vyuziva mykobakteriologické
vySetfeni sputa, kdy jsou bakterie pozorovany ve vzorcich sputa, bronchialniho
sekretu nebo jinych materiald a ur€ovany pod mikroskopem (Global TB report
2015, Homolka, 2016). Spada sem mikroskopické a kultivacni vySetfeni,
automatizované kultivacni systémy a molekularné biologické metody. Pomoci
téchto metod lze prokazat mykobakterie z biologického materidlu b&hem

nékolika hodin nebo identifikovat jiZ narostlé mykobakterie (Ptakova, 2011).

Komplikovana je diagnostika TBC u starych lidi. Je to dano
pritomnosti  chronickych onemocnéni, poruchou kognitivity, mentalni
zmatenosti, problémy v komunikaci, ztratou sluchu apod. (Fernandova et al.;
2019).
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2.9.1 Laboratorni diagnostika

Dulezité je spravné odebrani biologického materialu (pfi podezfeni
na TBC jsou odebrany rizné biologické materialy) a jeho doprava
do laboratofe. U plicnich forem se odebira sputum, bronchoalveolarni lavaz,
pleuralni vypotek, méné laryngalni vytér. U mimoplicnich forem se odebira
mozkomiSni mok, mo¢, zaludeCni obsah, stolice, stéry z hnisavych procesu
apod. (Ptakova, 2011).

Laboratorni diagnostika zahrnuje mikroskopicky a kultivaéni prukaz
mykobakterii (Ptakova, 2011).

Mikroskopicka diagnostika mykobakterii

Mikroskopie sputa je nejrychlejsi (v fadu minut az nékolika hodin), ale téz

nejméné citlivou metodou (Homolka, 2016; Ptakova, 2011).

Mykobakterie jsou acidorezistentni tyCinky. Nalez je mozny, pouze pokud
je v 1 ml sputa minimalné 50 000 — 100 000 mykobakterii (Homolka, 2016).

Vzorek se barvi dvéma zpusoby. Prvnim zpUsobem je barveni
fluorochromy, které jsou poté vySetfeny fluorescenénim mikroskopem.
Acidorezistentni tyCinky se projevi jako zafici Zlutozelené az stribfité tyCinky

na temné ¢erveném pozadi (Homolka, 2016).

DalSim zpusobem je barveni kyselym karbolfuchsinem podle Ziehl-
Neelsena. Acidorezistentni tyCinky jsou poté Cervené na zeleném nebo modrém
pozadi (Homolka, 2016).

Fluorescenéni metoda je rychlejSi a citlivéjSi nez metoda dle Ziehl-

Neelsena (Homolka, 2016). Je dosti vyuzivana (Ptakova, 2011).

Kultivacni diagnostika mykobakterii

Kultivaéni metoda je asi 1 000x citlivéjSi, ale trva pfiblizné 6 tydnu
(Homolka, 2016). Umozrfiuje prikaz zivych mykobakterii (Ptakova, 2011).
Pokud se kultivaci prokaze Mycobacterium tuberculosis komplex, je diagndza
nezpochybnitelnd (Homolka, 2016).

Nejprve je nutné provést dekontaminaci vzorku, ktery nebyl sterilné
ziskan (sputum, mo¢, bronchialni a ZaludeCni aspirat). Tento proces je nutny
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kvuli dlouhé generacni dobé mykobakterii. Na padach jsou mykobakterie rychle

prerostlé jinou bakterialni florou, ktera maze potlaCovat ¢i maskovat jejich rust.

Dekontaminace se provadi pomoci laurylsulfatu sodného nebo
modifikovanou metodou dle Petroffa za pouZiti louhu. Centrifugaci ziskany

sediment se ockuje na kultivacni ptidu (Homolka, 2016).

Pro kultivaci se pouzivaji pudy s vaje€nou emulzi jako je Lowenstein-
Jensen medium nebo pevny agar, jako je Middlebrook medium (Moore et al.,
2020). Pudy se davaji do termostatu pfi teploté 37 °C s cirkulaci vzduchu

a vhodnou vlhkosti. Kultury se kontroluji po 3, 6 a 9 tydnech (Homolka, 2016).

2.9.2 DalSi metody diagnostiky

Nové metody rychlé kultivace jsou zaloZeny na detekci metabolickych
produktl rostoucich mykobakterii v uzavienych systémech (BacT/ALERT) nebo

na detekci spotieby kysliku béhem jejich rastu (Bactec), (Ptakova, 2011).

Mezi dalS$i moderni molekularné biologické metody diagnostiky
zahrnujeme detekci specifickych usekl nukleovych kyselin, které jsou typické
pro konkrétni mykobakterie. Trvaji nékolik hodin a pfimo ze vzorku Ize prokazat
pritomnost mykobakterii (Ptakova, 2011). Patfi sem Mycobacterium
tuberculosis Direct test, polymerazova fetézova reakce, dale DNA fingerprinting
(Homolka, 2016). WHO doporucuje Test Gene Xpert MTB/RIF, ktery umoZzniuje

zjistit puvodce TBC a rezistenci na rifampicin (Wallenfels et al., 2018).

Nepfimé diagnostické metody jsou zaloZeny na zjiStovani stavu bunécné
imunity pacienta. IGRA testy prokazuji v krvi pfitomnost interferonu gama. Ten
je produkovan specifickymi lymfocyty, pokud jiz byly v kontaktu
s Mycobacterium tuberculosis. Dale tuberkulinovy test, kdy se hodnoti kozni
reakce pozdni precitlivélosti. Po 72 hod. od aplikace se méfi velikost indurace.
Pokud je vétsi nez 5 mm, povaZzuje se vysledek za pozitivni. Pozitivni vysledek
se téz ziska i u osob ockovanych BCG vakcinou. Zde velikost indurace urc€uje,

zda se jedna o postvakcinacni nebo postinfekéni imunitu (Ptakova, 2011).
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2.10 Lécba

Vhodna |éCba, ktera zahrnuje pocet, davku a délku pusobeni IéCiv,
by méla byt zalozena na zjiSténé citlivosti mykobakterie, dostupnosti IéCiva
a zavaznosti nemoci (Albanna et al., 2011). Taky v€asna identifikace vzniku
rezistence pomuze celosvétové minimalizovat pouziti potencialné neucinnych
latek (Kdser et al., 2015).

Zakladem 1é¢by TBC je kombinace antituberkulotik po dobu 6-12
mésict. Dle rozsahu onemocnéni TBC, pfitomnosti dalSich onemocnéni,
kombinace antituberkulotik se odviji i délka léCby. Antituberkulotika se podavaji
bud v dennim nebo intermitentnim rezimu (3x tydné&). Kvuli heterogenité
mykobakterii a primarné rezistentnim kmenim je vyhodné dlouhodobé
a kombinované podavani antituberkulotik (Homolka, 2016).

Onemocnéni je légitelné a da se mu predchazet. Sifi se vzduchem
pomoci kapénkové infekce. Bez IéCby je umrtnost na TBC vysoka (Global TB
report 2015). Cast mykobakterii je v granulomech, abscesech nebo kavitach,
kam se antituberkulotika hiife dostavaji. Cim déle je tedy pacient bez lé&by, tim
vice je v ném spicich mykobakterii a vysSi riziko recidiv TBC (Wallenfels et al.,
2018).

Cilem lécby je zni€eni mykobakterii a sterilizace tuberkuléznich lézi.
Jednotliva antituberkulotika maiji rizny mykobaktericidni a sterilizacni ucinek.
Mykobaktericidni uc€inek maji isoniazid (nejvyssSi), rifampicin a streptomycin.
Sterilizaéni ucinek, ktery umoznuje usmrtit semidormantni mykobakterie,
ma pyrazinamid (nejvysSi) a rifampicin, niz8i ma isoniazid (Homolka, 2016;
Wallenfels et al., 2018).

K Ié¢bé TBC se pouzivaji latky, které fadime mezi antituberkulotika.
Jedna se o latky chemicky rozdilné. Mohou byt syntetické, polosyntetické nebo
latky pFirodniho puvodu. Pro uspéSnou léCbu je nutna kombinace latek
s riznymi mechanismy uc&inku, aby nedoS$lo ke vzniku rezistence (Hartl et al.,
2012).

2.11 Ockovani

Povinné ockovani oslabenym kmenem mykobakterie bovinniho typu
(Bacillus Calmette-Guérin-BCG) u nas probihalo od roku 1953 do roku 2010
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(Homolka, 2016). Vakcina byla vytvofena z oslabeného zivého kmene M. bovis
dvéma francouzskymi védci, Albertem Calmettem a Camillem Guérinem (Tang
et al., 2016).

| kdyZz byla vyvinuta pfiblizné prfed sto lety, je v sou€asnosti jedinou
vakcinou k prevenci vzniku TBC. Oc¢kovani chrani pfed Sifenim vaznych forem
TBC u déti a souCasné plsobi preventivné pred plicnim onemocnénim u déti
a dospélych (Sia et al., 2019).

WHO doporuc€uje zemim s vysokou incidenci TBC, aby byla BCG
vakcina poskytnuta vSem détem co nejdfive po narozeni, jako soucast
imunizacniho programu. V zemich s nizkou incidenci TBC je vakcinace
doporu€ena novorozencum a détem z rizikovych skupin nebo détem, které maji
negativni kozni test na TBC (Global TB report 2020).

Sratus

- BCG vaceination for all
:ﬂ BCG for specific groups
[ Modata

B ot aopliczhle

Obr. 6: BCG vakcinace ve svété
(zdroj: Global TB report 2020; 6. 2. 2021)

V roce 2019 byla podana zprava o zkouSené vakciné M72/AS01E proti
TBC, ktera je ve fazi vyzkumu. Po 3 letech sledovani byla u€innost vakciny
stanovena na 50 %. Pokud se tyto vysledky potvrdi v Sir8i studii, mohlo by to
zmeénit pfistup v prevenci TBC. Boj s TBC bude potifebovat vice nez jen jeden
typ vakciny. Vakciny, které budou fungovat odliSnym zpisobem. Jedna, ktera
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ochrani pfed infekci (pfed expozici) a dale vakcina, ktera zabrani progresi

onemocnéni (po expozici), (Global TB report 2020).

2.12 Rezistence

Rezistenci mizeme délit na primarni a sekundarni (Homolka, 2016).
Aby se predeslo vzniku rezistence, vyuZziva se k léCbé TBC kombinace alespon
téi 1éCiv. Rezistence muze byt téZ zpusobena nevhodnou preskripci nebo délkou
pusobeni uc€innych latek, dale non-adherenci k |éCbé nebo nedostateénou
koncentraci latky v krvi kvdli interakci 1éCiv nebo malabsorpci, zvlasté
pfi koinfekci HIV (Albanna et al., 2011).

2.12.1 Primarni rezistence

Tato rezistence mykobakterii na |éCiva je pfirozena, tzv. primarni
rezistence. Je dana genetickou vlastnosti mykobakterii. Mycobacterium
nereaguje na lécbu antituberkulotiky u Clovéka, ktery do té doby nebyl IéCen.
V CR neni pfili$ ¢asta (Homolka, 2016).

2.12.2 Sekundarni rezistence

Sekundarni rezistence nastane, pokud se mykobakterie v pribéhu IéCby
staly rezistentni na antituberkulotika, vici kterym byly plvodné citlivé. Jde
o vysledek nespravné vedené lécby TBC (Homolka, 2016). Rezistence muze
vzniknout na jedno nebo vice léCiv (drug-resistant tuberculosis DR-TBC),
(Albanna et al., 2011)

Multirezistentni tuberkul6za

V pfipadé rezistence viC¢i dvéma nejucinngjSim antituberkulotik(im,
isoniazidu a rifampicinu, mluvime o multirezistenci (multi-drug resistant
tuberculosis MDR-TB), (Albanna et al., 2011; Homolka, 2016).

Vznika pfi nedodrzovani zasad chemoterapie TBC. Nemocny se musi

léCit kombinaci antituberkulotik prvni a druhé linie a dalSimi léky. Léky mimo

v viv s

citlivost mykobakterialniho kmene na antituberkulotika. Poté je l1éCebny rezim
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sestaven z kombinace 4 1éku, na které je kmen citlivy. LéCba je nakladna
a dlouha (Homolka, 2016). V pfipadé MDR-TB se IéCba prodlouzi na minimalné
20 mésicu, oproti TBC bez rezistence, ktera se da vylécit za 6 mésicl (Gama
et al., 2016). Podafi se vylécit pfiblizné 40 — 80 % nemocnych (Homolka, 2016).

Extenzivné rezistentni tuberkul6za

DalSim stupném rezistence je extenzivné rezistentni tuberkul6za (XDR-
TB), kdy v€etné rezistence na isoniazid a rifampicin nejsou mykobakterie navic
rezistentni vici jednomu ze tfi injekCnich antituberkulotik 2. fady, amikacin,
kapreomycin a kanamycin, a jedno fluorochinolonové antibiotikum (Albanna
et al., 2011; Gandhi et al., 2010; Homolka, 2016; Jandourek et al., 2014).

XDR-TB vznika jako dusledek nevhodné Ié€ené MDR-TB (pfi nedodrzeni
kontrolovaného |é&ebného rezimu), (Homolka, 2016). XDR-TB je spojena
s vysokou mortalitou a u pacientd s touto formou rezistence je pozadovano
dlouhodobéjsi trvani IéCby (Albanna et al., 2011). Lécba je jeSté nakladnéjSi nez
u MDR-TB. Podafi se vylécit asi 40 % pfipadu (Homolka, 2016).

Totalni lékova rezistence

Totalni Iékova rezistence je charakterizovana jako rezistence na vSechny
antituberkulotika 1. i 2. linie. Jedna se pFedevSim o isoniazid, rifampicin,
pyrazinamid, streptomycin, ethambutol, dale ethionamid, kyselina
p-aminosalicylova, amikacin, cykloserin, ofloxacin, kapreomycin, kanamycin,
ciprofloxacin atd. WHO zatim oficialné nepodpofila termin totalni Iékova
rezistence TBC a definice, kterych IéCiv se pfesné tyka, stale neni uplné dana.
Se schvalenim novych léku bedachilinu, delamanidu a linezolidu americkou
FDA a evropskou EMA vsSak existuje nadéje na vznik feSeni pro TDR-TB. Musi
se stanovit citlivost téchto 1éki na kmeny zpusobujici TDR-TB (Parida et al.,
2015).

34



2.13 Antituberkulotika prvni linie

Mezi antituberkulotika prvni linie, tzn. |éCiva, ktera se uzivaji v prvnich

mésicich lécby, fadime (Wallenfels et al., 2018):

rifampicin (RIF)
pyrazinamid (PZA)
isoniazid (INH)
ethambutol (ETH)
streptomycin (STR)

Rifampicin

Viastnosti

Patfi do skupiny ansamycinovych antibiotik izolovanych z Nocardia
mediteranei. Jedna se o polosynteticky derivat a IéCivo prvni volby v terapii TBC
(Hartl et al., 2012). Ma mykobaktericidni u¢inek (Homolka, 2016). Pfi Ié¢bé TBC
se rifampicin podava peroralné s isoniazidem, ethambutolem nebo jinym
antituberkulotikem (Katzung, 1995). Prostupuje do vSech télesnych tkani
atekutin (Homolka, 2016). Casté jsou I|ékové interakce s peroralnimi
antidiabetiky, kontraceptivy, antikoagulancii, digoxinem a glukokortikoidy
(Homolka, 2016). Lze jej podavat t€hotnym Zenam. Je dobfe snasen (Homolka,
2016).

Nevyhodou je vysoka cena, kvuli E¢emuz je malo podavan v rozvojovych
zemich (Homolka, 2016).
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Mechanismus ucéinku

Pusobi inhibicné na DNA-dependentni RNA polymerazu mykobakterii
(Homolka, 2016; Katzung, 1995).

Nezadouci ucinky
Zbarvuje pot, moc€, sputum, slzy a dalSi télesné tekutiny do oranzova.
Mezi dalSi nezadouci uCinky patfi vyrazky, poruchy jaternich funkci, zaZivaci

potize (nauzea, zvraceni, bolesti a kfeCe v bfiSe, prijem). Mldze vyvolavat

chfipkové potize, tzv. flu-like syndrom (Katzung, 1995; Lillmann, 2004).

Pyrazinamid
Antituberkulotikum prvni linie (Homolka, 2016). Vice se mu vénuji v Casti

2.15. Pyrazinamid.

Isoniazid

H

° N‘NHg

2
P
N

Viastnosti

Pfi citlivosti mykobakterii a toleranci pacienta je isoniazid neju€innéjSim
antituberkulotikem. Je strukturnim analogem pyridoxinu, proto by se pfi lécbé
isoniazidem mél podavat pyridoxin jako prevence vzniku neuritidy. Dobfe se
vstfebava po peroralnim podani, ale Ize ho podat i parenteralné. Prfi |éCbé se
podava spole¢né s dalSimi antituberkulotiky (napf. rifampicinem, ethambutolem
aj.), (Katzung, 1995; Lullmann, 2004).

Mechanismus ucinku

Pusobi selektivné a baktericidné na rostouci Mycobacterium
tuberculosis, na neaktivni formy pUsobi bakteriostaticky (Wallenfels et al.,
2018). Jeho mechanismus ucinku je inhibice syntézy mykolovych kyselin

v bunécné sténé mykobakterii (Vilchéze et al., 2019).
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Nezadouci ucinky

Nezadouci uCinky, které se mohou projevit, zavisi na délce a davce
isoniazidu. Patfi sem horeCka, kozni vyrazky, hepatitida, dale toxické projevy
na nervovy systém projevujici se jako periferni neuritida, nespavost, zavraté,
bolesti hlavy, neklid, svalové zaskuby apod. Zminénym nervovym potizim Ize

predejit podavanim pyridoxinu (Katzung, 1995; Lullmann, 2004).

Ethambutol

OH

L

HO

Viastnosti

Jedna se o syntetickou latku. Jeho ucinek je mykobakteriostaticky. Ma
minimum nezadoucich Uc¢ink(. Dobfe se vstfebava po peroralnim podani
(Homolka, 2016). Rychle se u né&j pfi monoterapii rozviji rezistence, proto se
pouziva v kombinaci s dalSimi antituberkulotiky (Katzung, 1995; Luillmann,
2004).

Mechanismus uéinku

Mechanismem ucinku je inhibice enzymu arabinosyl transferazy, ktery je
nutny pro syntézu arabinogalaktanu v buné¢né sténé mykobakterii (Mahedra
et al., 2016; Zhu et al., 2018).

Nezadouci ucinky
Nezadouci ucinky jsou vzacné, napf. alergické reakce, leukopenie,
posSkozeni ledvin, dale se mohou projevit poruchy vidéni, které po vysazeni

ethambutolu mizi (Katzung, 1995; Lullmann, 2004). U nemocnych s poruchou

funkce ledvin je nutno redukovat davky (Homolka, 2016).
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Streptomycin

Viastnosti

Streptomycin byl prvni lék proti TBC (Homolka, 2016). Jedna se
o aminoglykosid izolovany z kmene Streptomyces griseus. PUsobi baktericidné.
(Katzung, 1995; Lullmann, 2004). Dnes je jeho vyuZiti hlavné pfi I1éEbé recidiv
TBC (Wallenfels et al., 2018). Pouziva se pouze v kombinaci s dalSimi
antituberkulotiky, protoze na néj vznika rychle rezistence. Z traviciho traktu se
pro svou vysokou polaritu témér nevstiebava a podava se intramuskularné,

popf. intratekalné (Katzung, 1995; Lillmann, 2004).
Nezadouci ucinky

Nezadouci ucinky se projevuji hlavné pfi dlouhodobé 1é¢bé jako horecka,
kozni vyrazky, apod. Mezi toxické projevy mizeme zaradit ototoxicitu, vertigo
a ztratu rovnovahy (Katzung, 1995; Lullmann, 2004). Ma nefrotoxicky ucinek, je
tedy tfeba pfi IéCbé kontrolovat renalni funkce nemocného. Pfi nedostatecné

funkci ledvin je nutno davku redukovat a prodlouzit davkovaci interval. Jeho

ucinek je teratogenni a nesmi se podavat t€hotnym (Homolka, 2016).

2.14 Antituberkulotika druhé linie

Spadaji sem latky, které se pouZivaji v pfipadé rezistence
na antituberkulotika prvni linie nebo pfi nedostate¢ném ucCinku pfi 1éCbé
antituberkulotiky prvni linie. Antituberkulotika druhé linie se vyznacCuji veétsi

toxicitou (Katzung, 1995).
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Radime sem napt. (dle Mahedra et al., 2016):
kapreomycin

cykloserin

kyselina p-aminosalicylova

ethionamid

amikacin, kanamycin

a dalsi (fluorochinolony jako moxifloxacin, ofloxacin)

Kapreomycin

Viastnosti

Kapreomycin je aminoglykosidovym antibiotikem izolovanym ze Strepto-
myces capreolus. Ma mykobaktericidni uCinek. Podava se intramuskularné
(Homolka, 2016; Katzung, 1995).

Nezadouci ucinky

Toxicita kapreomycinu spocCiva v poskozeni ledvin, poSkozeni osmeého

nervu, coz vyvolava hluchotu (Katzung, 1995).
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Cykloserin

O
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Viastnosti

Antibiotikum  tvofené plisni Streptomyces orchidaceus. PuUsobi
bakteriostaticky. (Homolka, Tuberkuléza 2016). Vstfebava se po peroralnim
podani (Katzung, 1995).

Mechanismus uéinku

Inhibuje syntézu bunééné stény (Homolka, 2016). Konkrétné inhibuje
enzym alaninracemazu a tim dochazi k inhibici syntézy peptidoglykanu

v bunécéné sténé (Katzung, 1995).
NezZadouci ucinky
Mezi jeho toxické reakce patfi posSkozeni centralni nervové soustavy

spojené s bolesti hlavy, tremorem, dale kifeCe nebo psychotické reakce
(Katzung, 1995).

Kyselina p-aminosalicylova

OH

H,N OH

Viastnosti

Kyselina p-aminosalicylova se dobfe vstfebava po peroralnim podani.
Pfi dlouhodobé terapii se pouzivala v kombinaci s isoniazidem anebo
streptomycinem. Pro své nezadouci ucinky se jiZ pouzivda méné (Katzung,
1995).
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Nezadouci ucinky
Napf. gastrointestinalni potize jako nauzea, anorexie, prujem, bolest

a paleni epigastria, dale poruchy ledvin a jater, |Iékova horecka, bolesti kloubu,

vyrazky apod. (Katzung, 1995).

Ethionamid

S<_NH,
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Viastnosti

Chemicky je pfibuzny isoniazidu. Vznika na né&j rychle rezistence
(Katzung, 1995). Ma mykobakteriostaticky uginek. Podava se peroralné. Do CR
se nedovazi (Homolka, 2016).

Nezadouci ucinky

Silné drazdi Zaludek a tim vyvolava neurologické poruchy (Katzung,

1995).

2.15 Pyrazinamid

Radi se mezi antituberkulotika prvni linie (Homolka, 2016).

0
N
o
N/

2.15.1. Vlastnosti

Pyrazinamid (PZA), amid kyseliny pyrazin-2-karboxylové. Pusobi pouze
na intracelularni mykobakterie v kyselém prostfedi, pfi neutralnim pH je
inaktivni. Ma baktericidni ucinek a soucasné i steriliza¢ni (v kyselém prostfedi

makrofagu a akutnim zanétu). Jeho ucinnost je nejvyssi v poateCnich stadiich
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zanétu. PFi postupném zvySovani pH se snizuje i jeho baktericidni aktivita
(SUKL). Po peroralnim podani se dobfe vstfebava (Homolka, 2016; Katzung,
1995; Luallmann, 2004).

Dokaze usmrtit dormantni formy mykobakterii (Jandourek et al., 2017).
Je proto podavan v prvnich 2 mésicich léCby a tak dokaze zkratit délku trvani
léCby na 4-6 mésicu (Homolka, 2016). SoucCasné snizuje Cetnost recidiv
(Katzung, 1995; Luallmann, 2004).

Je to Iék prvni volby u kratkodobého rezimu (Homolka, 2016).

2.15.1 Mechanismus u¢inku

PZA samotny je prolécivo, pro ucinek je nutna jeho transformace pres
mykobakterialni enzym na pyrazinovou kyselinu, aktivni formu PZA. | kdyz
pfesny mechanismus ucinku PZA neni znam, predpoklada se, Ze u néj existuje

vice mechanismu ucinku (Anthony et al., 2016).

Jednim z nich je jeho aktivace pfes enzym pyrazinamidazu na pyrazin-2-
karboxylovou kyselinu, ktera je aktivhim metabolitem. Tato latka snizi pH
v mykobakterialnich bufikach, coz zpusobi inhibici membranového transportu
a vede k bunécné smrti mykobakterie. Mutace genu pncA, ktery koduje tento
enzym, zpuUsobuje rezistenci mykobakterii na PZA (Jandourek et al., 2017;
Jandourek et al., 2014).

Dalsi mozny mechanismus ucinku je spojen s enzymem syntazou
mastnych kyselin typ 1 (fatty acid synthase | - FAS [). Inhibice enzymu FAS |
vede k nedostatku mykolové kyseliny a k naruseni funkce mykobakterialni
bunécné membrany. Bunéfna membrana je esencialni pro mykobakterie a pfi
jejim naruSeni dochazi k jejich smrti. Tento mechanismus PZA je odmitan,
protoze inhibice neni dostate¢né silna. OvSem u nékterych derivatli PZA, jako je
5-chlorpyrazinamid, byl prokazan tento mechanismus ucinku (Jandourek et al.,
2017; Jandourek et al., 2014).

Jeden z vyzkumu (Zhang, X.) navrhuje jako mozny mechanismus u&inku
PZA inhibici trans-translace. Ta je dllezita pro preziti a virulenci mykobakterii
a jeji inhibice vede k zablokovani proteosyntetického aparatu v ribozomech

a k bunécné smrti (Jandourek et al., 2014; Jandourek et al., 2017). OvSem
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studie autoru Dillon et al. (2017) pozorovala, ze pyrazinamid nepUsobi v inhibici
trans-translace. Vyslovili vSak domnénku, Ze jeho mechanismus ucinku souvisi
s metabolismem koenzymu A (Dillon et al., 2017). Ve studii autord Gopal et al.
(2017) ovérili, ze aktivni forma PZA, kyselina pyrazin-2-karboxylova, inhibuje
bakterialni syntézu koenzymu A, esencialni kofaktor mnoha metabolickych dé&jd,

vazbou na aspartat dekarboxylazu panD (Gopal et al., 2017).

2.15.2 Nezadouci ucinky

Mezi nezadouci ucinky PZA patfi hepatotoxicita, zvlasté pfi vysSich
davkach, dale zvraceni, nevolnosti, Iékova hore¢ka (Katzung, 1995; Lullmann,
2004). Snizuje tubularni sekreci kyseliny mocové a tim vyvolava dnu. Mdze
vyvolat kozni alergicky exantém. Nesmi se podavat u lidi s poruchou funkce
jater (Homolka, 2016).

2.16 Obmeény pyrazinového cyklu

Vzhledem k neuspéSnym pokusim pfi |é€bé TBC kvuli rezistentnim
kmenum je snaha o ziskani novych vice bezpe¢nych a ucinnych latek v |éEbé
TBC. Jsou dva zpusoby, jak tohoto docilit. Jednim je neobvykla molekularni

diverzita a druhym je synteticka obména puvodni latky (Dolezal et al., 2008).

Ve své praci se zaméfuji na derivaty pyrazinu. Pfi obménach
pyrazinoveho jadra se osvédcCila substituce, tzn. alkylace nebo halogenace
(Hartl et al., 2012). Pfedchozi studie ukazaly, Ze alkylace, amidace nebo
aroylace pyrazinového cyklu nebo substituce pyrazinu chlorem muze zvysit
antituberkulotickou anebo antifungalni aktivitu v Ffadé funkénich derivatd

pyrazinkarboxylové kyseliny (Dolezal et al., 2008).

2.17 Nova léciva a lé€ebné rezimy v lé¢bé TBC

Soucasné léCebné rezimy TBC pozaduji kombinaci nékolika I&Civ, které
se budou pouzivat v rozmezi 6 mésicu u TBC citlivé na dana léciva a 6-20
mésict u rezistentni TBC (MDR-TB). Hlavni vyzvou v 1é¢bé& TBC je délka
a slozitost léCebnych rezim(, toxicita (hlavné u antituberkulotik 2. linie, které se

pouzivaji u Iékové-rezistentni TBC) a omezena dostupnost pediatricky
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uzpusobenych 1éka (pfedevSim antituberkulotika 2. linie). Davody pro Spatnou
dostupnost pediatrickych €kl jsou komplexni. Roli hraje nedostatek trzni sily,
vahavost zahrnout do klinickych studii déti a téhotné zeny a nedostatecné

financovani pediatrického vyzkumu.

Lécba TBC u lidi HIV pozitivnich je mnohem komplikovanéjsi v Iékovych
interakcich mezi antituberkulotiky a antiretrovirotiky. Je vyvijen tlak na rezimy,
které jsou efektivnéjsi, levnéjSi a netoxické a které zkracuji délku trvani 1écby,
zvlasté u lékové-rezistentni TBC (Global TB report 2020).

2.17.1 Nové slouceniny

Bedachilin

Bedachilin se pouziva u MDR-TB dospélych u dlouhodobého lé¢ebného
rezimu (9-12 meésicl), (Global TB report 2020). Jedna se o inhibitor ATP
syntazy (Ehrt et al., 2018). Vzdy se podava se 4 dalSimi antituberkulotiky. Jeho

nevyhodou je vysoka cena (Wallenfels et al., 2018).

BTZ-043
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BTZ-043 je slou€enina benzothiazinu, jejizZ mechanismus ucinku spociva
vinhibici enzymu DprE1, ktery je nutny pro syntézu D-arabinofuranézy

v bunéfné sténé Mycobacterium tuberculosis. Studie, ktera hodnoti
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bezpecnost, toleranci, bakterialni aktivitu a farmakokinetiku opakovanych
peroralnich davek, probiha v Jizni Africe (Global TB report 2020).

Delamanid
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Delamanid se stejné jako bedachilin pouziva u peroralnich 1é€ebnych
rezimd (WHO report 2020) u MDR-TB dospélych, kde byla prokazana
rezistence nebo intolerance léku (Wallenfels et al., 2018). Existuji vyzkumy
zabyvaijici se pouzitim delamanidu u déti pod 6 let (Global TB report 2020).

Nevyhodou je vysoka cena (Wallenfels et al., 2018).

Delpazolid
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Delpazolid (LCB01-0371) je novy oxazilidinon (Global TB report 2020).

GSK-3036656
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GSK-3036656 patfi do nové chemické tfidy oxaborolovych sloucenin
vyvinutych firmou GaxoSmithKline (Global TB report 2020).
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Macozinone

F.C
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Macozinone (dfive PBTZ169) je benzothiazinon (Global TB report 2020).

OPC-167832

OPC-167832 je latka, ktera ma baktericidni uc€inek na rostouci
i intracelularni bakterie (Global TB report 2020).

Pretomanid
FXO
Ol

Pretomanid je nitroimidazol. Byl nedavno doporu¢en WHO k IéCbé
fluorochinolonové rezistentni MDR-TB (v kombinaci s bedachilinem
a linezolidem). V souCasnosti probiha testovani na TBC a na lékové rezistentni
TBC (Global TB report 2020).

46



Telacebec (Q203)
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Telacebec (Q203) je imidazopyridin (Global TB report 2020).
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SPR720 je peroralné podavané antibiotikum, které bylo pavodné
vyvinuto k lé€bé plicni netuberkulotické mykobakterialni infekce (Global TB
report 2020).

SQ109

SQ109 je nové léCivo. Tiskova zprava z roku 2017 poukazuje na jeho
bezpecnost, ucinnost a snasenlivost. Jsou planované dalsi studie tohoto IéCiva
(Global TB report 2020).
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Sutezolid

Sutezolid (PNU-100480) je oxazolidinon a analog linezolidu (Global TB
report 2020).

TBA-7371
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Latka TBA-7371 je inhibitor enzymu DrpE1, ktery je nutny pro syntézu
Casti bunécné stény mykobakterii. Je ucinny proti kmendim Mycobacterium
tuberculosis, které jsou rezistentni na znamé antituberkulotika (Global TB report
2020).

TBI-166
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TBI-166 je latka, ktera patfi do stejné tfidy jako klofazimin a ma
podobnou ucinnost (Global TB report 2020).
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TBI-223
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Latka TBI-223 je slouCenina oxazolidinonu a inhibuje syntézu bilkovin.

Ve svém mechanismu ucinku cili na krok, kdy se N-formylmethionyl-tRNA vaze
na ribozom (Global TB report 2020).

TBAJ-876

TBAJ-876 je latka, ktera vykazuje potencialni aktivitu proti TBC za

Vv s

pouziti nizSi  klinické davky s bezpecnéjSim profilem (v porovnani
s bedachilinem), (Global TB report 2020).

2.17.2 Schvalené |éky, které se testuji pro nové ucely

Klofazimin
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Klofazimin je lék, ktery se pouziva k IéCbé lepry a je téz doporuCovan
k Ié¢bé MDR-TB. Studie jeho pouziti probihaji (Global TB report 2020).
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Levofloxacin

Levofloxacin je doporu€ovan k Ié€bé isoniazid-rezistentni TBC. Je jeden
z hlavnich |éka u dlouhodobych lékovych rezima u MDR-TB. DalSi vyzkumy
jeho pouziti (razné davky, pouziti u Iékové rezistentni TBC, plicni TBC)
pokracuji (Global TB report 2020).

Linezolid
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Linezolid je I1ék s potencialni aktivitou proti TBC. Je téZ jeden z hlavnich
lékd u dlouhodobych IéEebnych rezimd u MDR-TB. DalSi studie jsou v procesu
(Global TB report 2020).

Moxifloxacin

Moxifloxacin je jednim z hlavnich [ék( u dlouhodobych rezimd u MDR-
TB. Studie jeho pouziti u TBC citlivé na léky a lékové rezistentni TBC dal
pokracCuji (Global TB report 2020).
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Rifampicin (vysoka davka)

Poznatky ze studie Multi-ARM, Multi-Stage TBC (publikované v roce
2017) informuji o tom, ze davka 35 mg/kg rifampicinu, podavana déle nez
12 tydnu, je bezpeCna a zkracuje dobu potfebnou ke konverzi pozitivnich
bakterialnich kultur na negativni a to z68 dni na 42 dnd. Jina klinicka
hodnoceni posuzuji rizné kombinace davek 10 mg/kg nebo 20 mg/kg
rifampicinu, moxifloxacinu a SQ109. Ty ale nedosahly znacného zlepSeni
v porovnani s kontrolni klinickou studii. Pokud by se tyto poznatky promitly do
klinické studie, v niz by se rifampicin podaval v davce 35 mg/kg v délce
12 tydnl, daly by se ocCekavat lepsi 1éCebné vysledky. Tato metoda byla
uspésné pouzita na nékolika mistech v zemich s vysokou incidenci TBC. Jina
studie (RIFASHORT) vyhodnocuje vyhody a bezpecCnost podani vysSich davek
rifampicinu u pacientd s TBC (Global TB report 2020).

Rifapentin

Efektivni pouziti rifapentinu v1é¢bé TBC bylo hodnoceno nékolika
studiemi. Bylo napf. hodnoceno jeho pouZiti s a bez moxifloxacinu ke zkraceni
léCby plicni TBC na 4 mésice (Global TB report 2020).
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2.17.3 LéCebné rezimy

Rezimy lécby TBC se stanovuji dle toho, zda se jedna o nové vzniklé
onemocnéni, recidivu nebo rezistentni formu TBC. VyuzZiva se kombinovanych
léCebnych rezimd, jejichz vhodnost je dana i tim, Ze néktera antituberkulotika
pusobi na rychle se délici bakterie (baktericidni u€inek) a néktera na perzistujici

(sterilizujici ucinek), (Wallenfels et al., 2018).

Nové nemocnému pacientovi je podavana 2 mésice Ctytkombinace
isoniazidu, rifampicinu, pyrazinamidu a ethambutolu, poté nasleduje 4 mésicni
pokradovaci faze s dvojkombinaci isoniazidu a rifampicinu. V Ceské republice je
pacient obvykle prvni 2 mésice hospitalizovan a zbylé 4 mésice je IéCen
vétSinou ambulantné (Wallenfels et al., 2018).

vvvvvv

molekularnich testu jako PCRGeneXpert). LéCba zakladnimi antituberkulotiky je
prakticky nemozna, kvali neucinnosti a rastu rezistence. Dle doporu¢eni WHO
se doporucuji IéCiva 2. linie. LéCebny rezim se stanovuje po vySetifeni pacienta
a jeho citlivosti k antituberkulotikim. Nové rezimy jsou dle doporuc¢eni WHO
peroralni a bez aminoglykosidu. Pfikladem je pétikombinace moxifloxacinu,
bedachilinu, linezolidu, cykloserinu a klofaziminu po dobu 14 mésicu. Nékdy je
nutny i chirurgicky zakrok k odstranéni perzistujicich kaveren (Wallenfels et al.,
2018).
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3 Cil prace

Cile mé prace byly:
a. obmeéna pyrazinového jadra benzylaminem s rlznymi substituenty
a ziskani derivatu pyrazinu
b. pfiprava a hodnoceni vztahu mezi strukturou a uCinkem u pyrazinovych

derivatu na bakterialni, fungalni a mykobakterialni kmeny
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4 Experimentalni ¢ast

V této praci se vyuziva aminodehalogenacni reakce, kdy reaguje
2-chlorpyrazin se substituovanym benzylaminem v mikrovinném reaktoru. Ziska

se sloucenina obecného vzorce:

MW
307150°C 200 W

4.1 Pouzité pristroje a latky

Pouzité pfristroje

Mikrovinny reaktor CEM Discover (30°, 150 °C, 200 W)
software CEM's Synergy

CombiFlash Rf chromatograf

TLC (vyvijeci soustava ethylacetat - benzin = 1:1)

UV lampa (vinova délka 254 nm)

vakuova odparka

bodotavek Stuart Scientific (t;)

Pouzité vychozi latky a rozpoustédla
2-chlorpyrazin

substituovany benzylamin

methanol - rozpoustédlo

pyridin - vychytavani vzniklého chlorovodiku
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4.2 Postup prace

V mikrovinném reaktoru se nechaly reagovat vychozi latky 2-chlorpyrazin
a substituovany benzylamin. Rozpoustédlem byl methanol, pyridin slouzil
k vychytavani vzniklého chlorovodiku. Délka reakce byla 30 min, teplota 150 °C
avykon 200 W. Tyto podminky byly zvoleny na zakladé zkuSenosti z jiz
provedenych syntéz derivatl pyrazinu, které se na Katedfe farmaceutické
chemie a farmaceutické analyzy provadi. Vyhodami mikrovinného reaktoru jsou
vétsi vytéZek a kratSi reakCni doba. Reakce probihaji za vyssi teploty nez je
bézna teplota varu a za vysSiho tlaku. Podminkou je ale pouZiti polarnich

rozpoustédel (Jandourek et al., 2014).

Po syntéze se k ovéfeni pribéhu reakce provedla TLC (Thin Layer
Chromatography). K separaci vzniklych latek se pouzil pfistroj CombiFlash.
Jedna se o preparativni chromatograf. Pevnym zakladem byl silikagel a mobilni
fazi/rozpoustédlem hexan a ethylacetat. Pomoci tlaku prochazi vzorek kolonou

a rozdéluje se, v tomto pfipadé se vyuzila gradientova eluce (Jandourek, 2011).

Pevny produkt byl ziskan pouzitim vakuové odparky. Jeho vznik se ovéfil
opét pomoci TLC metody pod UV svétlem (vinova délka 254 nm), kdy

za standart byla zvolena vychozi latka, 2-chlorpyrazin.

Teploty tani byly zmérfeny v kapilafe. Elementarni analyza byla
provedena na Katedfe farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy,
infradervena spektra (IC) a NMR-spektra byla zméfena na Katedfe organické

a bioorganické chemie.

Antibakterialni, antifungalni a antimykobakterialni testovani bylo
provedeno na Katedfe biologickych a lékafskych véd a ve Fakultni nemocnici

v Hradci Kralové, Ustavu klinické mikrobiologie.
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4.3 Prehled ziskanych latek

Ruznou obménou substituentl na pyrazinovém jadfe jsme ziskali latky
(Tab. 1):

Tab. 1: Prehled ziskanych latek

Nazev Oznaceni
N-(4-methylbenzyl)pyrazin-2-amin OJMB1
N-(4-chlorbenzyl)pyrazin-2-amin OJMB2
N-(3,4-dichlorbenzyl)pyrazin-2-amin OJMB3
N-(3-(trifluormethyl)benzyl)pyrazin-2-amin OoJmB4
N-(3-chlorbenzyl)pyrazin-2-amin OJMB5
N-(4-(trifluormethyl)benzyl)pyrazin-2-amin OJMB6
N-benzylpyrazin-2-amin OJMB7
N-(2-chlorbenzyl)pyrazin-2-amin OJMB38
N-(2-fluorbenzyl)pyrazin-2-amin OJMB9
N-(4-fluorbenzyl)pyrazin-2-amin OJMB10
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N-(4-methylbenzyl)pyrazin-2-amin

Sy,

oznaceni latky: OJMB1

sumarni vzorec: Cq12H13N3

3

popis: svétla krystalicka latka

reakéni podminky: MW 30" 150 °C, 200 W, bez rozpoustédla
Mh = 199,26

ty=81,7-83 °C

teoreticky vytéZzek 690 mg

vytézek reakce 499 mg ~ 7,1 %

N-(4-chlorbenzyl)pyrazin-2-amin

ey

oznaceni latky: OJMB2

sumarni vzorec: C11H1oCIN3

popis: svétla krystalicka latka

reakéni podminky: MW 30" 150 °C, 200 W, bez rozpoustédla
Mh = 219,67

ty = 85,9-87,4 °C

teoreticky vytézek: 760 mg

vytézek reakce: 160 mg ~ 21,4 %
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N-(3,4-dichlorbenzyl)pyrazin-2-amin

N
E j\
N/ N
H
Cl

Cl

oznaceni latky: OJMB3

sumarni vzorec: C41HgCloN3

popis: svetla krystalicka latka

reakéni podminky: MW 30" 150 °C, 200 W
Mh = 254,11

ty = 48,0-49,9 °C

teoreticky vytézek: 889 mg

vytéZek reakce: 178 mg ~ 20,0 %

N-(3-(trifluormethyl)benzyl)pyrazin-2-amin
(L
N/ N

oznaceni latky: OFJMB4

sumarni vzorec: CqoH4oF3N3

popis: rychle tajici latka

reakéni podminky: MW 30" 150 °C, 200 W
Mh = 253,23

t: = niz8i neZ laboratorni teplota (< 23 °C)
teoreticky vytézek: 1 730 mg

vytézek reakce: 323 mg ~ 18,7 %
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N-(3-chlorbenzyl)pyrazin-2-amin
N
(L
=
N N

Cl

oznaceni latky: OJMB5

sumarni vzorec: C41H10CIN3

popis: svetla krystalicka latka

reakéni podminky: MW 30" 150 °C, 200 W
Mh = 219,67

t; = 56,9-58,8 °C

teoreticky vytézek: 776 mg

vytézek reakce: 75 mg ~ 9,64 %

N-(4-(trifluormethyl)benzyl)pyrazin-2-amin
N
[ j\
/
N N
H
F

oznaceni latky: OJMB6

sumarni vzorec: CqoH19F3N3

popis: svétla krystalicka latka

reakéni podminky: MW 30" 150 °C, 200 W
Mh = 253,23

ty = 78,4-80,9 °C

teoreticky vytézek: 870 mg

vytéZek reakce: 75 mg ~ 8,7 %
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N-benzylpyrazin-2-amin

SU

oznaceni latky: OJMB7

sumarni vzorec: C11H11N3

popis: svétla krystalicka latka

reakéni podminky: MW 30" 150 °C, 200 W
Mh = 185,23

ty=64,9-67,4 °C

teoreticky vytéZzek: 648 mg

vytézek reakce: 113 mg ~ 17,44 %

N-(2-chlorbenzyl)pyrazin-2-amin

O

oznaceni latky: OJMB8

sumarni vzorec: C411H19CIN;

popis: svétla krystalicka latka

reakéni podminky: MW 30" 150 °C, 200 W
Mh = 219,67

t = 81,5-83,5 °C

teoreticky vytézek: 1 550 mg

vytéZek reakce: 287 mg ~ 18,54 %
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N-(2-fluorbenzyl)pyrazin-2-amin

N
(L
BPs
N N
H
.
oznaceni latky: OJMB9
sumarni vzorec: C11H1oFN3
popis: svetla krystalicka latka
reakéni podminky: MW 30" 150 °C, 200 W
Mh = 203,22
ty=78,3-80,6 °C
teoreticky vytézek: 1 070 mg
vytézek reakce: 55 mg ~ 5,1 %

N-(4-fluorbenzyl)pyrazin-2-amin

(.
7 H/\O\

.
oznaceni latky: OJMB10
sumarni vzorec: Cq1H1oFN3
popis: svétla krystalicka latka
reakéni podminky: MW 30" 150 °C, 200 W
Mh = 203,22
t=76,4-78,6 °C
teoreticky vytézek: 710 mg
vytézek reakce: 35,5 mg ~ 5,0 %
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4.4 Analyticka data nasyntetizovanych slouc¢enin

OJMB1 N-(4-methylbenzyl)pyrazin-2-amin

N
E j\
N/ N/\O\
H
CH,

VytéZek: teor: 690 mg, ziskany: 49 mg ~ 7,1 %, t = 81,7-83 °C; 'H NMR (300
MHz, DMSO) 6 7.98-7.93 (m, 1H), 7.91-7.88 (m, 1H), 7.51 (t, J = 5.9 Hz, 1H),
7.51 (s, 1H), 7.25-7.16 (m, AA’, BB’, 2H), 7.15-7.06 (m, AA’, BB’, 2H), 4.41 (d,
J =5.9 Hz, 2H), 2.25 (s, 3H); *C NMR (75 MHz, DMSO) & 155.1, 141.7, 136.8,
136.0, 133.4, 131.4, 129.0, 127.5, 43.5, 20.9; IC (ATR-Ge, cm™): 3221 (-NH-),
2922 (-CHy-), 2855 (-CH3), 1584, 1566, 1514, 1494, 1455, 1433 (arom.); Elem.
analyza: teoreticka Cq12H13Ns (Mh = 199,26): 72,33% C, 6,58% H, 21,09% N;
zjisténa: 72,10% C, 6,72% H, 19,24% N.

OJMB2 N-(4-chlorbenzyl)pyrazin-2-amin

ey

VytéZek: teor: 760 mg, ziskany: 160 mg ~ 21,4 %, t, = 85,9-87,4 °C; "H NMR
(300 MHz, CDCI3) 6 8.00 (dd, J = 2.8, J=1.5 Hz, 1H), 7.91 (d, J =1.5 Hz, 1H),
7.82 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.39-7.20 (m, 4H), 5.17 (bs, 1H), 4.54 (s, 2H); "*C
NMR (75 MHz, CDCI3) 6 154.2, 141.8, 136.9, 133.2, 132.9, 132.0, 128.8, 128.8,
44.8; IC (ATR-Ge, cm™): 3241 (-NH-), 2942 (-CH,-), 1585, 1554, 1491, 1456,
1431 (arom.), 794 (-Cl); Elem. analyza: teoreticka C11H1oCIN3 (Mh = 219,67):
60,14% C, 4,59% H, 19,13% N; zjisténa: 60,43% C, 4,68% H, 18,88% N.
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OJMB3 N-(3,4-dichlorbenzyl)pyrazin-2-amin
ENj\

/

N N

Cl

Cl

VytézZek: teor: 889 mg, ziskany: 178 mg ~ 20,0 %, t; = 48,0-49,9 °C; 'H NMR
(300 MHz, DMSO) & 7.98 (d, J =1.5 Hz, 1H), 7.90 (dd, J = 2.8 Hz, J=1.5 Hz,
1H), 7.68 (d, J=2.5 Hz, 1H), 7.65 (t, J=6.1 Hz, 1H), 7.56 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
7.55 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.30 (dd, J = 9.0 Hz, 2.5 Hz, 1H), 4.47 (d, J = 6.1 Hz,
2H); *C NMR (75 MHz, DMSO) & 154.7, 141.7, 141.5, 133.6, 131.8, 131.0,
130.6, 129.3, 127.7, 42.7; IC (ATR-Ge, cm™): 3231 (-NH-), 2926 (-CH,-), 1594,
1543, 1518, 1467, 1397 (arom.), 829, 813 (-Cl); Elem. analyza: teoreticka
C11HoCIoN3 (Mh = 254,11): 51,99% C, 3,57% H, 16,54% N; zjisténa: 52,48% C,
3,89% H, 16,05% N.

OJMB4 N-(3-(trifluormethyl)benzyl)pyrazin-2-amin
.
N/ N

F F
F

Vytézek: teor: 1 730 mg, ziskany: 323 mg ~ 18,7 %, t; = niz8i nez laboratorni
teplota (< 23 °C); "H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8.07-7.98 (m, 1H), 7.94 (s, 1H),
7.82 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.60 (s, 1H), 7.55-7.51 (m, 2H), 7.44 (t, J = 7.7 Hz,
1H), 5.35 (bs, 1H), 4.64 (s, 2H); *C NMR (125 MHz, CDCls) & 154.2, 142.0,
139.7, 132.9, 132.1, 131.0 (q, J=32.7 Hz), 130.8 (q, J=1.3 Hz), 129.2, 124.0 (q,
J=272.8 Hz), 124.3 (q, J=3,8 Hz), 124.2 (q, J=3,8 Hz), 44.9; IC (ATR-Ge, cm'1):
3245 (-NH-), 2944 (-CH»-), 1594, 1519, 1471, 1450 (arom.), 1326 (-CF3); Elem.
analyza: teoreticka C42H1oF3N3 (Mh = 253,23): 56,92% C, 3,98% H, 16,59% N;
zjisténa: 57,18% C, 2,98% H, 16,70% N.
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OJMBS5 N-(3-chlorbenzyl)pyrazin-2-amin
[Nj\

/

N N

el
VytéZzek: teor: 776 mg, ziskany: 75 mg ~ 9,64 %, t, = 56,9-58,8 °C; 'H NMR
(300 MHz, DMSO) 6 7.98 (d, J =1.5 Hz, 1H), 7.90 (dd, J = 2.9, J=1.5 Hz, 1H),
7.67 (d, J=2.9 Hz, 1H), 7.62 (t, J=6.0 Hz, 1H), 7.40-7.24 (m, 4H), 4.48 (d, J =
6.0 Hz, 2H); *C NMR (75 MHz, DMSO) & 154.9, 142.8, 141.7, 133.5, 133.2,
131.7, 130.4, 127.2, 126.8, 126.1, 43.2; IC (ATR-Ge, cm™): 3264 (-NH-), 3059
(-CHyz-), 1599, 1575, 1525, 1471, 1424, 1392 (arom.), 773 (-Cl); Elem. analyza:
teoreticka C11H1oCIN3 (Mh = 219,67): 60,14% C, 4,59% H, 19,13% N; zjisténa:
60,58% C, 4,59% H, 18,77% N.

OJMB6 N-(4-(trifluormethyl)benzyl)pyrazin-2-amin

N
[j\
N/ N

H

F

F
F

VytéZek: teor: 870 mg, ziskany: 75 mg ~ 8,7 %, t = 78,4-80,9 °C; "H NMR (500
MHz, CDCl3) 6 8.00 (s, 1H), 7.92 (s, 1H), 7.86-7.82 (m, 1H), 7.65-7.55 (m, 2H),
7.51-7.41 (m, 2H), 5.22 (bs, 1H), 4.65 (d, J = 5.9 Hz, 2H); *C NMR (126 MHz,
CDCIl3) 6 154.2, 142.8, 141.9, 133.4, 132.2, 129.7 (q, J=32.7 Hz), 127.6, 125.6
(9, J=3,8 Hz), 124.1 (q, J=272.8 Hz), 44.9; IC (ATR-Ge, cm™): 3251 (-NH-),
2966 (-CHy-), 1618, 1575, 1457, 1433 (arom.), 1111 (-CF3); Elem. analyza:
teoreticka C12H1oF3N3 (Mh = 253,23): 56,92% C, 3,98% H, 16,59% N; zjisténa:
52,83% C, 3,05% H, 12,41% N.
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OJMB7 N-benzylpyrazin-2-amin

N
[ j\

= /\O

N N

H

Vytézek: teor: 648 mg, ziskany: 113 mg ~ 17,44 %, t.= 64,9-67,4 °C; 'H NMR
(300 MHz, CDCl3) 6 7.99 (dd, J = 2.8, J=1.5 Hz, 1H), 7.90 (d, J =1.5 Hz, 1H),
7.81 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.41-7.22 (m, 5H), 5.13 (bs, 1H), 4.56 (d, J=4.3 Hz,
2H); *C NMR (75 MHz, CDCl;) & 154.3, 141.8, 138.3, 132.9, 132.0, 128.7,
128.7, 127.5, 45.5; IC (ATR-Ge, cm™): 3229 (-NH-), 2945 (-CH,-), 1581, 1564,

1519, 1494, 1428 (arom.); Elem. analyza: teoreticka C11H{{N3 (Mh = 185,23):
71,33% C, 5,99% H, 22,69% N; zjisténa: 70,38% C, 6,11% H, 21,86% N.

OJMB8 N-(2-chlorbenzyl)pyrazin-2-amin

O

VytéZek: teor: 1 550 mg, ziskany: 287 mg ~ 18,54 %, t; = 81,5-83,5 °C; '"H NMR
(300 MHz, CDCl3) & 7.99 (dd, J = 2.8, J=1.5 Hz, 1H), 7.90 (d, J =1.5 Hz, 1H),
7.81 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.44-7.33 (m, 2H), 7.27-7.17 (m, 2H), 5.19 (bs, 1H),
4.67 (d, J = 5.7 Hz, 2H); *C NMR (75 MHz, CDCls) 5 154.2, 141.8, 135.8,
133.6, 133.1, 132.2, 129.6, 129.5, 128.8, 127.0, 43.2; IC (ATR-Ge, cm™): 3265
(-NH-), 2965 (-CH,-), 1603, 1523, 1466, 1442, 1414 (arom.), 755 (-Cl); Elem.
analyza: teoreticka C41H1oCIN3 (Mh = 219,67): 60,14% C, 4,59% H, 19,13% N;
zjisténa: 60,00% C, 5,09% H, 18,13% N.
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OJMB9 N-(2-fluorbenzyl)pyrazin-2-amin

O

VytéZek: teor: 1 070 mg, ziskany: 55 mg ~ 5,1 %, t;= 78,3-80,6 °C; 'H NMR
(300 MHz, CDCI3) & 8.02-7.97 (m, 1H), 7.93 (s, 1H), 7.80 (d, J = 2.8 Hz, 1H),
7.42-7.32 (m, 1H), 7.31-7.21 (m, 1H), 7.14-7.01 (m, 2H), 5.24 (bs, 1H), 4.63 (s,
2H); *C NMR (75 MHz, CDCls) & 161.0 (d, J=246.0 Hz), 154.2, 141.8, 132.7,
132.1, 129.8 (d, J=4.5 Hz), 129.2 (d, J=8.3 Hz), 125.4 (d, J=14.3 Hz), 124.2 (d,
J=3.8 Hz), 115.5 (d, J=21.1 Hz), 39.3 (d, J=4.5 Hz); IC (ATR-Ge, cm™): 3269 (-
NH-), 2938 (-CHy-), 1602, 1587, 1527, 1485, 1455, 1433 (arom.), 1146 (-F);
Elem. analyza: teoreticka C11H1oFN3 (Mh = 203,22): 65,01% C, 4,96% H,
20,68% N; zjisténa: 63,61% C, 4,96% H, 18,69% N.

OJMB10 N-(4-fluorbenzyl)pyrazin-2-amin

Aoy

VytéZek: teor: 710 mg, ziskany: 35,5 mg ~ 5,0 %, t,= 76,4-78,6 °C; '"H NMR
(300 MHz, CDCl3) 6 7.99 (dd, J = 2.8 Hz, 1.5 Hz, 1H), 7.87 (d, J =1.5 Hz, 1H),
7.81 (d, J =2.8 Hz, 1H), 7.38-7.15 (m, 2H), 7.11-6.95 (m, 2H), 5.05 (bs, 1H),
4.52 (d, J =9.5 Hz, 2H); *C NMR (75 MHz, CDCl3) & 162.1 (d, J=246.0 Hz),
154.3, 141.9, 134.2 (d, J=3.8 Hz), 133.2, 132.12, 129.2 (d, J=8.3 Hz), 115.5 (d,
J=21.9 Hz), 44.7; IC (ATR-Ge, cm™): 3221 (-NH-), 2935 (-CH,-), 1594, 1543,
1519, 1508, 1469, (arom.), 1221 (-F); Elem. analyza: teoreticka C11H1oFN3 (Mh
= 203,22): 65,01% C, 4,96% H, 20,68% N; zjisténa: 62,91% C, 3,16% H,
18,66% N.
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5 Vysledky

Antibakterialni, antifungalni a antimykobakterialni plsobeni latek bylo
testovano na Katedfe biologickych a lékafskych véd a ve Fakultni nemocnici

v Hradci Kralové, Ustavu klinické mikrobiologie.

Po uplynuti doby inkubace, za 24 a 48 hodin (vyjimka Trichophyton
interdigitale po 72 a 120 hod.) se stanovila minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC; umol.I™).

U antimykobakterialniho testovani probihala inkubace 14 dnu (vyjimka
M. kansasii 6 dnl) vtmavém vihkém prostiedi pfi teploté 37 °C a pH 6,2.
Vysledky antimykobakteriainiho plsobeni byly stanoveny jako MIC (ug.ml™).
Jako standard byl pouzit isoniazid (INH).

5.1 Vysledky antibakterialniho testovani

Testovani antibakterialniho pusobeni (Tab. 2) probihalo in vitro pomoci
mikrodiluéni bujonové metody. Inkubace probihala 24—48 hod. pfi teploté 35 °C

+ 2 °C. Poté bylo provedeno vizualni hodnoceni (Protokol €. 1).

Testovalo se plsobeni na kmenech:

Staphylococcus aureus (SA)
Staphylococcus aureus methicilin rezistentni  (MRSA)
Staphylococcus epidermis (SE)
Enterococcus faecalis (EF)
Escherichia coli (EC)
Klebsiella pneumoniae (KLP)
Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni (KP-E)
Pseudomonas aeruginosa (PA)
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Tab. 2: Viysledky antibakterialniho plisobeni

Testovana latka (oznageni) — MIC (umol.I™")

Kmen
OoJMB1|(0JMB2 | 0JMB3|0JMB4 | 0JMB5 | OJMB6 | OJMB7 | OJMB8 | OJMB9 |OJMB10

24h | >500 | >500 250 | >500 125 125 | >500 500 500 >500
SA

48h | >500 | >500 | >500 | >500 500 125 | >500 500 | >500 | >500

24h | >500 | >500 250 | >500 500 250 | >500 | >500 500 >500

MRSA

48h | >500 | >500 500 | >500 | >500 500 | >500 | >500 | >500 | >500

24h 500 500 125 500 125 62,5 | >500 | >500 | >500 | >500
SE

48h 500 500 125 500 250 250 | >500 | >500 | >500 | >500

24h | >500 | >500 500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
EF

48h | >500 | >500 | >500 | =500 | >500 | >500 | =500 | >500 | >500 | >500

24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | =500 | >500 | >500 | >500
EC

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | >500 | >500 | >500
KP

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

24h | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
KP-E

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

24h 500 500 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | >500
PA

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | =500

Z derivatl pyrazinu se u mensiny z nich projevilo antibakterialni plsobeni

na testované bakterie.
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Svou antibakterialni aktivitu projevil derivat OJMB1 u SE pfi koncentraci
500 umol.I" a to jak za 24 hod., tak za 48 hod. Dale plsobil na PA pii

koncentraci 500 pmol.l'1 za 24 hod., po 48 hod. aktivitu uz neprojevil.

OJMB2 pusobil téZ na SE pfi koncentraci 500 pmol.I”" a to jak za 24 hod.,
tak za 48 hod. a na PA pfi koncentraci 500 umol.I" za 24 hod.

Latka OJMB3 pusobila na SA pfi koncentraci 250 umol.I”" po 24 hod., na
MRSA pfi 250 pmol.l'1 po 24 hod. a pfi koncentraci 500 pmol.l‘1 po 48 hod.
Dale na SE pfi koncentraci 125 pmol.l'1 a to jak po 24 hod., tak po 48 hod. Na
PA pusobila pii 500 pmol.I" po 24 hod.

OJMB4 plisobila pouze na SE pii koncentraci 500 ymol.I"" po 24 i 48 hod.

Latka OJMB5 pusobila na SA pfi koncentraci 125 pmol.I" po 24 hod.
a pfi koncentraci 500 pmol.I"" po 48 hod. Na MRSA pusobila pii koncentraci
500 ymol.I'" po 24 hod. Na SE pfi koncentraci 125 umol.I" po 24 hod.
a 250 pmol.I"" po 48 hod.

Latka OJMB6 pusobila pfi koncentraci 125 pmol.I’ na SA a to jak
po 24 hod., tak po 48 hod. Na MRSA pusobila koncentraci 250 pmol.l”
po 24 hod. a 500 pmol.I”" po 48 hod. Na SE méla vliv koncentrace 62,5 pmol.I”
po 24 hod. a 250 pmol.I”" po 48 hod.

Latka OJMB8 plisobila pouze na SA pfi koncentraci 500 umol.I" po 24
i po 48 hod.

Latka OJMB9 plsobila pfi koncentraci 500 pmol.I" na SA a MRSA,
v obou pfipadech po 24 hod.

Latky OJMB7 a OJMB10 neprojevily antibakterialni aktivitu.
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5.2 Vysledky antifungalniho testovani

Testovani antifungalniho pusobeni (Tab. 3) probihalo in vitro pomoci
mikrodiluéni bujonové metody. Inkubace probihala 24—48 hod. pfi teploté 35 °C
+ 2 °C (vyjimka Trichophyton interdigitale 72—120 hod.). Poté bylo provedeno

vizualni hodnoceni (Protokol €. 2).

Testovalo se plsobeni na kmenech:

Candida albicans (CA)
Candida tropicalis (CT)
Candida krusei (CK)
Candida glabrata (CG)
Trichosporon asahii (TA)
Aspergillus fumigatus (AF)
Absidia corymbifera (AC)
Trichophyton interdigitale (Tn
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Tab. 3: Viysledky antifungalniho pusobeni

Testovana latka (oznadeni) — MIC (umol.I"")

Kmen
OJMB1|0JMB2|0JMB3|0JMB4/0OJMB5/0JMB6{OJMB7|0JMB8 OJMB9| OJMB10

24h | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500
CA

48h | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500

24h | >500 | 500 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500
CT

48h | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

24h 500 500 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500
CK

48h 500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500

24h | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500
CG

48h | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

24h 500 500 500 | >500 | 500 | >500 | >500 | 500 | >500 >500
TA

48h | >500 | 500 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

24h | >500 | 500 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 >500
AF

48h | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 >500

24h | >500 | 500 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | =>500
AC

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

72h | 500 500 | 62,5 | 125 125 | 250 | >500 | 125 500 500
Tl

120h | 500 500 | 62,5 | 125 125 | 250 | >500 | 125 500 500

Z derivatd pyrazinu bylo antifungalni plasobeni vyraznéjsi v porovnani

s antibakterialnim.
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Latka OJBM1 pusobila na CK pii koncentraci 500 pymol.I"" po 24 i po
48 hod. Na TA pusobila pfi 500 pmol.I”" po 24 hod. a na Tl pfi koncentraci
500 pmol.I"" po 24 i po 48 hod.

Latka OJMB2 plisobila na CT, CK, AF a AC pii koncentraci 500 umol.I”
vzdy po 24 hod. Na TA pusobila pfi koncentraci 500 umol.l'1 po 24 i po 48 hod.
Na TI pusobila koncentrace 250 pmol.I" po 72 i po 120 hod.

Latka OJMB3 pusobila vzdy pfi koncentraci 500 pmol.l'1 po 24 hod. i po
48 hod. u kmen(i hub CA, CT, CK, CG, TA, AF. U AC pusobila pfi 500 pymol.I”
pouze po 24 hod. U Tl pfi koncentraci 62,5 umol.I" po 72 i po 120 hod.

Latka OJMB4 pusobila pouze na Tl koncentraci 125 pmol.I" po 72 i po
120 hod.

Latka OJMBS5 pusobila na TA pfi koncentraci 500 umol.I"! po 24 hod. Pri
koncentraci 125 pmol.I"" pasobila na Tl po 72 i po 120 hod.

Latky OJMB6 pUsobila pouze na Tl pfi koncentraci 250 umol.I" po 72 i po
120 hod.

Latky OJMB8 pusobila pfi koncentraci 500 pmol.I" na TA po 24 hod. Na
AF pfi koncentraci 500 pmol.I'" po 24 i po 48 hod. Na TI pfi koncentraci
125 umol.I" jak po 72 hod., tak i po 120 hod.

Latky OJMB9 a OJMB10 puUsobily v obou pfipadech pouze na Tl pfi
koncentraci 500 pmol.I”" po 72 i po 120 hod.

Latka OJMB7 neprojevila zadné antifungalni pusobeni.

5.3 Vysledky antimykobakterialniho testovani

Testovani antimykobakterialni plsobeni probihalo ve Fakultni nemocnici

v Hradci Kralové, Ustavu klinické mikrobiologie.

Testovani (Tab. 4) probihalo in vitro pomoci mikrodiluéni bujonové
metody v mikrotitracni destiCce. Inkubace probihala v Middlebrook médiu
opH6,2. Testované latky byly rozpusténé v dimethylsulfoxidu (DMSO).
Inkubace probihala 14 dnu (vyjimka M. kansasii 6 dnd) vtmavém vihkém

prostfedi pfi teploté 37 °C. Vysledky antimykobakterialniho pusobeni MIC
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(ug.ml™") byly odedteny pomoci metabolického indikatoru (Alamar Blue). Jako

standard byl pouZit isoniazid (INH).

Testovalo se na kmenech:
Mycobacterium tuberculosis H37Rv
Mycobacterium kansasii My 235/80

Mycobacterium avium ssp. avium My 80/72

Tab. 4: Viysledky antimykobakterialniho plsobeni

Standard TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (ug.ml™)

Kmen
INH | OJMB1 | OJMB2 | OJMB3 | OJMB4 | OJMB5
Mycobacterium tbc H37Rv 0,2 100 50 50 50 50
Mycobacterium kansasii
12,5 100 50 25 100 100
My 235/80
Mycobacterium avium ssp.
12,5 >100 >100 100 >100 >100
avium My 80/72
Kmen INH | OJMB6 | OJMB7 | OJMB8 | OJMB9 | OJMB10
Mycobacterium tbc H37Rv 0,2 >100 >100 100 >100 >100
Mycobacterium kansasii
6,25 50 >100 100 >100 >100
235/80
Mycobacterium avium ssp.
25 >100 >100 >100 >100 >100

avium My 80/72

V porovnani se standardem antituberkulotika 1. linie, isoniazidem, se

svoji antimykobakterialni aktivitou nejvice projevila

plisobenim na Mycobacterium kansasii (pti koncentraci 25 pg.ml™).
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Za zminku stoji jesté latky OJMB2 a OJMBG6, které pusobily opét
na Mycobacterium kansasii pfi koncentraci 50 pg.ml'1.
Ostatni latky maiji aktivitu mirnou nebo Zadnou (ve vétSiné pfipadu

koncentrace >100 pg.mi™).
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6 Diskuze

V této praci jsem se vénovala syntéze derivatd pyrazinu. Pfipravili jsme
celkem 10 derivatl. Volba substituentt byla vedena dle pfedchozich zkusenosti
a studii (Dolezal et al., 2008), kdy jsme se fidili doporuCenim, ze
antituberkulotickou aktivitu muze zvysit substituce chlorem, alkylace, amidace
nebo navazani aromatického zbytku na pyrazinovy kruh. Po ovéfeni totoznosti
jsme s témito 10 derivaty nadale pracovali a nechali otestovat jejich aktivitu

antibakterialni, antifungalni a antimykobakterialni.

Antibakterialni aktivita naSich latek byla zanedbatelna. Obdobné tomu
bylo i ve studii Jandourek et al. (2014), kdy testovali derivaty pyrazinu

s obdobnymi substituenty jako v této praci.

V pfipadé antimykotické aktivity se u nas potvrdilo zjisténi z pfedchozich
studii (Dolezal et al., 2008), kdy se nejvyraznéjsi antimykoticka aktivita projevila
u kmene Trichophyton interdigitale. Tento kmen byl nejcitlivéjSim testovanym
kmenem. V nasem pfipadé jeho rust nejvice inhiboval derivat N-(3,4-dichlor-
benzyl)pyrazin-2-amin (OJMB3). Tento derivat se vramci testovanych latek

projevil jako nejvice ucinny vaci vSem testovanym fungalnim kmenum.

Mykobakterialni aktivita byla testovana u tfi mykobakterialnich kmend,
M. tuberculosis, M. kansasii a M. avium ssp. avium. Jako standard byla zvolena
latka isoniazid. V porovnani se standardem se zadna ztestovanych latek
neprojevila jako ucinna vaci M. tuberculosis. Jejich MIC byla v porovnani s INH
vice nez 100 nasobné vysSi. Za zminku snad stoji opét latka substituovana
dvéma chlory, N-(3,4-dichlorbenzyl)pyrazin-2-amin (OJMB3), jejiz aktivita (MIC
25 ug/ml) byla nejblize standardu (MIC 6,25 ug/ml), a to v pfipadé M. kansasii.
| ve studii Jandourek et al. (2014), se jako jedny z nejuc€innéjSich latek projevily
pravé derivaty substituované chlorem. V této studii u€innost porovnavali nejen
sINH ale i sPZA. Mozna by bylo zajimavé vidét naSe vysledky
antimykobakterialniho pusobeni i v porovnani pravé s PZA. U dalSich nasich
latek se aktivita neprojevila.

Zajimavy je poznatek, ze lipofilita pyrazinovych derivatd muze hrat roli
v jejich antituberkulotické aktivité (Dolezal et al., 2008). Ve studii zjistili, ze
obecné zvySujici se lipofilita danych latek muze vést ke snizeni
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antimykobakterialni aktivity. Sou€asné ale zminuji, Ze biologicka aktivita latek
nezavisi vyhradné na jejich lipofilité. Stalo by jisté za zvazenou, v pfipadé
optimisti¢téjSich vysledku, pfipojit a zohlednit i vliv lipofility u nami
syntetizovanych derivatl. V této praci se ale parametrem lipofility latek

nezabyvam.

Na zakladé reSerSe v databazi Scifinder, jsem zjistila, Ze prakticky
vSechny pfipravené slouc€eniny jsou komeréné dostupné, resp. figuruji
v nabidkach katalogt zakazkovych firem. Lze najit nabidku napf. na pFipravu
N -(3,4-dichlorbenzyl)pyrazin-2-amin (OJMB3), kterou Ize objednat u firmy AA
Blocks LLC (USA), 1 mg za 152 USD, 20 mg za 230 USD; popf. u ABCR GmbH
(Germany) 500 mg za 639.60 €. V odborné literatufe, ani v patentech nejsou

studované sloucCeniny popsany.
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7 Zaver

Jednim zcili mé prace bylo obménit jadro pyrazinu benzylaminem
s riznymi substituenty a ziskat derivaty pyrazinu. Bylo pfipraveno deset
derivatl, u nichZ jsme jako substituenty vyuzili fluor, chlor, methyl. Substituenty
byly navazany v ruznych polohach cyklu. Vybér substituentd byl fizen dle
pfedchozich zkuSenosti zvyzkumu na Katedfe farmaceutické chemie

a farmaceutické analyzy.

Byly ziskany zadané derivaty pyrazinu. Totoznost latek byla ovéfena

na Katedie organické a bioorganické chemie pomoci NMR spektroskopie.

Dale jsme hodnotili antibakterialni, antifungalni a antimykobakterialni

aktivitu.

Na zakladé ziskanych vysledkl muzeme fici, ze antibakterialni u€innost

testovanych latek je nizka a pro dalSi vyzkum tedy nevyznamna.

Antifungalni aktivita naSich latek byla vyraznéjsi, ale i tak nejsou vysledky
pfilis vyznamné. NejCastéji se objevila aktivita proti houbé& Trichophyton
interdigitale, kdy tento kmen nejvice inhibovala latka OJMB3, N-(3,4-dichlor-
benzyl)pyrazin-2-amin. Tento derivat, substituovany dvéma atomy chloru,
projevil antifungalni uc€innost u vSech testovanych kmenu a nejvyraznéjsi byla
praveé u houby Trichophyton interdigitale.

Antimykobakterialni uCinek naSich latek byl velmi mirny nebo témér
zadny. NejvétSi ucinek konkrétné na Mycobacterium kansasii mél opét jiz
zminény derivat OJMB3, N-(3,4-dichlorbenzyl)pyrazin-2-amin. Ostatni latky

nemeély témér Zzadnou antimykobakterialni aktivitu.

Je tfeba dalSich syntéz derivatld pyrazinu k ziskani vhodnéjSich latek

s antibakterialni, antifungalni a antimykobakterialni aktivitou.
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8 Protokoly

Protokoly antibakterialniho a antifungalniho testovani byly zpracovany

na Katedre biologickych a lékarskych véd.

Protokol 1: Protokol antibakterialniho testovani

Testovane latky

Genericky nazev (skupinowy):

Cislo, kéd (sumami vzorec / substituent) m.h. m.h.
1. OIMB1 199,26 | 6. OIMBG 253,23
2. OIMB2 219,67 | 7. OIMBEY 185,23
3. OIMB3 254,11 (8. OIMB8 219,67
4. 0IMB4 253,23 | 9. OIMES 203,22
5. OIMB5 219,67 [10.0IMB10 203,22

Metoda - mikrodilu¢ni bujénova v destitkach — (200 media + 10yl suspenze inokula)

Médium: Mueller Hintondv bujon (MHB) pH 7,4 Inokulum: 0.5 McFarlandovy stup.

Délka inkubace: 24 - 48h Teplota: 35°C + 2°C
Zplsob inkubace: staticky, ve tmé&, humidni atmosféra
Odeditani: vizualni MIC

Testovane kmeny (kd, tislo)

1.SA Stapfvilococaus aurews CCM 4516/08

2.MRSA Staphylococcus awreus H 5996/08 Methicilin rezistentni

3.8k Sitaphyilococaus epidermidis H 6966/08

4. EF Enterococcus faecalis ] 14365/08

5. EC Escherichia coli CCM4517

6. KP Klebsiella pneumoniae D 11750/08

7. KP-E Klebsiella pneumoniae 1 14368/08  ESBL pozitivni

8. PA Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Vysledky
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) —-MIC (pmol.I'%)
(kdd) 0JMB1 | OJMB2 | OJMB3 | OJMB4 | OJMBS | OJMB6 | OJMB7 | OJMB8 : OIJMBY9 OIJMB10
SA 24h =500 =500 250 =500 125 125 =500 500 500 =500
48h =500 =500 =500 =500 500 125 =500 500 =500 =500
MRSA | 24h =200 =500 250 =500 500 250 =500 =500 500 =200
48h =200 =200 500 =500 =500 500 =500 =500 =200 =500

SE 24h 500 500 125 500 125 62,5 =300 =300 =300 =300

48h 500 500 125 500 250 250 =300 =300 =300 =300

EF 24h =300 =300 500 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300

48h =300 =300 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =300 =500

EC 24h =300 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500

48h =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500
KP 24h =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500
48h =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500

KP-E : 24h =300 =300 =300 =300 =300 =500 =500 =500 =300 =300

48h =300 =300 =300 =300 =300 =500 =500 =500 =300 =300

PA 24h 500 500 500 =300 =300 =500 =500 =500 =300 =500

48h =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300
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Protokol 2: Protokol antifungalniho testovani

Testovaneé latky

Genericky nazev (skupinovy):

Cislo, kod (sumami vzorec / substituent) m.h. m.h.
1. OIMB1 199,26 | 6. OIMB6 253,23
2. OIMB2 219,67 7. OIMB7 185,23
3. OJMB3 254,11 |8. OIMB8 219,07
4. OJMB4 253,23 |9. OIMB9 203,22
5. OJMB5 219,67 |10.0IMB10 203,22
Metoda - mikrodilutni bujonova v destickach — (2004 media + 10yl suspenze inokula)
Médium: RPMI 1640 s glutaminem pH /[ pufr: 7,0 / MOPS (0,165M)
Délka inkubace: 24 - 48h (u TI 72h-120h) Teplota; 35°C £ 2°C

Zptsob inkubace: staticky, ve tmé&, humidni atmosféra Inokulum: 5 = 10%£ 0.2 cfu.ml?
Odeditani: vizualni MIC

Testovane kmeny (kéd, tislo)

. CA1 - Candida albicans ATCC 44859

. CT -Candlida tropicalis 156

. CK2 -Candlida krusei E28

. CG -Candida glabrata 20/1

. TA - Trichosporon asahii 1188

. AF -Aspergillus fumigatus 231

. AC -Absidlia corymbifera 272

COi~dign i i i LI ind i

. T1 - Trichaphyton interdigitale 445

Vysledky

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) ~MIC (umol.I"))

(kéd) 0JMB1 | OJMB2 | OJMB3 ;| OJMB4 | OJMB5 | OJMB6& | OJMBY | OJHMBE | OJMBY9 | OIMB10

CA 24h =300 =300 500 =500 =500 =500 =300 =500 =300 =500

48h =300 =300 500 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300

cT 24h =300 500 500 =500 =500 =500 =300 =500 =300 =500

48h =300 =300 500 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300

CK 24h 500 500 500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500
48h 500 =500 500 =500 =500 =500 =300 =500 =500 =300
CG 24h =500 =500 500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500

48h =300 =300 500 =500 =500 =500 =500 =500 =300 =500

TA 24h 500 500 500 =500 500 =500 =500 500 =500 =500

48h =300 500 500 =500 =500 =500 =500 =500 =300 =500

AF 24h =300 500 500 =500 =500 =500 =500 500 =500 =500

48h =300 =300 500 =500 =500 =500 =500 500 =300 =500

AC 24h =300 500 500 =500 =500 =500 =500 =500 =300 =500

48h =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500 =500
TI 72h 500 250 62,5 125 125 250 =300 125 500 500
120h 500 250 62,5 125 125 250 =500 125 500 500
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