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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Skolici pracovisté Katedra organické chemie a bioorganické chemie

Doktorsky studijni program Bioorganicka chemie

Kandidat: Mgr. Viaclav Pflégr
Skolitel: doc. PharmDr. Mgr. Martin Kratky, Ph.D.
Nazev disertacni prace: Syntéza a hodnoceni potencialnich antimikrobnich 1é¢iv

Predlozena disertacni prace referuje nékteré vysledky dosazené v ramci
doktorandského projektu zabyvajiciho se syntézou a hodnocenim potencidlnich
antimikrobnich 1é¢iv. Hlavnim cilem bylo ziskdni novych derivati isoniazidu a jeho
analog pusobicich proti Mycobacterium tuberculosis a atypickym mykobakteriim, a to
optimaln¢ vcetné rezistentnich kmend. Dil¢im cilem byla ptiprava peptidovych nosict
pro antituberkulotika, coz je kromé& vyvoje novych molekul dal§i perspektivni smér

vyvoje novych terapeutickych strategii vici tuberkuloze.

Disertacni prace v teoretické ¢asti pirehledné zpracovava problematiku
tuberkuldzy. Je zde rozebrana etiologie onemocnéni, morfologie bunééné stény
mykobakterii a vybrané epidemiologické ukazatele. Podrobné je popséna lécba
a charakteristika klinicky pouZzivanych 1é¢iv, na tuto kapitolu navazuje strucny reSersni
piehled slibnych klinicky hodnocenych potencidlnich antituberkulotik, zeyména novych

inhibitort InhA a DprEl, které cili na syntézu bunécné stény.

Experimentalni ¢ast komentuje vystupy vyzkumu novych antituberkulotik.
Syntéza sloucenin vychazela z isoniazidu, ktery byl pfes pyruvatovy linker konjugovan
s riznymi aminy, alkoholy (resp. fenoly a jejich sirnymi analogy) za vzniku
odpovidajicich amidl nebo (thio)esterti. Cilové produkty byly ziskdny zpravidla C-N
karbodiimidovym  couplingem  za katalyzy I-hydroxybenzotriazolem  nebo

4-(dimethylamino)pyridinem.

Nase, v naprosté vétsin€ originalni, syntetizované slouceniny vykazaly v nékolika

pfipadech vysoky antimykobakteridlni potencial. Pravdépodobné se jednd o inhibitory



InhA, u nékterych slou€enin byla tato inhibice potvrzena experimentalné, nékdy s velmi
nizkymi hodnotami minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) vuci M¢b. (jiz od < 0,03 uM),
ackoliv u nékterych sloucenin (zejm. esterti) je mozné diskutovat také doplikovy
mechanismus uc¢inku. Nékteré slouCeniny jevily rovnéz vybornou aktivitu vii¢i kmeniim
podrobn¢ diskutovdna vSechna zdkladni experimentalni data tfi vybranych publikaci
tykajici se designu, ptipravy a hodnoceni biologické aktivity predmétnych derivati, které
byly designovany mj. jakozto mozna proléciva (s potencovanou uc¢innosti, lepsi absorpci

a pruchodem pies biologické bariéry ¢i redukovanou toxicitou).

Prace se déale vénuje pfipravé a hodnoceni peptidovych nosic¢i na bazi tuftsinu
pro antituberkulotika, které byly designovany zejména s cilem zvysit intracelularni

aktivitu a snizit toxicitu malych molekul.

V ramci prace se podafilo celkové identifikovat fadu nadéjnych sloucenin.

Kli¢ova slova: Amidy, antituberkulotika, estery, InhA, isoniazid, tuberkuloza, tuftsin



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Training Workplace Department of Organic and Bioorganic Chemistry
Doctoral Degree Program  Bioorganic Chemistry

Candidate: Mgr. Viaclav Pflégr

Supervisor: doc. PharmDr. Mgr. Martin Kratky, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis:  Synthesis and evaluation of potential antimicrobial drugs

The dissertation thesis reports some results achieved within the framework of a
doctoral project dealing with the synthesis and evaluation of potential antimicrobial
drugs. The main goal was to obtain new derivatives of isoniazid and its analogues acting
against Mycobacterium tuberculosis and non-tuberculous mycobacteria, optimally
including resistant strains. A partial aim was the preparation of peptide carriers for
antituberculosis drugs, which, in addition to the development of new molecules, is
another promising direction for the development of new therapeutic strategies against

tuberculosis.

The theoretical part of the dissertation overviews the issue of tuberculosis. The
aetiology of the disease, the morphology of the cell wall of mycobacteria and selected
epidemiological data are presented there. The treatment and characteristics of clinically
used drugs are described in detail, this chapter is followed by a brief research review of
promising clinically evaluated potential antituberculotics, especially new InhA and

DprE1 inhibitors that target cell wall synthesis.

The experimental part comments on the results of research on new
antituberculosis drugs. The synthesis of the compounds was based on isoniazid, which
was conjugated via a pyruvate linker with various amines, alcohols (or phenols and their
thio analogues) to form corresponding amides or (thio)esters. The target products were
usually obtained by C-N carbodiimide mediated coupling catalysed by

1-hydroxybenzotriazole or 4-(dimethylamino)pyridine.



Our, mostly originally synthesized compounds showed high antimycobacterial
potential in several cases. These are probably InhA inhibitors, for some of them this
mechanism of action was confirmed experimentally, for a number of them with very low
minimum inhibitory concentrations (MICs) against Mtb. (from < 0.03 uM), although for
some compounds (especially esters) it is also possible to consider an additional
mechanism of action. Some compounds also showed excellent activity against non-
tuberculous mycobacteria (MIC against M. kansasii from < 0.25 uM). The thesis
discusses in detail all the basic experimental data of three selected publications regarding
the design, preparation, and evaluation of the biological activity of the derivatives, which
were designed also as possible prodrugs (with improved efficacy, absorption and

penetrability through biological barriers or reduced toxicity).

The work is also devoted to the preparation and evaluation of tuftsin-based peptide
carriers for antituberculosis drugs, which were designed mainly with the aim of increasing

intracellular activity and reducing the toxicity of small molecules.

As part of the work, it was possible to identify several promising compounds.

Key words: Amides, antituberculotics, esters, InhA, isoniazid, tuberculosis, tuftsin
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NK Nukleova kyselina (nukleové kyseliny)
NU Nezadouci ucinek (nezaddouci ucinky)
OFX Ofloxacin

panD Aspartat dekarboxylaza
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PZA Pyrazinamid
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SI Index selektivity

STM Streptomycin

TBC Tuberkul6za

TRN Oddé¢leni tuberkul6zy a respiracnich nemoci
VRE Vankomycin-rezistentni enterokoky
WHO Svétova zdravotnicka organizace

XDR-TBC Extenzivné rezistentni tuberkuloza
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1 Uvod

Tuberkuldza (TBC) je zavazné infekéni onemocnéni vyvolané mykobakteriemi
ze skupiny Mycobacterium tuberculosis komplex, nejbéznéji druhem Mycobacterium
tuberculosis (Mtb.). [1-3] Pfi nedodrZzovani standardnich hygienickych opatfeni se mtize
infekce snadno §ifit, nej¢asteji inhalaci infikovanych kapének vykaslavanych nakazenym
jedincem. [3, 4] Nemoc, nejcastéji ve své plicni formé, postihuje zejména oslabené,
podvyzivené, imunokompromitované a nemocné jedince [5], Castéji muze nez zeny, méné
déti nez dospé¢lé. [1] Odhaduje se, Zze az jedna Ctvrtina svétové populace miize byt
infikovana Mtb., ackoliv u téchto jedinc nemusi vzdy dojit k rozvoji vlastniho
onemocnéni. Incidence tuberkuldzy ve vyspélych zemich sice dlouhodobé meziroéné
klesa, nicméné v globalnim kontextu je TBC jednou z hlavnich pfi¢in umrti na jedno
samostatné infekéni agens (fadici se dokonce nad HIV/AIDS), teprve az v letech tésné
minulych byla umrtnost na TBC v absolutni hodnoté ptekondna virem SARS-CoV-2
(pandemie covid-19 v letech 2019-2022). [1] Tuberkuléza je 1éc¢itelnd, nicméné 1écba je
dlouhodob4d a miize pacientovi zplsobovat znacné obtize, Casto tedy dochazi
k pred¢asnému ukonceni 1écby. [6] Statisticka data udavaji, ze az 50 % nakazenych

bez vhodné 1é¢by umira. [1]

Celosvétova situace je s ohledem na rychly rozvoj rezistence na antituberkulotika
alarmujici. [1, 5, 7]. Tlak na vyvoj novych sloucenin s potencialni antituberkulotickou

aktivitou stale vzrusta. [8]

Celkovy terapeuticky ptistup kromé& slozky kurativni zahrnuje také stejné
dialezitou slozku preventivni (zodpovédnost, vyvoj nové vakciny, depistdzni ¢innost,
kvalitni hygienické standardy, zdravy Zivotni styl a dalsi). [3, 8, 9] Vidina totalni

eradikace onemocnéni prozatim zlstava daleko v budoucnosti.
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2 Tuberkuldza

2.1 Zakladniinformace
Mtb. jako takové poprvé predstavil Robert Koch v bieznu roku 1882 a tim se mu

prave podarilo definovat etiologické agens tuberkuldzy; Kochtv bacil. [3, 10] V tom Case

se ujala az do soucasnosti pouzivana definice tuberkulédzy:

,, Tuberkuloza predstavuje vSechny chorobné stavy, jejichz pricinou je
Kochiv bacil.

Robert Koch, 1882 [3]

Mtb. je imobilni tyCinka o délce asi 2-5 pm, mize a nemusi byt prohnuta.
Je acidorezistentni, tzn. Spatn¢ barvitelna organickymi barvivy, a to diky vysokému
podilu lipidi v bunécéné sténé, navic je odolnd vici odbarvovani chemickymi Cinidly
(kyselinami, zdsadami nebo alkoholem). Je striktné aerobnim mikrobem s optimalni
teplotou rastu kolem 37 °C. Je to obligatni patogen pro ¢lovéka i hospodarsky dobytek.
Casto, vzhledem ke své potiebé kysliku, napada pravé respiraéni systém (asi 75-85 %
ptipadi), ale béZné jsou popisovany také visceralni, pleuralni, kozni, meningedlni nebo
kostni formy (Pottova nemoc) TBC. [11] Osoba mtze byt Mtb. infikovana, ackoliv se
uni onemocnéni nemusi rozvinout, probihd tedy latentné. V okamziku, kde je télo
hostitele oslabeno vlivem napf. malnutrice, dal§tho onemocnéni (zejména pacienti
s AIDS a rakovinou, iatrogenni imunosupresi, diabetem apod.) nebo jinymi neptiznivymi
exogennimi vlivy, propukd manifestni onemocnéni se vSemi jeho ptiznaky. Typickymi
pfiznaky pro pulmondlni formu tuberkulozy jsou kasel, hemoptyza, dusnost, bolest
na hrudi a dalsi systémové ptiznaky, jako Ubytek na hmotnosti, pyrexie, nava, astenie,

anemie a mnoho dalSich. [1, 3, 12, 13]

Pacient s témito piiznaky je v ivodu izolovan na vhodném oddéleni (v CR je to
oddéleni tuberkulozy a respira¢nich nemoci; TRN) a jeho sputum (nebo punktat, vypotek
¢1 hnis) je kultivaéné a mikroskopicky hodnoceno na piimy prikaz mykobakterii [3],
zaroven je prokazovana bakterialni DNA pomoci PCR. [14] Ke kultivaci se pouZzivaji
specidlni pidy typu Lowenstein—Jensen, k mikroskopickému prikazu se vyuziva
Ziehlovo—Neelsenovo barveni mykobakterii karbolfuchsinem. [15] Diagnézu je mozné
podepfit jesté¢ nalezem granulomu na skiagramu hrudniku nebo pozitivni reakci
na tuberkulinovy test (Mantoux). Na zaklad¢ vysledkti vySetfeni se pacientovi predepiSe

terapeutické schéma, které se fidi doporucenymi postupy pro lécbu TBC. Pokud je to
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mozné¢ a vhodné, provede se v okoli pacienta cilend depistaz, ktera miize odhalit
komunitni Sifeni napt. v socialné vyloucenych oblastech. Kli¢ovou roli ve zvladani TBC
hraje rovnéz prevence, napi. ofkovani bacilem Calmettovym-Guérinovym (BCQG),
zdravotnicka osvéta a také fadna edukace nemocnych [3], coz evidentné byva opomijeno.

Nové vakceiny jsou ve vyvoji. [16, 17]

2.2 Atypické mykobakteriozy
Dluzno zminit, Ze problematika mykobakteridz neni ohranic¢ena pouze na infekce

vyvolané obligatné patogennimi, pravymi mykobakteriemi M. tuberculosis komplex
(M. africanum, M. bovis, M. microti, M. orygis, M. canetti atd.). Druhou kategorii jsou
mykobakterie netuberkulézni (také zvanad atypické), sem je zafazena cela ftada
neobvyklych agens, kterd mohou byt potencialné patogenni pro clovéka (nejCastéji
M. kansasii, M. avium-intracellulare, M. abscessus, M. xenopi a mnoho dalSich).
Onemocnéni zplisobena témito kmeny se nazyvaji mykobakteriozy a jejich klinicky obraz
v piipad¢ plicnich forem byva piipodobiiovéan pravé k TBC. Nejrizikovéjsi skupinu tvoii
pacienti s cystickou fibrozou, chronickou obstrukéni plicni nemoci, HIV a dal$imi
syndromy imunodeficience. Studie konzistentné naznacuji, Ze prevalence atypickych
mykobakterioz se zvySuje [18], mozna také kvuli narustu poctu HIV-pozitivnich
pacientll. [19] V posledni dekad¢ byl zaznamendn narlst selekce rezistentnich kmenti
1u téchto bakterii (napt. M. abscessus, které je n€kterymi autory odbornych publikaci

nazyvana doslova ,,antibiotickou no¢ni miirou*). [20, 21]

Atypické (netuberkuldzni) mykobakterie tedy stejné jako Mtb. napadaji respiracni
trakt, nicméné b&zné jsou rovnez infekce mékkych tkani, kize, lymfatického systému
apod. Vzhledem k jejich rliznorodé morfologii a také rtizné rychlosti ristu napfic
jednotlivymi kmeny je stanoveni spravné diagnézy velmi komplikované. Stejné
komplikovana je rovnéz lécba, kterd vyZzaduje (stejné jako TBC) dlouhodobou
a kombinovanou terapii, nezfidka byva nutna i chirurgickd intervence. [22] Castymi

puvodci atypickych mykobakterioz jsou zejména:

- Mycobacterium avium komplex (M. avium, M. intracellulare)

- Mycobacterium kansasii

- Mycobacterium abscessus komplex (M. abscessus, M. massiliense, M.
bolletti)

- Mycobacterium ulcerans

- Mycobacterium marinum
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Lécba infekci vyvolanych jednotlivymi kmeny je ptisné€ individualni, nebot’ nékteré
znich disponuji primarni rezistenci vii¢i béznym 1é¢iviim uZzivanym k terapii TBC

(napt. M. avium je ptirozen¢ rezistentni vici isoniazidu). [23]

2.3 Incidence tuberkuldzy, aktudlni prehled

Incidence TBC je celosvétoveé monitorovana a vétSing€ civilizovanych zemi také
povinng€ ohlasovana (vice nez 100 zemi, zaznamenano pfiblizné 90 % vSech ptipadit)
a data jsou rovnéz referovana Svétové zdravotnické organizaci (WHO). Hlavni diraz je

kladen na monitorovani zemi s vysokou TBC zatézi (Afrika, Indie, Indonésie). [1]

Nashromazdénd epidemiologicka data jsou v poslednich tfech letech znacné
zkreslena pandemii covid-19. Ta se projevila jak pozitivné, ve smyslu striktniho
dodrzovani zavedenych protiepidemickych pravidel, coz nejspi§ pomohlo snizit pocty
nahodnych prenost infekce (zejm. kviili povinnému nosSeni respiratord, nucenému myti
rukou atd.), tak i negativné s ohledem na lokalni pietiZzeni zdravotnickych zatizeni a tim

nedostupnosti 1ékarské péce. [1]

7.5

7.0

6.5

6.0

Notifications per year (millions)

55
2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Obrazek 1 — Noveé diagnostikované pripady TBC (celosvétové) mezi lety 2015-2021 [1]

Vy¢isleno; v roce 2019 bylo WHO hlaSeno 7,1 milionu pfipadii TBC, v roce 2020
uz jen 5,8 milionu ptipadi (pokles o 18 %) a konecné v roce 2021 bylo reportovano
6,4 milionu nov¢ diagnostikovanych ptipadt (Obr. 1). Souctem bylo reportovano v roce
2020 10,1 milionu a vroce 2021 10,6 milionu vSech ptipadic TBC celosvétove
(nartist 4,5 %) (Obr. 2). Otazkou zGstava, zda tato priznivé vyhliZejici €isla zpisobila
skutecna neexistence pripadi, nebo pouze jejich nediagnostikovéani. To se podle WHO

uplné projevi patrné az v dalSich letech. [1]
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Obrdzek 2 — Odhadované pocty pripadi TBC (celosvétove) mezi lety 2000-2021 [1]

Jinou otazkou je mortalita v tomto obdobi, kdy podle odhadu WHO zemfielo
v roce 2021 1,6 milionu, v roce 2020 1,5 milionu a v roce 2019 1,4 milionu nemocnych,
pficemz v letech pred pandemii covid-19 byl trend spiSe sestupny (Obr. 3). Pacienti se
tak patrn¢ infikovali komunitné a na pozadi ,,aktudlnéjsi* a rychle probihajici pandemie
covidu-19. WHO dokonce uvadi, ze ve zminéném obdobi se 1écby rifampicin rezistentni
tuberkulozy (RR-TBC) a multirezistentni tuberkulézy (MDR-TBC) dockala pouze jedna

ttetina nemocnych. [1]
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Obrdzek 3 — Odhadované pocty umrti na TBC mezi lety 2000-2021 [1]

Vyskyt TBC se zvysil mezi roky 2020 az 2021 v péti ze Sesti monitorovanych
uzemnich celk. Vyjimku piekvapivé tvofil africky region, az pozdé€ji se zjistilo,
ze odchylka je zplsobena naruSenim tamé&j$i, uz tak misty provizorni, lékaiské péce
vlivem covid-19. Podrobny ptehled o distribuci nemocnych v jednotlivych svétadilech
podava Obr. 4. Z obrazku je patrné, Ze mezi oblasti s nejvétsi rocni incidenci TBC

na 100 000 obyvatel patii jizni a stfedni Afrika, Indie a jihovychodni Asie. [1]
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Obrdzek 4 — Odhadovand distribuce pfipadd v regionech (2021) [1]

Stanoveni poc¢tu pripadii nemocnych s TBC rezistentni vuci 1é¢b¢ je slozitéjsi.
Ke stanoveni spravné diagnozy je tfeba presné bakteriologické vySetfeni profilu
rezistence, k tomu se dnes mimo klasické kultivace pouZivaji rychlé molekularni testy
nebo sekvenacni technologie. Dobrou zpravou je, Ze tato vysetfeni jsou dnes provadéna
skoro ve tfech ¢tvrtinach potvrzenych ptipadi pulmonalni TBC. V roce 2019 bylo timto
zpusobem na rifampicinovou rezistenci vySetieno 61 % a v roce 2020 a 2021 dokonce asi
71 % nemocnych. Celosvétové bylo vroce 2021 diagnostikovano 161 746 lidi
s MDR/RR-TBC delegovanych k 1écb¢, to je narlst asi o 7,5 % ze 150 469 stejnych
pripadl za rok 2020, ale stale vyrazné nizsi (asi o 11 %) v porovnani s poétem piipada
181 533 zroku 2019 (Obr. 5). Pocty nemocnych se zavaznéj$imi profily rezistence
(napf. extenzivné rezistentni tuberkul6za; XDR-TBC) se za posledni tii roky pohybuji

okolo cca. 20-30 tisic osob za rok. VétSina nakaZenych je dospéla. [1]
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Obrdzek 5 — Pocty nemocnych lé¢enych pro MDR/RR-TBC (celosvétové) [1]
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2.4 Patogeneze
Zakladnim zdrojem infekce je nemocny!, piipadné infikované hospodaiské nebo

jiné domaéci zvife. Pokud pacient s otevienou (aktivni) TBC kasle nebo i jen mluvi,
emituje do okolniho prostfedi kapénky aerosolu o velikosti jen nékolika jednotek
mikrometr, které nesou zivé buiky Mrb. Dalsi osoba v jeho blizkosti je nakaze
vystavena prostfednictvim aspirace téchto infekénich plisobkd, riziko nakazy se zvysSuje

s opakovanou expozici (napf. v uzavienych komunitach). [3, 4, 24, 25]

Po expozici a zasazeni hostitele vnika Mzb. hluboko do dychacich cest, nakonec
az do alveolii. Zde jsou buiikky Mtbh. pohlceny alveoldrnimi makrofagy, podstatna ¢ast
mykobakterialni naloze je butikami imunitniho systému skute¢né znicena, avSak nékteré
bunky mohou pfezit, v makrofagu se mnozit a vyvolavat priméarni granulomatdzni zanét.
Vysledkem procesu je vznik typického granulomu — jinak také tubercula, uzliku — odtud
nazev onemocnéni. Granulom je v podstaté vytvoren reakci organismu hostitele, aby
zabranil dalSimu Sifeni mykobakterii, a zdroven se stdva mistem, kde se pokousi imunitni
systém hostitele cizi buiiky eliminovat. V pfipadé insuficience imunitniho systému jsou
pomnozené mykobakterie emitovany z rozpadajiciho se granulomu ven a dochazi k jejich
dal$imu sifeni, napt. krevnim fe¢istém nebo lymfatickym systémem po celém téle. Pokud
se zatnou mykobakterie mnozit v téchto diseminovanych loziscich, hovotime o zivot

ohrozujicim stavu: miliarni tuberkuléze. Pokud neni adekvatné pieléCena, pacient

zpravidla brzy umira. [24-27]

Pfi nedodrZeni ptisného terapeutického rezimu, tzn. nedoléceni, se mohou stiidat
obdobi bezptiznakova s exacerbacemi (a to dokonce ve vice loZiscich, tj. patologie
v jednom misté relabuje a v druhém ustupuje). Rozpadajici se granulomy plisobi kase6zni
nekrozu, kterd se postupné hoji jizvou, a jak zndmo, tyto buiky jiz nerespektuji
architekturu normdlni plicni tkdné¢ a ta se stdva z hlediska latkové vymény nejen

nefunk¢ni, ale dokonce potencialné nebezpecna z hlediska tvorby malignit. [25, 27]

2.5 Bunka mykobakterie
Pro spravné pochopeni mechanismu uUc¢inku 1é¢iv pouzivanych k terapii TBC

aposléze divodi vzniku rezistence na né, je kliCcové rozpoznat pozoruhodnou
molekularni sloZitost bunék mykobakterii. V Sir§im kontextu se jedna o znak spole¢ny

pro vSechny pravé i atypické mykobakterie. Hlavni doménou mykobakterialni buiiky je

1 Méné bé7né se objevuje nakaza inokulaéni (dotykem) nebo alimentérni.
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ve srovnani s jinymi bakteriemi jeji vrstevnaty voskovy, hydrofobni obal (podil lipidi
v bunééném obalu je az 40 %), ktery urcuje mykobakteridlni bunce jeji typické vlastnosti,
jako jsou odolnost vic¢i fadé chemickych a fyzikéalnich faktor, horS$i penetrabilita
pro 1é¢iva, odolnost vii¢i biologickym agens (lysozymu makrofagli), imunitnimu systému
hostitele celkové nebo relativné del§i generaéni doba?. [28-30] Jak jiz bylo zminéno v

uvodu, je tedy nutné zavadet do terapie 1éCiva specidlni, tj. antituberkulotika (Kapitola 3).

Bunéény obal mykobakterii lze orientacné podle (Obr. 6) partikulovat

do ctyt celki [31]:

e Bunééna membrana
e Periplazmaticky prostor
e Bunécna sténa
o Peptidoglykan
o Arabinogalaktan
o Mykomembrana (mykolové kyseliny, MA; mastné kyseliny s 60-90
atomy uhliku, a extrahovatelné lipidy, EL)

wewr

e Vngéjsi obal

TOM TMM DAT  PAT SL DM Phasghalipcs

TR

Vnéjsi
obal L C
‘-1| | I3
EL _ | vnéjsi membrana
‘ (mykomembrana)
IMA
Bunécna

sténa

Jadro bunécné

Arabinogalaktan i
stény

Peptidoglykan

Periplazméticky’l prostor
Plazmatickd
membrana| il

Obrdzek 6 — Bunécny obal mykobakterie [31]

2 Generaéni doba nékterych mykobakterii se pohybuje v rozmezi cca 20-30 hodin. U bakterii bézné v Fadu
minut.
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Prvni vrstvou délici vnitini prostfedi buiiky od okoli je bunéénd membrana
(cytoplazmatickd membrana). To je konvencné chépand fosfolipidova dvojvrstva o sile
asi 7-8 nm. Je protkana proteinovymi komplexy, které plni rizné funkce napt. pfenos
iontl a dalsich dtlezitych latek, bunécna signalizace (pienos signalu do a z burky) apod.

130, 31]

Na cytoplazmatickou membranu naléha periplazmaticky prostor, ktery nékdy
byvé schematicky piifazovan k cytoplazmatické membran¢ a odd€luje cytoplazmatickou

membranu od bunécné stény. [30]

Ackoliv jsou mykobakterie taxonomicky zatfidéna do skupiny Gram-pozitivnich
bakterii’, ergo je pro né typickd bun&nd sténa sestavajici ze silné lamelarni
vrstvy mureinu, ma ale na rozdil od ostatnich G+ (a také G- bakterii) vn&j$i membranu.
Murein (pfesnéji peptidoglykan) je polysacharidovy fetézec tvofeny sttfidajicimi se
O-glykosidicky véazanymi jednotkami N-acetylglukosaminu a N-acetylmuramové
kyseliny, pficemz jsou zbytky N-acetylmuramové kyseliny v jednotlivych fetézcich
mureinu propojeny tetrapeptidovou vazbou. V porovnani s bunéénou sténou typickych
G+ bakterii je vrstva peptidoglykanu u mykobakterii pon¢kud oslabena na ukor dalSich
dvou klicovych komponent mykobakteridlni bunééné stény, témi jsou arabinogalaktan a
mykolové kyseliny. Mykobakterialni bunétna sténa je tedy tripartitni Gtvar sestavajici
z peptidoglykanu, jako je tomu u G+ bakterii, arabinogalaktanu a mykomembrany.
Superficidlni mykomembrana je zbudovana ze zbytkl velmi dlouhych mastnych kyselin,
jinak zvanych téz mykolové kyseliny. Tyto acyly jsou esterovou vazbou pfipojeny
k arabinogalaktanu. Nejvnitingj$i, a tedy podkladovou vrstvou bunécné stény, je
peptidoglykan, na ktery jsou kovalentné véazany polysacharidové tetézce
arabinogalaktanu. Posledni vrstvou, ktera je v pfimém kontaktu s okolim mykobakterie,
je vnéjsi obal, ktery je primarné tvofeny bilkovinami, jen s malym mnoZstvim sacharidt

a lipidd. Tyto bilkoviny navozuji humoralni i bunénou imunitni odezvu. [30]

Podstatnd cast antituberkulotik pravé urcitym zplisobem ovliviluje bunécnou
sténu, respektive biosyntetické¢ drahy, které utvareji bunécnou sténu. Existuji i dalsi
antituberkulotika, kterd pfimo s bunéénymi obaly neinteraguji v terapeutickém smyslu

slova, ale vSechna musi byt schopna jimi alespon prostoupit.

3 Nékdy jsou mykobakterie vy&lené&ny do skupiny Gram-neutralnich bakterii.
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3 Antituberkulotika

3.1 Antituberkulotika cilici na bunécnou sténu mykobakterie
Jak jiz bylo zminéno, povaha mykobakteridlni bunécné stény nese zasadni podil

na vlastni patogenité¢ mykobakterii, tedy se podstatnd cast 1é¢iv zaméfuje raznymi

zpisoby pravé na buné¢nou sténu mykobakterie. [32]

Nasledujici schéma (Obr. 7) orientatné rozdruzuje néktera antituberkulotika do

skupin podle mista jejich ucinku.

isoniazid, ethambutol, ethionamid,
Pusobici na buné¢nou

sténu

delamanid, pretomanid, karbapenemy,

vankomycin, D-cykloserin

rifampicin, fluorochinolony,

— Inhibitory syntézy NK .
klofazimin

Antitubekulotika 1 Inhibitor syntézy ATP bedachilin

kanamycin, amikacin,

| Inhibitory kapreomycin, streptomycin
proteosyntézy preomycin, streptomycin,
linezolid
— Jind pyrazinamid, PAS

Obrdzek 7 — Rozdéleni vybranych antituberkulotik dle mechanismu ucinku (MU)

Isoniazid

Isoniazid (INH) je zékladnim 1é¢ivem proti TBC s Sirokospektrym mechanismem
ucinku, pouziva se od 50. let minulého stoleti a diky jeho snadné vyrobé¢, nizké cené
a vysoké ucinnosti je celosvétove nejvice pouzivanym lékem proti TBC. [33] Nicméné

jeho terapeuticky potencidl je limitovan rozvijejici se rezistenci [34], stejné jako paletou
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moznych nezadoucich Gc¢inkli spojenych s terapii (napf. hepatotoxicita a neurotoxicita

periferni nervové soustavy. [35]

Nejcastéji se podava v jedné denni davce ve formé tablet o sile 100 mg nebo
injek¢éné, dobtfe pronika do teélesnych tkani i tekutin, maximalni sérové koncentrace
dosahuje uz 1 hodinu po podani per os (p. 0.). [36] Paklize neni terapie vedena spravngé,

rychle se rozviji rezistence.

Mechanismus u¢inku tkvi predev§im ve schopnosti inhibovat NADH-dependentni
enoyl-acyl-carrier protein reduktdzu (InhA), kterd je zodpovédna za syntézu mykolovych
kyselin pro budovani bunécné stény (konkrétné¢ mykomembrany). INH je prolécivo, které
je aktivovano mykobakterialnim enzymem kataldzou-peroxidazou (KatG), predpoklada
se, ze KatG radikalové $tépi vazbu mezi karbonylovym atomem uhliku a sekundarnim
dusikem INH. Vznikly isonikotinoylovy radikal poté interferuje
s nikotinamidadenindinukleotidem (NADH) za tvorby nikotinoyl-NAD aduktu, ktery
prave inhibuje InhA, a timto se zablokuje syntéza mykolovych kyselin (MA). Kromé
KatG dokazou INH aktivovat také dalsi chemické ¢inidla, jak je patrno z (Obr. 8)
(napf. manganaté, nebo zeleznaté ionty). Pii radikdlovém rozkladu INH vznikd ovSem
celd fada vysoce reaktivnich ¢astic, které ovlivituji mnoho dalSich biochemickych dé&ju
probihajicich v mykobakterialni burice a pfispivaji tak k jeji eliminaci. INH je povaZovéan

za baktericidni antituberkulotikum pro rostouci mykobakterie. [37]

H
O N.
NH
KatG or Mn?*
 ———
| NAD(H)
-~
|
Isoniazid ADPR

INH-NAD Adduct
Obrdzek 8 — Tvorba nikotinoyl-NAD aduktu [37]
Metabolizuje se v jatrech acetylaci, metabolity jsou neaktivni a jsou vyluCovany
moci. [36]
Existuje velké mnozstvi vice ¢i méné uspésnych derivati INH piipravenych
za uCelem vylepSeni jeho celkového farmakochemického profilu (napt. zlepSeni
vstiebavani, eliminace nezddoucich U¢inka atd.). [38-41] Do Sir$iho uzivani zatim zadny

derivat, az na glykoniazid, postoupen nebyl. [42] Za zminku snad stoji jesté iproniazid
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(ma isopropylovy zbytek navazany na piivodné primarni aminoskupinu INH, Obr. 9),

ktery nakonec nasel na né&jaky cas uplatnéni jako antidepresivum a pozdéji upadl

Q@ H
;O N/Nﬂ/
N_.= H

Obrdzek 9 — Iproniazid

v zapomnéni. [43]

Jak bylo zminéno vyse, stinnou strankou INH jsou jeho mozné nezadouci ucinky
(NU), ze skupiny méné zavaznych napf. nauzea, zvraceni, dyspepsie, bolesti hlavy
a zavratd. Jako zavazngjsi NU spojené s uzivanim INH se u pacientli pomérné &asto
vyskytuji periferni polyneuropatie s paresteziemi z diivodu snizené hladiny pyridoxinu
v krvi, elevované sérové hodnoty jaternich enzymi (konkrétné transaminaz), zmény

v krevnim obrazu, ojedin¢le ale také psychické poruchy (napt. psychdzy a deprese). [36]

Isoniazid ma byt davkovan pacientim trpicim epilepsii, jaterni cirh6zou nebo

ikteriklim vSeobecné jen s maximalni obezietnosti. [36]
Ethambutol

DalSim lé¢ivem béZné pouZivanym v terapii TBC je ethambutol (EMB, Obr. 10).
Jedna se o synteticky derivat ethylendiaminu s mykobakteriostatickym ucinkem a
relativné nizkou frekvenci nezadoucich uc€inkt. [44] Uzivan je v kombinaci s dalSimi
antituberkulotiky, je schopen potencovat baktericidni u¢inky INH. Je uzivan zpravidla
p.o. ve form¢ tablet, vstiebavd se dobfe a maximdlnich sérovych koncentraci je
dosahovano po 3 hodinach od podani. Jak je patrno z obrazku, molekula ethambutolu
nese dvé centra chirality, sloucenina tedy tvofi tfi stereoizomery (S,S; R,R a meso).
Nositelem Zadané antituberkulotické aktivity je (S,S)-ethambutol a jedin€ tento je dnes

v praxi vyuzivan. [45] ZkiiZend rezistence na EMB nebyla zatim pozorovana.

Obrdzek 10 — Struktura ethambutolu
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Mechanismus ucinku ethambutolu spociva v inhibici arabinosyltransferazy,
enzymu, ktery polymerizuje arabinézu na arabinan a poté na arabinogalaktan, slozku
mykobakterialni bunécné stény. Ethambutol je povazovan za u¢inné bakteriostatikum
vuci délicim se mykobakteriim. [46] V nékterych ptipadech je mozné EMB piedepsat 1
pro terapii atypickych mykobakterioz (napt. infekce zptisobené M. kansasii). Pti terapii
ucinnou davkou 15 mg na kg télesné hmotnosti se nezddouci ucinky objevuji jen ziidka,
avak v kombinaci s dal§imi antituberkulotiky se NU mohou podstatné zvyraznit.
se snizenim zrakové ostrosti nebo poruchami barvocitu. [44] EMB je vhodny i pro

pacienty s jaterni nedostateCnosti. [45]

Existuji dalsi terapeuticky velmi slibné slouceniny odvozené od ethylendiaminu,

napt. SQ 109 (Obr. 11).

Obrdzek 11 —SQ 109
SQ 109 je rovnéz povazovan za inhibitor vystavby bunécné stény. Dalsi vlastnosti
SQ 109 jsou stale predmétem vyzkumu. [47, 48]

Delamanid

Delamanid (Obr. 12) je velmi dileZity, relativné novy (rok registrace v CR je
2014) nitroimidazolovy derivat pouzivany k 1é¢bé aktivnich MDR nebo XDR tuberkuloz.
Také se nepouzivd v monoterapii, navic je vysoce zadouci podavani pouze v piimo
kontrolovanych kratkodobych terapeutickych rezimech (directly observed treatment
short-course, DOTS). Doporuc¢end davka pro dospélou osobu je 100 mg dvakrat denné
po dobu 24 tydnt. [49, 50]

OO

OCF4

Obrdzek 12 — Delamanid
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Mechanismus t¢inku byl peclivé studovan a bylo konstatovano, ze delamanid je
prolécivo, které je aktivovano prostfednictvim mykobakteridlniho enzymatického
systému F420. Behem aktivace se mimo jiné generuje oxid dusnaty. Aktivni radikalovy
intermediat inhibuje syntézu methoxymykolovych a ketomykolovych kyselin, které jsou

esencialni pro vystavbu bunécné stény. [49]

Lécivo je dobie tolerované a jeho uzivani je spojeno jen s mirnymi nezadoucimi

ucinky, jako jsou bolest hlavy, ztratu chuti k jidlu nebo leh¢i psychické obtize. [50]

Pretomanid

Mladsim, ale strukturné velmi podobnym IéCivem delamanidu je

nitroimidazolovy derivat pretomanid* (Obr. 13).

Obrdzek 13 — Pretomanid

Mozna také diky vyrazné strukturni podobnosti je pretomanid, stejné¢ jako
delamanid, inhibitorem vystavby bunétné stény, nicméné¢ mechanismus G¢inku neni
totozny. Pretomanid inhibuje biosyntézu bunéfné stény blokddou oxidace
hydroxymykolatu na ketomykolat. Za anaerobnich podminek pretomanid zpiisobuje
respirani otravu bakteridlni buiikky uvolilovanim reaktivnich forem dusiku. [51]
Pretomanid je indikovan k terapii MDR/XDR tuberkul6zy, obvykle v kombinaci
s bedachilinem a/nebo linezolidem. Nezadouci ucinky jsou podobné jako i1 jinych
nitroimidazolli; neuropatie, obtize gastrointestinalniho traktu GIT, elevované jaterni
transaminazy, kozni obtize atd. Nemocny uziva 200 mg denné¢ v jedné davce po dobu

26 tydnii v rezimu DOTS. [52]
D-Cykloserin

Je 1é¢ivo 2. volby v terapii TBC (Obr. 14). Jedna se o cyklicky analog D-alaninu,
ktery je velmi efektivni inhibitor syntézy peptidoglykanii. [53] Jedna se o Sirokospektré
antibiotikum produkované Streptomyces orchidaceus. [54] Je ptedepisovan az v piipadé,

Ze neni vhodné podavat 1é¢iva 1. volby z divodu rezistence nebo nesnédsenlivosti.

4 Pretomanid; Pfedpona ,preto-“ podle Pretorie v Jizni Africe.
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Obrdzek 14 — D-Cykloserin

Mechanismus ucinku D-cykloserinu spociva v inhibici hned dvou dulezitych
(myko)bakteridlnich enzym; alanin racemdzy a D-alanin-D-alanin-ligdzy. Prvni ze dvou
enzymtu pievadi L-alanin na D-alanin a druhy enzym spojuje D-alanin peptidovou vazbou
za vzniku D-alanyl-alaninu. Jsou-li tyto dva enzymy inhibovany, nedochazi k syntéze

D-alanyl-alaninu, ktery je esencialni pro biosyntézu peptidoglykanu. [55, 56]

Doporucuje se podavat 250 mg kazdych 12 hodin po dobu 14 dnt, poté se davka
titruje individualné podle hladiny sérové koncentrace. Je tfeba ho piedepisovat s jistou
opatrnosti, nebot’ je schopny pronikat do centralni nervové soustavy (CNS), a s tim je
spojena cela fada i pomérné zavaznych neuropsychiatrickych NU (psychozy, kiege, tézké

deprese, pii predavkovani i parézy a koma). [57]

Lécivo je absolutné kontraindikovano depresivnim pacientiim, psychotikiim,
epileptikim a pacientlim trpicim ethylismem — u takto nemocnych spolehlivé dochazi
k vystupiiovani piivodnich obtizi a mize dojit k ohroZeni Zivota. Lé¢ivo je v CR

dostupné. [58]
Ethionamid

Dal$im antituberkulotikem 2. volby je ethionamid (Obr. 15). Jedna se o prolécivo,
inhibitor InhA (podobné jako isoniazid, ethionamid je jeho strukturni analog), je

aktivovan enzymem ethionamid monooxygenazou — EthA. [59]

S

Obrdzek 15 — Ethionamid
Ackoliv se mlze zdat, Ze se jedna o 1éCivo zaménitelné za INH, neni tomu tak.
INH vyzaduje aktivaci KatG a mutace v katG jsou hlavnim mechanismem rezistence
INH. V ptipad¢ takové rezistence nemusi byt EthA viibec dot¢ena a neuplatni se zkiiZena

rezistence. [59]
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Mira nezadoucich ucinkli je zna¢nd (také protoze IéCivo prostupuje
hematoencefalickou bariéru, HEB) od poruch GIT jako napt. nevolnost a zvraceni, které
jsou velmi cCasté, az po poSkozeni jater, dale neurologické postizeni (neuropatie),
psychiatrické obtize (deprese). Popsano bylo i1 posSkozeni funkce Sstitné zlazy.

Pfi soub€zném uzivani s D-cykloserinem se objevuji delirantni stavy a zachvaty. [60]

Lécivo je vyhrazeno pouze pro terapii MDR/XDR tuberkulézy. Doporucena
davka je 15 az 20 mg na kg t€lesné hmotnosti denné. [60] Piipravek s touto uc¢innou latkou

neni v CR dostupny.
Ostatni inhibitory bunéc¢né stény

Mimo vyse zminénych 1€Civ se pouZzivaji 1 dalsi inhibitory vystavby bunééné stény
napft. vankomycin [61, 62], amoxicilin/klavulanat [63], thioacetazon [64], karbapenemy

[65] apod., jedna se vSak o IéCiva 3. volby, a tedy spiSe doplikova.

3.2 Léciva cilici na jaderné struktury
3.2.1 Inhibitory syntézy nukleovych kyselin

Rifampicin

Je polosyntetické Sirokospektré antibiotikum (Obr. 16), derivat rifamycinu, dnes
vyuzivany pfedevs§im k terapii mykobakteridz, pouze v fadné zdiivodnénych piipadech
se smi pouzit napf. ke kombinac¢ni terapii téZkych stafylokokovych infekci nebo
legioneldzy. [66] Jedna se o 1éCivo 1. volby, je predepisovano zasadné¢ do kombinace

s dal§imi antituberkulotiky.

S ohledem na rychle se vyvijejici rezistenci mykobakterii na rifampicin (RIF) je
nezbytné stanovit citlivost pacientova kmene. Zjisténa rezistence muze byt divod
ke generdlni revizi pacientova léCebného schématu, je tfeba drzet se oficidlnich

doporu¢eni WHO. Primarni rezistence Mtb. na RIF je méné bézna. [67, 68]

V nizké davce plsobi bakteriostaticky, ve vys§i potom baktericidné. Hodi se
rovnéz k terapii atypickych mykobakterioz, a dokonce i lepry. Dospé€li uzivaji
400-600 mg jednou denné. Tyto davky plati i v intermitentnim lécebném rezimu. Podava
se p. o. ve formé tobolek, rychle a dobfe se resorbuje z GIT, maximalnich sérovych
koncentraci se dosahuje 2-3 hodiny od podani. Dobfte prostupuje do tkéni, tekutin a také

do cerebrospinalniho likvoru. [69]
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Predpoklada se, ze rifampicin zplsobuje inhibici bakteridlni DNA-dependentni
RNA polymerdzy, kniz ziejm& dochédzi v disledku vazby IléCiva v podjednotce
polymerazy hluboko v kanadlu DNA/RNA, coz usnadiiuje ptimé blokovani prodluzujici
se RNA. [70]

Nezadouci ucinky jsou spise mirné a RIF byva pacienty dobfe tolerovan. Mezi
typické NU patii elevace aminotransferaz, lehéi obtize GIT (nauzea, vomitus, prajmy)
nebo zmény v krevnim obrazu (KO; napt. trombocytopenii). Rifampicin je silnym
induktorem CYP3A4 (cytochrom P450), z toho vyplyva, ze u polymorbidnich pacientli
musi byt upraveno davkovani 1éCiv, kterd odbourdva pravé vysSe zminény enzym
(amlodipin, simvastatin a mnoho dalSich). DalSim nepfijemnym vedlejSim tc¢inkem je

zbarveni télesnych tekutin do oranzova (v¢. slz). [69]
Rifampicin je v CR dostupny.

H =
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Obrazek 16 — Rifampicin
Fluorované chinolony
Fluorované chinolony (FC, Obr. 17) jsou primarné baktericidni Sirokospektra
chemoterapeutika pouzivand v terapii riiznych infekci. V terapii TBC se vyuzivaji
fluorované chinolony napfi¢ vSemi vyvojovymi generacemi [71] (mimo prvni, které se

dnes jiZ nepouZzivaji viibec).
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Obrazek 17 — Zdkladni struktura fluorovanych chinolond
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FC maji pomérmné Siroké spektrum ucinku (pfi terapii TBC spiSe nevyhoda) a
rovnomérnou systémovou distribuci. Maji silny a rychly baktericidni ucinek proti

G- bakteriim, n¢kterym mykobakteriim, stafylokoktim aj. [71]

Fluorované chinolony uplatiiuji sviij baktericidni uc¢inek prostiednictvim inhibice
enzymu DNA gyrazy (enzym zodpovédny za rozplétani vladken nukleovych kyselin
pii replikaci), néasledkem toho replikace neprobéhne spravné, DNA je poskozena a
bakterie umira. V terapii TBC se nejvice uplatni levofloxacin a moxifloxacin’. Do terapie
se zavadi vzdy pouze jeden, nebot’ maji vSechny totozny mechanismus u¢inku. [71] [72]
Déavkovani se tidi zvlast podle predepsané ucinné latky. Napft. ciprofloxacin se podava

po 500 mg dvakrat denné. [73]

Nezadouci tcinky byvaji podobné pro vSechny FC, patii sem mykotické infekce,
zmény v krevnim obraze, lehké poruchy CNS (nespavost, tinnitus), obtize GIT (nauzea,

zvraceni, podrazdéni zaludku), zvySeni alkalické fosfatazy v krvi atd. [73]
Jejich G¢innost obecné stejna nebo vyssi nez ucinnost aminoglykosidu.
V CR jsou FC az na vyjimky dostupné.

Klofazimin

Je 1éCivo strukturné odvozené od fenazinu, pouzivané predev§im v kombinované
terapii lepry (etiologicky Mycobacterium leprae), nicméné své uplatnéni nachdzi

1 v terapii MDR/XDR TBC. [74]

Mechanismus ucinku tohoto 1é€iva je pomérné problematicky uchopitelny, neni
presné objasnén, a navic se zda, ze klofazimin (Obr. 18) ptisobi vii¢i mykobakteriim hned
nekolika mechanismy. Nicméné, je znamo, Ze se kromé dalsiho, vaZe na mykobakteridlni
DNA, ¢imZ inhibuje replikaci DNA a bunéCny rist. Déle jsou popsany jeho ucinky

proti membrandm vcetné bakteridlniho dychaciho fetézce a iontovym transportérim.

-----

Klofazimin mize zbarvovat kiizi a télesné sekrety pacienti, podobné jako
rifampicin, ov§em tentokrat nartizovo, jinak jsou NU spiSe leh¢i, vétSinou postihujici

GIT. Vzicné muze, vzhledem k dlouhému vyluCovacimu polocasu krystalizovat

5> kazdy z jiné generace
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v organech. Davkovéni se upravuje piisn¢ individualné i s ohledem na dal$i uzivana

1éciva. [76]
Klofazimin je v CR dostupny v ramci specifického 1é¢ebného programu.
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Obrdzek 18 — Klofazimin

3.2.2 Inhibitor syntézy ATP
Bedachilin

Bedachilin (Obr. 19) je relativné nové (poprvé registrovan 2012) a jediné
antituberkulotikum ze skupiny diarylchinolind. Lécivo je schvéaleno pro pouziti jako
soucast kombinované terapie plicni MDR-TBC u dospélych, pokud nelze poskytnout jiny

ucinny lécebny rezim. Je ucinny proti aktivni i latentni TBC. [77, 78]

Mechanismus ucinku bedachilinu spociva ve schopnosti inhibovat protonové
pumpy mykobakterialni ATP syntazy (konkrétn€ vazbou na podjednotku ¢ ATP syntazy),
mykobakteridlni buiika tedy nemtize efektivné hospodafit s ATP a zanika. Gen kodujici
podjednotku ¢ ATP syntdzy se oznacuje jako afpE a jeho aminokyselinova sekvence je

vysoce konzervovana i v neptibuznych izolatech M. tuberculosis. [77, 78]

Obrdzek 19 — Bedachilin

Jak jiz bylo uvedeno, bedachilin je pfedepisovan az v ptipad¢, ze ostatni zplisoby

1é¢by nepfiinesly uspokojivé vysledky. To je kromé dal§ich divodi ddno predevSim
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pomérné pestrou paletou, nékdy i velmi zdvaznych, nezaddoucich uc¢inki (véetné smrti).
Priblizné 11,4 % pacientl uzivajicich ptipravek Sirturo (bedachilin-fumarat) zemfelo
v prub¢hu klinickych studii ve srovnani s 2,5 % pacientil uzivajicich placebo. Existuje
predpoklad, ze piipravek mize ve zvySeni mife negativné ovliviiovat ¢innost srdce.
bolest kloubti a bolest hlavy. [78-81] Standardni kura trva 24 tydny a davkovani je

upravovano individudlng. [78]
Lécivo je v CR registrovano.

3.3 Inhibitory proteosyntézy
Aminoglykosidy

K terapii TBC se jiz od 40. let minulého stoleti vyuZivaji také aminoglykosidova
antibiotika (Obr. 20). Prvnim léCivem z této kategorie, u kterého byly jasné prokazany
antituberkulotické ucinky, byl streptomycin (STM). [82] Streptomycin je povazovan
dokonce zauplné€ prvni antituberkulotikum, Selman Waksman byl za jeho objev

honorovan Nobelovou cenou za fyziologii a medicinu (1952). [83]

Postupem casu se antimykobakterialni aktivita prokazala i u dalSich 1éCiv z této
skupiny, jmenovité¢ u kanamycinu nebo amikacinu. Podobny mechanismus u¢inku ma
1 polypeptid kapreomycin. BohuZel mezi aminoglykosidy zcela prokazateln¢ existuje
zkiiZzenad rezistence (stejné jako v pfipadé¢ vzdjemné rezistence mezi fluorovanymi
chinolony). [84, 85] Také kvlli pomérmné rozsifené rezistenci se dnes aminoglykosidy
indikuji k terapii TBC méné nez napt. v povalecnych letech, kdy byl streptomycin hojné
pfedepisovan. Dnes se podavaji injekéné jako podplrnd 1é€ba u komplikovangjsich

ptipadti TBC.

Mezi antituberkulotiky maji vSak aminoglykosidy nezaménitelné postaveni
z hlediska jejich mechanismu G¢inku, ktery spociva v inhibici proteosyntézy. Napi. STM
se po pruniku mykobakteridlnimi bunénymi obaly ireverzibiln¢ se vaze na 30S
podjednotku ribozomu, coz zptlisobi nespravné precteni kodonu, tim blokuje syntézu
proteinil a nakonec vede ke smrti mykobakterie. Zasadni nevyhodou této skupiny 1€¢iv je
fakt, Ze cilova struktura 1é¢iva se nenachdzi pouze v patogenu, ale i v hostiteli (cloveku),
od toho se odviji 1 zavazné nezadouci Gcinky pfi pomérné uzkém terapeutickém okné.

[86]
Mezi ¢asto vzpominané nezaddouci jevy patii napt. zavazné alergické reakce. [87]
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Obrdzek 20 — Struktury vybranych aminoglykosidovych antibiotik [87]
Linezolid

Dalsi plné synteticky antimykobakteridln€ u¢inny inhibitor proteosyntézy ze tiidy
oxazolidinont je linezolid (Obr. 21). Jedna se o velice ucinné antibiotikum ptivodné
urcené k terapii riznych infekei (napf. methicilin-rezistentnim zlatym stafylokokem,

nebo  vankomycin-rezistentnimi  enterokoky), nejednd se totiz  primarné

o antituberkulotikum jako takové. Pro terapii TBC se pouziva pravé tehdy, kdyz

standardni 1écebny protokol neni dostacujici ¢i neni pacientem dobie tolerovan. [88]
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Obrdzek 21 — Struktura linezolidu
Uzivéani linezolidu je relativné bezpecné, zejména je-li uzivan kratkodobé.
Nezéadouci Uc¢inky jsou spiSe mirné, typicky se objevuji bolesti hlavy nebo nevolnost.
Pti dlouhodobém uzivani mtize dochéazet k poskozeni nervové soustavy, napt. zrakového
nervu. Ur€itd opatrnost je na misté, pokud ma byt linezolid uzivan pacienty 1é¢enych
psychofarmaky, nebot’ je slabym inhibitorem monoaminooxidazy, mtize tak vyvolavat

serotoninovy syndrom. [89]

Mechanismus u¢inku MU linezolidu neni shodny s MU aminoglykosidt nebo

jinych inhibitord proteosyntézy. Linezolid totiZ inhibuje proteosyntézu v jejim samotném
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zacatku, naruSenim translace medidtorové RNA do proteinli v bakterialnich ribozomech.
[89, 90] Vzhledem k tomu, ze MU linezolidu je unikatni, tak neni pozorovéana zkiizena

rezistence linezolidu s dalSimi 1éCivy.

3.4 Ostatni |éCiva
Pyrazinamid

Pyrazinamid (PZA; Obr. 22), strukturni analog odvozeny nikotinamidu, byl
poprvé chemicky syntetizovan roku 1936, nicméné jeho antituberkulotické vlastnosti

byly poprvé popsany az v roce 1952. [91, 92]

Obrdzek 22 — Pyrazinamid

Pyrazinamid zaujimé mezi antituberkulotiky unikatni misto vzhledem ke svému
mechanismu ucinku, je totiz schopen velmi u¢inné likvidovat predevsim nereplikujici se
mykobakterie (persistory) a je tak obvykle pfidavan do kazdého terapeutického rezimu
(vzdy v kombinaci s INH, RIF a EMB). Jeho aktivita je zavisla na pH prosttedi, které
se méni v zavislosti na metabolické aktivité mykobakteridlni bunky (napf. v prostiedi
zanétu v okoli makrofagh se nachazi kyselé pH, stejné tak uvniti téchto bunck). Pti tstupu
zanétu, kdy se hodnota pH zvySuje, sniZuje se zaroven baktericidni aktivita pyrazinamidu.

Pacienti maji tedy z PZA nejvyssi pfinos v ranych fazich onemocnéni. [92]

Pyrazinamid je prolécivo, které je konvertovano
pyrazinamidazou/nikotinamiddzou na kyselinu pyrazinovou, ktera podle soucasnych
poznatkti efektivné¢ inhibuje enzym panD (aspartat dekarboxylazu), coZz naruSuje
schopnost mykobakterii syntetizovat koenzym A. [93] Davkovani je voleno individudlné,
doporucena denni davka pyrazinamidu je 25 mg/kg télesné hmotnosti (maximalné 2,5 g
denn¢). V intermitentnim schématu je doporucend davka pyrazinamidu 35 mg/kg télesné
hmotnosti a podava se trikrat tydné. Mezi bézné nezddouci Ucinky patii hyperurikémie,

zazivaci obtize, zvySené hladiny jaternich enzymu a fotosenzitivita. [94]
PZA nema aktivitu vii¢i atypickym mykobakteriim.

V CR je PZA registrovany v ramci specifického 1é¢ebného programu.
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3.5 Lécha
Ptes svou zavaznost je TBC relativné uspésné 1écitelna. Zakladni 1écba v DOTS

se opira o soubézné podavani nékolika odlisnych antituberkulotik v pfesn¢ definovanych
casovych tusecich a davkach. Lékat nebo jina povérena osoba podava pacientovi léCiva
atato osoba je zaroven povinna se vhodnym zplisobem piesvédcCit, zda pacient
1éky skutecné pozil (resp. Ze mu byla lé¢iva aplikovana). Pacient mé byt 1ékafem fadné

informovan o svém zdravotnim stavu a poucen. [95, 96]

Schéma dva mésice trvajici inicidlni faze 1é€by nerezistentni TBC se optimalné
na zaklad¢ wvysledki vySetfeni citlivosti a za hospitalizace sestdva z Ctyi- az

petikombinace:

e Isoniazidu (INH, H)

e Pyrazinamidu (PZA, Z)
e Ethambutolu (EMB, E)
e Rifampicinu (RIF, R)

e MozZno doplnit jeste o streptomycin (STM, S), ptipadné zaménit EMB za STM.

Po zvladnuti akutni faze se pacient obvykle pfevede na rezim pokracovaci terapie,
kterd je vedena ambulantné a sestavd z denniho (pfip. intermitentniho) podavani
kombinace INH a RIF po dobu 4 mésicti nebo denniho podavani INH a EMB po dobu
alespont 6 mésicii. Léebny rezim se pro pacienty voli vZdy individualné s ptihlédnutim
k celkovému zdravotnimu stavu (komorbidity, imunokompetence, lokalizace primarniho
loziska apod.) a celkovéa doba lécby se timto muze prodluzovat i na 24 mésict a vice.
[97]. Lécba celkoveé pilisobi pacientovi diskomfort ve smyslu nutnosti dodrzovani
pfisnych rezimovych opatfeni, jako je na pocatku pobyt na izolaci, uzivani velkého
mnozstvi 1é¢iv a s tim spojeny vyskyt nezadoucich ucinki, pracovni neschopnost aj.
V zemich s nedostate¢né rozvinutou zdravotnickou infrastrukturou a socialni politikou
tato pacientova tiZze Casto vyusti v non-adherenci k 1é€bé a jejimu pteruseni/ukonceni

a v tomto okamziku nastéva kriticky bod.

3.6 Lécba rezistentni TBC
Statisticka data referuji, Ze pii Uplném dodrzeni nastaveného komplexniho

1écebného rezimu asi 85 % nemocnych zcela vyzdravi. Nicméné situace je bohuzel

komplikovana evolu¢né fizenou selekci tuberkuléznich kment s riznymi profily
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sekundarni rezistence vici pouzivanym lé¢iviim, ktera je prave dusledkem nezvladnuti

1é¢ebného rezimu v celém jeho predepsaném rozsahu. [1]
Mimo riiznych dil¢ich podtypt sekundarni rezistence se zajimame piedevsim o:

e TBC rezistentni vici isoniazidu,

e RR-TBC

e MDR-TBC, manifestuje se ziskanou necitlivosti na INH a RIF,

e pre-extenzivné rezistentni tuberkulézu (pre-XDR-TBC), rezistentni vici RIF a
FC, a

e extenzivné rezistentni tuberkulozu (XDR-TBC), ktera je dtfo necitlivda na INH
a RIF, ale navic jest¢ vlici minimalné jednomu FC (napf. levofloxacin) a alesponi
jednomu dalSimu lé¢ivu skupiny A (Iéky skupiny A jsou nejsilnéjsi skupinou 1é¢iv
v zebticku 1ékti druhé volby pro 1écbu 1ékove rezistentnich forem TBC za pouziti

delsich lé¢ebnych rezimi a zahrnuji kromé FC bedachilin a linezolid). [98, 99]

1. volbat I’njeklcnfew Fluorochinolony? 2. volba 3.volba
poddvana léciva?
e soniazid e Kanamycin ¢ Ofloxacin ¢ D-Cykloserin e Amoxicilin + kys.
e Rifampicin e Kapreomycin e Ciprofloxacin *PAS klavulanova?
* Pyrazinamid « Amikacin * Moxifloxacin « Ethionamid *Klofazimin?
« Ethambutol «Streptomycin « Gatifloxacin e Linezolid *Klaritromycin?
e Bedachilin eThioacetazon

*Vankomycin

! — Pokud je to mozné, mohou se pacientovi podavat viechna 1é¢iva najednou *Vysoké davky INH

2 — 7 kazdé kategorie pouze jedno 1é¢ivo

3 — Pouze jako podplirna 1é¢ba

Obrdzek 23 - Terapeuticky algoritmus poddvani antituberkulotik [1]

Lécba rezistentnich TBC infekci je skute¢nou klinickou vyzvou. Progndza
pacientii nakazenych témito kmeny je podstatné méné piizniva ve srovnani s pacienty,
ktefi byli nakaZeni citlivym kmenem, zvladéani této infekce je pfitom podminéno roky
1écby. Lékatr voli dal§i léciva podle stanovené citlivosti. Terapeuticky algoritmus
podavani nékterych konvencné pouzivanych léCiv a jejich zatfidéni do kategorii

predklada Obr. 23. [98-100] Schéma voln¢ sestaveno dle WHO. [1]

Kromé [é¢iv uvedenych v ilustraci se v pfipad€ nutnosti pouzivaji i1 dalsi

antibiotika (chemoterapeutika), jako napt. vankomycin, karbapenemy (zejm. kombinace
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imipenemu a cilastatinu) aj. Relativni prilom v Ié¢bé tuberkulézy zpiisobil objev

bedachilinu, delamanidu a pretomanidu. [61, 101]

4 Primé inhibitory InhA

Enoyl-acyl-carier protein reduktdza (ENR) je poslednim enzymem cyklu
prodluzovani fetézcii mastnych kyselin. Biosyntéza mastnych kyselin je nezbytna
pro pieziti savcd, rostlin, hub a bakterii a na rozdil od vétSiny klicovych enzymt v této
zakladni draze, vykazuje ENR pozoruhodnou rozmanitost mezi organismy. [102]
Rostouci zajem o ENR je urCovan predevSim skuteCnosti, ze fada syntetickych
1 ptirodnich antimykobakterialné ucinnych sloucenin specificky cili pravé na jejich
aktivitu. [103] Antituberkulotikum prvni volby INH nebo antibakterialné uc¢inny triklosan
inhibuji mykobakterialni enoyl-acyl carier protein reduktazu (InhA) a jsou velmi

ucinnymi prostfedky pouzivanymi k eliminaci Mtb. [104]

Bohuzel, MDR- a XDR-TB izolaty jsou viici INH rezistentni, divodem mohou
byt napt. mutace genu katG kodujiciho katalazu-peroxidazu KatG (zptsobi deaktivaci

neesencialniho enzymu), zodpovédnou za aktivaci INH. [105]

Z hlediska vyvoje 1éCiv proti TBC jsou tedy nesmirn¢ atraktivni slouceniny
schopné inhibovat InhA bez nutnosti piedchozi aktivace pomoci KatG (tzv. ptimych
inhibitort). To vedlo k rozsahlému usili o identifikaci téchto pfimych inhibitort. [106-
108] Béhem poslednich dvou desetileti pfineslo toto Usili mnoZstvi vysoce aktivnich
strukturdlné¢ rozmanitych ptfimych inhibitort InhA, ale zatim s omezenym uspéchem

pii dosahovani peroralné aktivni kandidatni molekuly s G€innosti in vivo.

Velkou sérii zajimavych tetracyklickych struktur s thiadiazolovym jadrem
patentovaly spolecnosti GSK a AstraZeneca. [109] Sloucenina I vykazovala vybornou
inhibi¢ni aktivitu vii¢i rostoucim bunkam Mrb. (MIC 0,2 pM), byla stanovena i stfedni

inhibi¢ni koncentrace (ICso) vici InhA, rovnéz s velmi povzbudivou hodnotou 4 nM.
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Tuto strukturu pii zachovani thiadiazolaminového fragmentu dale modifikovali
Sink et al. ve spolupraci s GSK, rovnéz s velmi dobrymi vysledky. [110] Minimalni
inhibi¢ni koncentrace nejlepsi slouceniny II viici celym buitkam Mtb. byla 2 uM a ICso

vuci InhA =13 nM.

Syntézou a hodnocenim biologické aktivity triazolovych derivati jako inhibitort
InhA se zabyvali Menendez et al. [111] Nékteré z pripravenych sloucenin byly shledany
inhibitory InhA. Nejlepsi inhibi¢ni aktivitu (40% inhibice pii koncentraci 50 uM) stejné

cvwr

alkylovy fetézec.

Pt#imé inhibitory InhA s antimykobakterialni aktivitou na bazi tetrahydropyranu
navrhli a pfipravili ve spolupraci s GSK Pajk et al. [112] Ptedlohova struktura IV
vykazovala ICso 0,02 uM a MIC 11,7 uM, jeji dvé modifikace potom ICso 0,036 uM
a MIC 5 uM pro slouceninu V a ICs¢ 0,323 uM a MIC 20 uM (sloucenina VI).

0 R:
ﬂ N IvV: H
NN H o V: 2-OCH,
VI: 3-OCHj
IV-ViI

Encias et al. [106] provedli podrobnou studii kvantitativnich vztahi mezi
strukturou a aktivitou (QSAR) novych inhibitorti. Modelova slou¢enina VII navrzena
pomoci vypocetni techniky vynikala dobrou inhibi¢ni aktivitou vici InhA (ICso =
0,034 uM), avsak antituberkuloticka aktivita vyjadiena MIC byla pomérné nizka (8 uM).
Strukturnimi obménami byly pfipraveny dalsi slou¢eniny VIII a IX s vyrazné lepSimi
farmakochemickymi parametry. Slouenina VIII vykazala inhibi¢ni aktivitu vici InhA
s ICs0 0,005 uM a MIC = 0,5 uM, kdezto IX méla ICso 0,003 uM a MIC 0,05 uM. Doslo
tedy k podstatnému vylepSeni zddanych vlastnosti predlohové struktury VII.
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Manjunatha et al. ve spolupraci s firmou Novartis vytvofili sérii 4-hydroxy-2-
pyridoni se zajimavymi antituberkulotickymi vlastnostmi. [103] Nejuspésnéjsi
sloucenina X (NITD-916) vykazovala silné baktericidni t€¢inky. Byla zkoumana aktivita
proti mnoha INH-rezistentnim kmenim Mtb. a in vivo ucinnost v modelech akutni
a chronické infekce. Sloucenina X je s MIC 0,05 uM ¢inngjsi nez INH (MIC = 0,33 uM)
a srovnateln€ u€inna s bedachilinem (MIC = 0,04 uM). 4-Hydroxy-2-pyridonova analoga
vSeobecn¢ vykazovala jak koncentra¢né, tak c¢asoveé zavislou baktericidni aktivitu proti

in vitro replikujicim se Mtb. a byly také aktivni proti Mtb. v makrofazich.

OH
X

N° O
H

X

Velmi Usp&Snym derivatem ze skupiny diaryletherd (derivat triklosanu) je

sloucenina PT70 (XI), kterd vykazovala InhA ICso <50 nM a MIC = 3,125 pg/ml. [113]
OH
Xl
Kamsri et al. hledali nové inhibitory InhA pomoci virtudlniho screeningu. [114]
Vramci tohoto experimentu bylo identifikovano a vybrano Sestnact sloucenin
pro biologické testy in vitro, z nichz dvé (XII a XIII) vykazovaly MIC 12,5 a 25 pg/ml

proti M. tuberculosis H37Rv a vykdzaly proti purifikované rekombinantni InhA hodnoty

ICs0 0,38 2 0,22 uM. Krystalova struktura nejucinnéjsi slouceniny XIII navazané na InhA
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odhalila, Ze inhibitor obsazuje hydrofobni kapsu, kterd se podili na vazb¢ alifatickych
casti substratti InhA, ale je vzdalena od kofaktoru NADH, tj. v mist¢ odliSném od mist

obsazenych velkou vétSinou zndmych inhibitorti InhA.

o
et o S
HO o/\© \\(
OH
Xil 1

Priklady dalSich pfimych inhibitorti InhA ze tfidy formazant kyseliny gallové,
pyrrolidinont a pyrrolidinovych derivati nebo benzo[d]oxazol-2(3H)-ont uvadi review

Al Matar et al. [115]

InhA je nesporné jednim z mala klinicky ovétenych cilt pfi vyvoji 1éCiv proti
TBC. Bylo rozpracovano a identifikovano mnoho novych tfid pfimych inhibitori InhA,
avSak bohuzel existuji i mykobakteridlni kmeny rezistentni vic¢i témto sloucenindm.
Napt. McNeil et al. [116] popsali rezistenci dvou TBC kment na recentné¢ zkoumany
pfimy inhibitor NITD-916. VSechny mutanty rezistentni na NITD-916 ale nebyly
zktizen¢ rezistentni viici INH. Tuto rezistenci nejspis zpiisobily mutace blizko aktivni

mista InhA nebo v oblasti promotoru fabGlinhA.
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5 Inhibitory DprE1

Dekaprenylfosforyl-B-D-rib6za 2'-epimeraza (DprEl) je zZivotné dulezity
mykobakteridlni enzym, ktery hraje kli¢ovou roli v biosyntetické draze urcitych slozek
mykobakteridlni bunécéné stény (lipoarabinomannanu a arabinogalaktanu). DprEl
katalyzuje pfeménu dekaprenylfosfo-B-D-ribdzy na dekaprenylfosfo-B-2'-keto-D-ribozu
(DPX). Nasledn¢ enzym dekaprenylfosforyl-D-2-keto-erythro-pentdéza reduktaza
(DprE2) katalyzuje pteménu DPX na dekaprenylfosfo-p-D-arabinézu (DPA). Vytvofena
DPA je povazovana za klicovy prekurzor, ktery slouzi jako donor arabindzy pottebny

pro syntézu biopolymert mykobakterialni bunécné stény. [117-119] Shrnuto v Obr. 24.

Bylo rovnéz zjisténo, ze mykobakterie nemaji k dispozici zadnou alternativni cestu
syntézy DPX, jak dokazuji studie na Mtb. s inaktivovanou DprEl (vyfazeni DprEl
indukuje smrt buiiky). [118]
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Decaprenylphosphoryl-D-arabinose (DPA)
Obrdzek 24 — Cinnost DprE1-DprE2 komplexu [119]

Byla vyvinuta celd fada slou¢enin s riznymi strukturnimi motivy, které cili na tento
enzymovy komplex. Mezi atraktivni strukturni motivy patii napt. triazoly, benzothiazoly,

chinoxazoliny, dinitrobenzamidy, benzothiazinony a mnoho dal$ich. [119]

5.1 Benzothiazinony
Velmi vyznamnou slou¢eninou ze tiidy benzothiazinonti je BTZ043 XIV s MIC

vaci Mtb. pouze 1 ng/ml. BTZ043 je silny inhibitor DprEl s ICso = 0,00425 uM.
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Sloucenina se ukazala byt aktivni také pii intracelularni infekci Mth. v makrofazich
a na myS$im modelu chronické tuberkulozy a nevykazovala zadné znamky toxicity nebo
mutagenity v koncentracich zna¢né pievysujicich koncentrace pouzité pro experimenty.
Nicméné takto nizka MIC se ve studiich na zvitatech nepromitla do alesponi srovnatelné
vysoké ucinnosti. Byly proto provedeny dalsi strukturni modifikace, nejvyznamnéjsi XV,

ktera byla pozdéji nazvana makozinon. [120]

Makozinon (XV, PBTZ-169) je jednim ziady pfipravenych piperazin-
benzothiazinonovych derivati ptedlohové struktury BTZ-043. [121] Ukazalo se, Ze
(cyklo)alkylové derivaty byly v ramci této série nejaktivnéjsi a nekteré z nich dosahly
MIC mezi 0,19-0,75 ng/ml vaéi Mtb. Makozinon byl vybran jako nejvhodnéjsi kandidat
pro dalsi testy. Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze po in vivo redukci inhibuje esencialni flavoprotein
DprEl vytvofenim kovalentni vazby s aktivnim zbytkem Cys387. [122] Tato sloucenina

je nyni ve fazi klinického hodnoceni.

!
NO, NO, ﬁN
ﬁj;r@ o O

XIV (BTZ-043) XV (PBTZ-169)

5.2 Dinitrobenzamidy
Christophe et al. [123] publikovali vysledky screening knihovny ¢itajici 57 000

malych molekul, vramci, né¢hoz identifikovali 135 aktivnich sloucCenin se silnou
intracelularni antimykobakteridlni aktivitou, navic bez toxicity pro hostitelské buriky.
Mezi nimi byly dva dinitrobenzamidové derivaty XVI a XVII (DNBI a 2), které
vykazovaly vysokou aktivitu proti Mth., a to véetné XDR kmenil. Prokazana byla i
inhibice tvorby lipoarabinomannanu 1 arabinogalaktanu, coz lze pficist blokad¢ syntézy
DPA katalyzované komplexem DprE1/DprE2 (ICso =0,2 uM). I zde se jedna o kovalentni
inhibitory.

NO, NO,
o\
N N
O,N ~"o O,N ~"o
o) o)

XVI (DNB1) XVII (DNB2)
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5.3 Azaindoly
Shirude et al. [124] ptedstavili sérii 23 azaindolovych derivata jako novou tiidu

potencialnich antituberkulotik. Bylo prokazano, ze slou¢eniny tohoto strukturniho motivu
spolehlivé hubi Mtb. in vitro a navic prokazuji ucinnost na mysich modelech. Nova série
vzesla z modifikace slouceniny XVIII, ktera sice vykazovala velmi dobré hodnoty MIC
vuci Mtb. (0,017 uM), avsak jeji schopnost inhibovat DprE1 byla slabsi (ICso >10 puM).
Nové¢ pripravené slouceniny XIX, XX a XXI vynikaji nejen dobrymi hodnotami MIC
vuci Mtb. (<0,39 uM pro XIX, 1,56-3,12 uM pro XX a 0,5-1,56 uM pro XXI), ale bylo
rovnéz prokazéano, ze nekovalentn¢ inhibuji DprE1 (ICso pro XIX = 0,003-0,015 uM,
pro XX 0,010-0,03 uM a 0,032 uM pro XXI). Data shrnuje tabulka (Tab. 1).

Tabulka 1 — Inhibicni aktivita vybranych azaindold

Sloucenina ICso [uM] MIC [uM]
XVIII >10 0,017
XIX 0,003-0,015 <0,39

XX 0,010-0,03 1,56-3,12
XXI 0,032 0,5-1,56

XIX XX XXI1

5.4 Thiadiazoly
Batt et al. [125] testovali inhibi¢ni aktivitu vaci DprEl u série 177 sloucenin

s pfedpokladanou antituberkulotickou aktivitou. Nejlépe hodnoceny byly slouceniny
XXII (GSK710) a XXIII (GSKO058). Pro obé slouceniny byly zjistény hodnoty
ICs0 = 0,054 uM a MIC (Mtb. pMV261) 4 uM.
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Karabanovich et al. [126] reportovali podrobnou studii antimykobakteridlnich
S-substituovanych  2-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1,3,4-thiadiazoli (a izosternich
1,3,4-oxadiazold). VétSina téchto sloucenin vykazovala vynikajici in vitro aktivitu proti
Mth. H3z7;Rv a Sesti multirezistentnim klinickym izolatim Mtb. s hodnotami
MIC 0,03-0,06 uM. Zkoumané slouceniny mély vysoce selektivni antimykobakteridlni
ucinek, protoze nevykazovaly zadnou aktivitu proti jinym bakteriim nebo plisnim.
Oxadiazolové a thiadiazolové derivaity XXIV a XXV snejvyssi aktivitou
a nejptiznivéjSimi profily toxicity také ukazaly ucinnost srovnatelnou s RIF proti

nereplikujicimu M¢b. kmenu Lux18b. Slou€eniny byly identifikovany jako inhibitory
DprEl.

O,N O,N
O,N s cl O,N OYQ/
s 2 s
N-N N-N
XXIV XXV

5.5 Benzothiazoly a triazolopyridiny
Bunéény fenotypovy screening inhibitorii tvorby mykobakteridlniho biofilmu

provedeny Wangem et al. [127] identifikoval malou molekulu XXVI (TCA1), kterd ma
baktericidni aktivitu proti Mtb. kmentim citlivym 1 lékové rezistentnim. Navic ma tato
sloucenina baktericidni aktivitu i vici nereplikujicimu se Mtb. in vitro a je G¢inna
v mySich modelech akutni a chronické infekce. SlouCenina inhibuje vystavbu

mykobakteridlni buné¢né stény, kromé jiného také interakci s DprEl.
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Slouc¢enina XXVI (TCAL1) poslouzila jako pfedlohova struktura pro vyzkum
nekovalentnich inhibitorti DprE1. Liu ef al. [128] provad¢li strukturni modifikace XXVI
na thiofenovém cyklu, benzothiazolovém scaffoldu a karbamatové uskupeni nahradili
riznymi heterocykly. Piestoze tyto modifikace vedly k zvySeni inhibice DprEl,
zpusobovaly také zvySeni inhibice CYP2C9 (coz vede k 1ékovym interakcim). Z jejich
vyzkumu nakonec vzesla sloucenina XXVII (TCA711), ackoliv ptfipomina ptedlohovou
strukturu jen vzdalené, je velmi selektivnim inhibitorem DprE1 s ICso = 0,03 uM (ICso

pro CYP2C9 >50 uM).

XXVII (TCA711)

Inhibitory DprE1/DprE2 komplexu jsou klinicky maximalné zajimavé, nebot’ Zadné
1é¢ivo cilici na tento enzym dosud nebylo impementovano do klinické praxe, a tak
slouceniny spolehlivé inhibujici tyto enzymy mohou ptedstavovat nadéji pro zvladani
terapie vysoce rezistentnich mykobakteridz. Bohuzel uz dnes, jeste diive, nez bylo viibec
registrovano jediné 1é¢ivo cilici na tyto enzymy, byly hlaSeny ptipady mirné;jsi zkiiZzené
rezistence BTZ043 a PBTZ169 s bedachilinem (mutace genu »v0678). 1 kdyZ zatim neni
jasné, zda by mutace v0678 ucinily benzothiazinony net¢innymi pii 1écbé TBC, tyto
vysledky zduraziiuji dulezitost monitorovani klinicky ptevladajicich mutaci 0678

behem probihajicich klinickych studii BTZ043 a PBTZ169. [129]
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6 Cile prace

Cilem prace je ptiprava a hodnoceni potencidlnich antituberkulotik, predevsim
novych inhibitori InhA odvozenych od isoniazidu. Toto bude realizovano
prostiednictvim logicky aplikovanych strukturnich obmén piedlohové struktury, kterou

je kyselina (£)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanova.

Ptedlohova struktura byla partikulovana do segmentl, které budou postupné
obménovany a na zakladné ziskanych experimentalnich dat (pfedevsim hodnot MIC),

budou studovany strukturné-aktivitni vztahy vici referencni slouceniné (isoniazid).

Hlavni zvolenou strukturni obménou kyseliny bude jeji pfevedeni na funkéni
derivaty (amidy a estery) ve snaze ziskat slouc¢eniny s vyssi selektivitou, lepSim prinikem
pfes biologické bariéry (zejména schopnosti pronikat lipofilni bunécnou sténou
mykobakterii) a tim vyssi aktivitou. Pro tvorbu amidii budou vybrany aminy alifatické i
aromatické (aniliny, které jsou jesté navic substituovany funkénimi skupinami s riznymi
elektronovymi efekty v rliznych polohach). Estery budou designovany s alifatickymi
alkoholy a riznymi derivaty fenolu, jejich sirnymi isostery a se slou¢eninami s popsanou
anti(myko)bakterialni  aktivitou scilem ziskat slouceniny s dualnim a/nebo

potencovanym puvodnim mechanismem ucinku.

V ramci dalSich strukturnich obmén budou studovany vlivy pyruvatového linkeru,
redukce dvojné vazby hydrazonu a nutnost pfitomnosti pyridin-4-ylového jadra

(vymeénou za polohové izomery, dodate¢na halogenace jadra apod.).

Ptipravené slouceniny budou charakterizovany souborem béznych analytickych
metod (NMR spektroskopie 'H a'>C jader, IC spektroskopie, elementarni analyza,
retencni faktor pii TLC a teplota tani).

Vsechny pfipravené slouceniny budou formou plosného screeningu testovany
na jejich in vitro antimykobakterialni aktivitu proti jednomu citlivému kmenu Mtb. H37Rv
advéma kmenim netuberkuléznich (atypickych) mykobakterii (M. avium 330/88
a M. kansasii 6509/96). Slouceniny se zjiSténymi nizkymi hodnotami MIC v rdmci
zakladniho screeningu budou hodnoceny na antimykobakteridlni aktivitu vii¢i panelu

osmi MDR- a XDR-TBC kment s rtiznymi profily rezistence.

U nejslibnéjsich sloucenin budou hodnoceny cytostatické a cytotoxické vlastnosti

na bunécéné linii lidského hepatocelularniho karcinomu HepG2. Mira toxicity bude
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vyjadiena hodnotou ICsp. U vhodnych kandidati bude experimentdlné stanoven
mechanismus ucinku (bude urcovano, zda slouceniny skutecné inhibuji InhA). Finalné
budou hodnoceny vztahy mezi strukturou a vykdzanou aktivitou. Hodnoceni

antimykobakteridlni aktivity, cytotoxicity a mechanismu ucinku bude provedeno externé.

V ramci zahrani¢ni pracovni stdze budou pfipravovany a studovany peptidové

nosice pro antituberkulotika na bazi tuftsinu.

49



7 Komentare
Jednou z moznych taktik identifikace a vyzkumu novych potencidlnich

antituberkulotik mize byt logicky aplikovana modifikace struktur jiz diive zavedenych
a dobfe znamych 1éCiv. [130] Cilem takového snazeni je idedlné¢ zvySeni zadané
antituberkulotické aktivity, rozsifeni spektra ucinnosti 1 vici rezistentnim kmentm pii
soucasné moznosti zkraceni celkové doby trvani 1é€by, redukce nezadoucich a vedlejsich
ucinkii, snizeni toxicity a zlepSeni selektivity nebo vylepSeni profilu fyzikalné-
chemickych vlastnosti (napf. rozpustnost). Isoniazid, jak jiz bylo zminéno, je zakladnim
1éCivem proti TBC, s unikatnim ,,multitarget mechanismem ucinku, kde dominuje
inhibice InhA (po vlastni aktivaci KatG). BohuZel je INH zndmy také pro svou pomérné
zna¢nou hepatotoxicitu a stale Castéji se setkavame s pripady rezistence vici nému (napf.
vlivem nadprodukce InhA nebo knock-out genu katG). Existuji rovnéz mykobakteridlni
kmeny, kterou jsou vi¢i INH rezistentni primarné, nebot’ nejsou schopny jej enzymaticky

aktivovat (napt. M. avium). [41, 131, 132]

Na zéklad¢ nasich ptedchozich zkusenosti [133-136] jsme pro vylepseni farmako-
toxikologického profilu INH navrhli tfi série novych sloucenin (resp. derivati INH),
primérné ve snaze ziskat struktury s potencovanou antituberkulotickou aktivitou viici
citlivému kmenu Mtb. H37Rv a nékterym dal$im tuberkuléznim kmentim odolnym vici
standardné pouzivanym lécivim (véetné MDR-TBC a XDR-TBC), stejné jako atypickym
mykobakteriim. Ocekévali jsme, Ze funkcnost téchto nové navrzenych derivati by
nemusela byt podminéna pravé enzymatickou aktivaci katalazou-peroxiddzou KatG.

[135]

Spole¢nou  vychozi slouCeninou pro tyto tfi série je (E)-2-(2-
isonikotinoylhydrazinyliden)propanova kyselina (INHA). Jedna se o slouceninu, ktera
byla prvotné ptipravena pracovni skupinou Kryukova ef al. v SSSR, byl rovnéz proveden
orienta¢ni antimykobakteridlni screening, a bylo zjiSténo, Zze se INHA svou ucinnosti

nijak zvlast neliSila od parentniho INH. [137]

Tuto synteticky velmi snadno ziskatelnou slouceninu jsme vybrali hned
z n¢kolika divodi. Prvnim z nich je, Ze kyselina pyrohroznova tvofici linker je clovéku
netoxickd, je to molekula télu vlastni a neptedpoklédali jsme tedy v disledku jejiho

zakomponovani do findlni molekuly z4sadni zvySeni toxicity.
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Druhym divodem je, Ze zanesenim volné karboxylové skupiny do struktury
vychoziho INH ziskdme reaktivni centrum, které otevira mnoho moznosti piipravy
dalSich funk¢nich derivatt. Tretim diivodem je, ze jiz diive byla kyselina pyrohroznova
s uspéchem pouzita jako linker pii syntéze potencidlnich antituberkulotik (Obr. 25).

[138]

v
N
= HN-N O
\
H4C HNOF

Obrdzek 25 — Pyrrolyl hydrazony popsané skupinou Joshi et al. [138]

7.1 Navrh a syntéza 2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanamidd jako
inhibitord InhA s vysokou antituberkulotickou aktivitou
Zakladni strukturni motiv celé této série predstavuje molekularni hybrid InhA a

rizn¢ substituovanych anilinil, pfiCemz jsou tyto fragmenty spojeny pyruvatovym

linkerem.

Vsechny pouZité aniliny byly substituovany nejméné jednim atomem halogenu
(nebo jinou halogen obsahujici skupinou, napt. trifluormethyl) z didvodu zvyseni
lipofility, ktera hraje vyznamnou Uulohu pfi pronikani potencidlniho 1é¢iva
mykobakteridlni buné€nou st€énou pomoci pasivni difuize. Navic je obecné znamo, Ze
aniliny byvaji Casto pfitomny v antimykobakteridlnich slouc¢eninach (Obr. 26), a to
navazany na zbytek molekuly riznymi typy vazeb, Casto amidovou ¢i iminovou. Mozny

je ale 1 podil na specifickém mechanismu ucinku. [135, 136, 139]

Napftiklad Kratky et al. [133] hodnotili antimykobakterdlni vlastnosti u série
salicylanilidovych  4-(trifluormethyl)benzoatii s popsanou antifungalni aktivitou.
Slouceniny s 3,4-dichlor- a trifluormethylovou substituci na anilinovém kruhu
(Obr. 26, A) vykazovaly vynikajici antimykobakteridlni i¢inky véetné MDR kmenti bez
zkiizené rezistence viici bézné uzivanym léciviim. V nekterych piipadech byly jejich
antimykobakteridlni vlastnosti srovnatelné nebo dokonce lepSi nez INH, a to nejen

na INH-rezistentni kmeny.

Dalsi studie reportovala antimykobakteridlni aktivitu salicylanilidovych
benzensulfonati (Obr. 26, B). [134] 4-Chlor-2-[4-(trifluormethyl)fenylkarbamoyl]fenyl-

benzensulfonat vykazal jako sloucenina s nejsiln€jSi antituberkulotickou aktivitou
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MICvaéi  Mth. 1 uM), podobnou  aktivitu mél i  4-chlor-2-(3.,4-
dichlorfenylkarbamoyl)fenyl-benzensulfonat (MIC 1-2 uM). Rychtar¢ikova et al. [135]
prezentovali sérii N-substituovanych 2-isonikotinoylhydrazinkarboxamidt jako moznost
nové modifikace isoniazidu. INH scaffold byl spojen s rGznymi aniliny skrze

karbonylovou skupinu. Mezi halogenovanymi derivaty vykéazal nejlepsi aktivitu proti

Mitb. derivat odvozeny od 2,4,6-trichloranilinu (MIC 4 uM; Obr. 26, C).

Radu hydrazonti odvozenych od INH obsahujici elektronakceptorni substituenty
predstavili Vaviikova et al. [136] INH byl v tomto ptipadé spojen s aniliny obsahujicimi
elektronakceptorni substituenty pomoci CH fragmentu (methinového mustku). VétSina
z ptipravenych derivatl vykazovala stejnou aktivitu proti Mtb. (MIC 1 uM) jako INH
alepsi ucinnost proti M. kansasii 235/80 a M. avium 330/88. Navic maji ziskané
slouceniny nizkou toxicitu s ICso pro sav¢i buiky (HepG2) mezi 21,8 a 326 uM
(Obr. 26, D).
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Obrdzek 26 — Antimykobakteridini derivdty anilinu [140]

Kyselina (£E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanova 2 byla pfipravena
reakci komeréné dostupného INH 1 a kyseliny pyrohroznové ve vroucim methanolu
s témét kvantitativnim vytézkem (98 %) podle diive popsané metody. Izolovan byl pouze
termodynamicky stabilnéjsi (E)-izomer. [137]

Pot¢ kyselina (E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanova 2 reagovala
s rizné substituovanymi aniliny prostiednictvim karbodiimidového C-N couplingu. Jako
coupling ¢inidlo byl pouZit 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylkarbodiimid hydrochlorid
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(EDC.HCI) a 1-hydroxybenzotriazol (HOBt) jako katalyzator. Reakce byly provadény
v N,N-dimethylformamidu (DMF) v teplotnim gradientu od -20 °C do laboratorni teploty
(RT) ptes noc (on). Tato nenaro¢na metoda spolehlivé poskytovala uspokojivé vytézky.
Vyslednd mocovina a dals$i nezreagovany material byly odstranény extrakci a surové
produkty 3 byly purifikovany za pouziti sloupcové chromatografie. Vytézky se
pohybovaly od 40 do 95 %, pomérné Siroky rozptyl souvisi zejména s potiebou

nekolikastupniové purifikace u nékterych sloucenin.

N N
» B
Pz kys. pyrohroznova Pz
reflux, 2 h o
_NH, - N
0~ N 07 "N XY “OH
N MeOH N j)k
1, INH 2, 98 %
N N
N R1R,R3 N
| P < EDC.HCI | P
'e) N | HOBt 0 Z
N % 0 °C-RT, on N 7T R1R2R3
07 NS oH oME . O ONTRONTY
H NH, H H
) P1a-t, 40-95 %

Obrdzek 27 - Syntéza 2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanamidd [140]

Pfipravili jsme celkem dvacet novych 2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)-
propanamidi, u kterych byla hodnocena aktivita proti citlivému kmenu Mtb. H37Rv, tfem
kmeniim netuberkuléznich mykobakterii (M. avium 330/88, M. kansasii 6509/96 a
M. kansasii  235/80) a také vi¢i multirezistentnim tuberkulézni kmentim
(MDR- a XDR-TBC). Aktivita vii¢i kmenu M. kansasii 235/80 byla hodnocena jen u
nékterych sloucenin, nebot” v pribéhu procesu hodnoceni piestal byt tento kmen

dostupny.
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Tabulka 2 - Antimykobakteridini aktivita anilidi [140]

N CHg

@) O AN
MIC [pM]
Kéd R Mitb. M. avium M. kansasii M. kansasii
331/88 330/88 6509/96 235/80

14d 21d 14d 21d 7d 14d 21d 7d 14d 21d
Pla 3-F 0.25 0.25 500%* 500%* 2 4 8 - - -
P1b 4-F 0.25 0.25 >250  >250 2 4 8 62.5 125 250
Plc 3,4-F, 0.25 0.5 500%* 500%* 2 4 8 - - -
P1d 3-CF3 0.125 0.25 >103 >103 2 4 8 - - -
Ple 4-CF; <0.03 <0.03 125% 125% 2 4 4 8 16 32
PIf  3,5-(CF3), 1 1 >10°  >10° 32 32 32 - - -
Plg 4-SCF; 0.5 0.5 250*  250%* 4 4 4 - - -
P1h 3-OCF3 0.125 0.5 500* 500* 4 8 8 - - -
P1i 4-OCF; <0.03 <0.03 125% 125% 2 2 4 8 8 16
P1j 4-OCF,H 0.25 0.5 >103 >103 2 4 8 - - -

P1k 4-n-CsF17 0.25 0.5 >10°  >10%  >10% >10° >10° - - -

P1l 3-Cl 0.125 0.125 125%  125% 2 2 4 32 62.5%  62.5*
Plm 4-Cl 0.25 0.25 250 250 4 8 16 16 16 16
Pln 3,4-Cl, 0.06 0.06 >250  >250 4 8 16 >250  >250  >250
Plo 3,5-Cl <0.25 0.25 >250  >250 16 16 32 >250  >250  >250
Plp 3,4,5-Cl; 0.5 1 >250  >250 16 16 32 62.5 125 250
Piq 3-Br 0.125 0.125 >103 >10° 4 8 8 - - -
Plr 4-Br 0.06 0.125 250 250 4 8 16 16 16 16
P1s 3-1 0.125 0.5 >108  >103 4 8 8 - - -
P1t 4-1 0.25 0.25 250 250 2 4 4 8 8 8
1 INH 0.5 1 >250  >250 4 8 8 >250  >250  >250
2 INHA 1 1 500 >103 8 16 16 8 16 16

Ptehled zjistenych MIC udava tabulka €. 2. VSechny slouceniny vykazovaly
vynikajici aktivitu nejen proti Mtb. HzsRv (MIC jiz od <0,03 uM), ale také proti
M. kansasii 6509/96 (MIC od 2 uM). Aktivita vii¢i M. avium 330/88 a M. kansasii 235/80
byla u nejlepsich sloucenin jen nepatrné lepsi nez u INH (nebo shodnd). Nejaktivngjsi
molekuly maji substituenty OCF3 nebo CF; (P1i, Ple) a I P1t v poloze 4 na anilinovém
jadie (Obr. 27). Nejlepsi hodnoty MIC proti MDR-TB byly od 8 uM.
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Obrdzek 28 - Nejaktivnéjsi anilidy
Vsechny zkoumané derivaty Pla-t vykazovaly konzistentni inhibici lékové
rezistentnich kment M¢b. bez ohledu na jejich profil rezistence. Vzajemné vsak sdileji
vy$$i hodnoty MIC nez MIC pozorované u Mtbh. H37Rv. Tyto udaje naznacuji moznost
zktizené rezistence vici INH. Nicméné zaclenénim INH do struktury komplexnéjsi
slou¢eniny mohou byt ziskany i slouceniny s prokazatelnou aktivitou vici INH-

rezistentnim i MDR-TBC kmentim, i kdyZ toto neni piili§ obvykly jev. [41, 141]

Nejucinngj$i derivaty byly navic podrobeny stanoveni mechanismu uUc€inku.
Inkubace Mtb. H37Ra s testovanymi slouc¢eninami vedla ke snizeni produkce mykolovych
kyselin a kmeny nadprodukujici InhA byly vii¢i pasobeni téchto sloucenin odolnéjsi.
Naproti tomu kmen nadprodukujici KatG byl k ptisobeni testovanych sloucenin citlivejsi.
Tyto vysledky potvrzuji, ze studované slouceniny inhibuji mykobakteridlni InhA
analogicky jako matefsky INH jako jejich primarni cil a jsou vyznamnou meérou

aktivovany pomoci KatG.

Predmétné slouceniny nevykazovaly Zadnou cytotoxickou a cytostatickou aktivitu
pro buiikky HepG2. Index selektivity (SI) pro derivat P1ije >1667 pro Mtb. H37Rv a>12,5
pro M. kansasii 6509/96, kdezto pro slouceninu P1t je SI >200 pro Mtbh. H37Rv a >12,5
pro M. kansasii 6509/96.

Amidy lze povazovat za slibny scaffold pro budouci objevovani antituberkulotik,
kter¢ maji lepSi antimikrobidlni vlastnosti nez plvodni isoniazid spolu s vyrazné

vylepSenym farmako-toxikologickym profilem.
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7.2 Syntéza a hodnoceni antimykobakteridlni aktivity derivatl isoniazidu
s alifatickymi aminy
Vramci dalsi prace byla kyselina (£)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)-

propanova 2 modifikovana obdobnym zptsobem jako v pfedchozi kapitole, avSak s tim

rozdilem, Ze tentokrat byly misto rlizn€ substituovanych anilind pouzity alifatické aminy.

Volba téchto reaktantti souvisi s faktem, Ze cela fada uspésnych isoniazidovych

derivatl i jinych antimykobakterialnich sloucenin v sob¢ nese n-alkylaminovy (¢i delsi

alkylovy) fragment.

-N N\/\/\/ X e ~
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N~ 0 N~ O
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NO,
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Obrdzek 29 — Antimykobakteridlni derivdty obsahujici alkylaminovy fragment [142]

Mezi  N-substituovanymi  2-isonikotinoylhydrazinkarboxamidy sloucenina
(Obr. 29, E) vykazala signifikantné vyS$$i aktivitu vi¢i INH-rezistentnimu kmenu
M. avium v porovnani s isoniazidem (MIC = 32 uM v porovnani s MIC INH >250 uM),
pricemz aktivita vici citlivému kmenu Mrb. zlstala zachovéana. [135] V ndvaznosti na
tuto praci byla publikovdna ucelend série N-alkyl-2-isonikotinoylhydrazin-1-
karboxamidii (n-alkyly od Ci po Cig), které slouzily jako prekurzory pro syntézu
odpovidajicich 1,3,4-oxadiazoli. [41] Pfi porovnani s vychozim isoniazidem tfi derivaty
(Obr. 29, F) vykézaly shodnou in vitro inhibi¢ni aktivitu vic¢i Mtb. Navic N-ethyl derivat
vykézal vybornou aktivitu (MIC =4-16 uM) vici dvém kmentim M. kansasii (jeden kmen
byl citlivy, druhy kmen byl vii¢i INH rezistentni).
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Rodrigues et al. [143] zkoumali antituberkulotickou aktivitu série derivati
isoniazidu acylovaného zbytky mastnych kyselin. Tyto derivaty vykazaly znacnou
antituberkulotickou aktivitu v zavislosti na zvysujici se lipofilit¢ (Obr. 29, G; MIC

pro Mtb. 0,015 pg/ml).

Karabanovich et al. [144] popsali antimykobakteridlni aktivitu slou¢eniny H
nesouci 1,3,4-oxadiazolovy fragment. Mtb. H3z7Rv byla inhibovana pii koncentraci

<0,03 uM, M. avium 330/88 pii koncentraci <1 uM a M. kansasii 6509/96 jiz od 0,25 uM.

Na podklad¢ téchto zjisténi jsme navrhli, pfipravili a hodnotili
antimykobakteridlni aktivitu série ttiadvaceti N-(cyklo)alkyl-2-(2-

isonikotinoylhydrazinyliden)propanamidd.

K ptipravé pfedmétnych amidi byla pouzita stejnd syntetickd metoda jako
v piipad¢ derivath z kapitoly 7.1. Metoda opét poskytovala vesmés uspokojivé vytézky.
Reakce amint s delSim alifatickym fetézcem (Cs-Cis) poskytovala vSeobecné vyssi
vytézky (91-98 %). Nizsi vytéznost (45-64 %) byla pozorovana u reakci amint s kratSimi
(pouze 35 %) v disledku sterického branéni reagujici aminoskupiny. Amidy s kratSim
alkylem (Ci-Cs, V€. izomerl) byly dodateéné purifikovany pomoci sloupcové
chromatografie, nebot’ rekrystalizace zpusobovala piiliSné ztraty diky zvySené
rozpustnosti ve vod¢. Ostatni derivaty mohly byt diky své nizsi rozpustnosti purifikovany

rekrystalizaci z vhodného rozpoustédla.

Vsechny ptipravené slouceniny byly hodnoceny na jejich antimykobakterialni
aktivitu vici citlivému kmenu Mth. Hz7Rv a tiem kmenim netuberkul6znich
mykobakterii (M. avium 330/88, M. kansasii 6509/96 a M. kansasii 235/80). Vici kmenu
M. kansasii 235/80 bylo hodnoceno jen sedm z ptipravenych sloucenin (Tab. 3).

VSechny pfipravené derivaty vykazovaly urcitou aktivitu vaéi Mtb. Hz7Rv
(MIC <0,125-8 uM). Dale byla zaznamenana ucinnost vici M. kansasii 6509/96
(MIC 2-500 uM) a M. avium 330/88 (MIC >32 uM). Mezi sedmi slouceninami
testovanymi  vuCi M. kansasii 235/80 vykéazal dobrou aktivitu hlavné derivat

s n-hexylovym fetézcem (MIC = 16 pM).

Ze vSech testovanych derivati vykéazal povSechné nejslabsi aktivitu jediny

ptipraveny N,N-disubstituovany amid (diethylamid).
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Tabulka 3 — Antimykobakteridlni aktivita amidd s alkylovymi retézci [142]

X
(PP
N “H (ethyl u P2c)
) 0]
MIC [pM]
Mtb. M. avium M. kansasii M kansasii
Kod R 331/88 330/88 6509/96 235/80
14d 21d 14d 21d 7d 14d 21d 7d 14d 21d
P2a Methyl 0.5 0.5 500 10° 16 16 32 - - -
P2b Ethyl 0.5 0.5 >103 >103 32 32 64 - - -
P2c (Ethyl), 8 8 >10° >10° 250 500 500 - - -
P2d n-Propyl 0.5 1 >250 >250 32 32 32 >250 >250 >250
P2e Cyklopropyl 0.5 1 >250 >250 32 32 62.5 >250 >250 >250
P2f Propargyl 0.5 1 10° >10° 16 16 16 - - -
P2g n-Butyl 0.5 0.5 >250 >250 16 32 32 >250 >250 >250
P2h i-Butyl 0.5 1 >250 >250 32 32 32 >250 >250 >250
P2i terc-Butyl 0.5 1 >250 >250 16 16 16 >250 >250 >250
P2j n-Pentyl 0.5 0.5 10° >10° 8 8 16 - - -
P2k n-Hexyl 0.5 1 >250 >250 16 16 16 16 16 16
P21 Cyklohexyl 0.5 1 >250 >250 16 16 32 >250 >250 >250
P2m n-Heptyl 0.5 0.5 125 250 4 8 16 - - -
P2n n-Oktyl <0.125 0.25 250 500 4 8 16 - - -
P2o n-Nonyl <0.125  <0.125 250 250 2 4 4 - - -
P2p n-Decyl <0.125 0.5 250 250 4 8 16 - - -
P2q n-Undecyl <0.125 0.25 125 250 4 8 16 - - -
P2r n-Dodecyl <0.125 0.25 64 125 4 8 16 - - -
P2s n-Tridecyl 0.25 0.25 64 125 8 16 32 - - -
P2t n-Tetradecyl <0.125  <0.125 32 32 4 8 8 - - -
P2u n-Pentadecyl 0.5 0.5 250 250 8 16 32 - - -
P2v n-Hexadecyl 0.25 0.25 250 250 8 8 8 - - -
Q Q H H ~ |N
| NS SN NSNS
N .~ H H ) 0]
P2w - 0.25 0.25 500 500 8 16 16 - - -
INH - 1 1 >250 >250 4 8 8 >250 >250 >250
2 -— 1 1 500 >103 8 16 16 8 16 16

Slouceniny lze z hlediska aktivity viici Mtb. orientaéné rozdélit do dvou skupin.
Prvni skupinu tvoii amidy s kratSim fetézcem Ci-C7 (vCetné cyklickych a nenasycenych
analog; P2a-P2m), které vykazovaly MIC v hodnotach 0,5-1 uM (z trendu kratkych

alkylt vybocuje pouze derivat s n-pentadecylovym fetézcem P2u, ktery by se na zakladé
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hodnoty MIC 0,5 pM dal také ptifadit do této kategorie). V druhé skupiné se objevuji
zejména slouceniny s del$im alifatickym fetézcem (Cs-Ci4, Cis; P2n-P2t a P2v)
a hodnotami MIC <0,125-0,5 pM. Vyznamnéjsi inhibi¢ni aktivitu vaci M. avium
vykézaly pouze slouceniny s C12-Ci4 alkylovym fetézcem (P2r-P2t; (MIC 32-64 uM, coz
je asi sedmkrat vyssi aktivita v porovnani s INH 1). Svou inhibi¢ni aktivitou vici
M. kansasii 6509/96 vynikaji dvé slouceniny: n-nonyl P20 (MIC = 2-4 uM) a n-tetradecyl
P2t derivaty (MIC = 4-8 uM). Dalsi slouceniny (Cs, C7, Cs, Cio-12, Cis
a ethylendiaminovy derivat P2w) vykazaly vic¢i tomuto kmenu MIC 4-18 uM.
Od dvanactiuhlikatého fetézce vyse lze pozorovat ,,even-odd effect”, preferencni je sudy
pocet uhlikt. Niz$i aktivitu vykazaly derivaty ethyl-, diethyl-, propyl-, cyklopropyl-,

butyl- a isobutylaminu.

Obecné derivaty vice lipofilnéjsi 1ze povazovat za ucinngjsi. [143] To muze byt
vysvétleno moznosti snadnéjs$iho uvoliovani isonikotinoylového radikalu diky nékterym
mutacim a/nebo rychlejSimu transportu do mykobakteridlni buiiky, coz vede k vyssi

intracelularni koncentraci.

7.3 Navrh a syntéza vysoce aktivnich antimykobakteridlnich ,, mutual® ester(
kyseliny 2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanové
Tato publikace referuje vysledky pokracovani naseho vyzkumu v oblasti syntézy

a hodnoceni duéln¢ aktivnich derivatl klinicky vyznamnych antituberkulotik.

Zabyvali jsme v ni pfipravou novych ,,me-too* derivatii INH s vyuzitim pfistupu
molekularni hybridizace, nyni ve form¢ esterd INHA 2. Navrhli a pfipravili jsme
(thio)estery 3 kyseliny 2 s riiznymi alkoholy, fenoly a thioly, a to véetné¢ zavedenych
léciv, které maji prevazné vlastni antimikrobidlni aktivitu. Kromé vyssi lipofility tedy
navrhované ,mutual® antimykobakteridlni estery nabizeji potencidlni vyhody dudlni
antimykobakteridlni aktivity, aditivitu/synergii a také moznost inhibice rezistentnich

patogend, a to pravé diky jejich odliSnym mechanismtim t¢inku.

Syntéza estert je jednou z nejbéznéjsSich strategii piipravy proléciva za ucelem
zvySeni lipofility. [145, 146] Takovéto estery kyseliny pyrazin-2-karboxylové
se substituovanymi salicylanilidy prokéazaly in vitro u¢innost proti patogennim houbam a
bakteriim (zejména proti grampozitivnim kmentim, tuberkuléznim a atypickym

mykobakteriim véetné INH-rezistentnich kment), které jsou rezistentni vici jednomu
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nebo vice klinicky pouzivanym lékiim. [146] Jako vysoce Gc¢inné latky proti TBC byly
také popsany amidy hydrazonovych kyselin na bazi INH (viz kapitola 7.1 a 7.2).

Kyselina (E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanova 2 byla esterifikovana
riznymi (thio)alkoholy nebo (thio)fenoly dle protokolu Steglichovy esterifikace
za pouziti EDC.HCI jako coupling ¢inidla a za katalyzy 4-(dimethylamino)pyridinem.
[147] Jako rozpoustédlo byl pouzit dichlormethan (Obr. 30. Tato metoda je Gcinna a
vyznaCuje se mirnymi podminkami. Vysledny mocovinovy vedlejsi produkt byl
odstranén extrakci do vody a organickd vrstva byla postupné extrahovana
hydrogenuhli¢itanem sodnym a nasycenou solankou a odpafena za sniZzeného tlaku.

Vsechny surové produkty byly ¢iStény krystalizaci nebo sloupcovou chromatografii.

N N
B |
a
_N . . X=S,0
0~ °N \\HJ\OH o} NN\\HkxR
H H
2

P3a-P3s

R = alkyl, 4-pyridylmethyl, fenyl, 4-substituovany fenyl, naftalen-1/2-yl, chinolin-8-yl, dalSi latky s
biologickou aktivitou pfipojené prostfednictvim esterové vazby (thymol, karvakrol, triklosan,
metronidazol)

(a) R-OH or R-SH, N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid hydrochlorid,
4-(dimethylamino)pyridin, CH,Cl,, 12 h, 0 °C-rt)

Obrdzek 30 - Syntéza estert [148]

Vytézky sloucenin P3 se pohybovaly od 36 do 92 %, zavisely pfedevSim na
procesu purifikace. V nékterych ptipadech musel byt proces krystalizace né€kolikrat
opakovan, coz vedlo ke sniZzeni vytézki. Relativné nizky vytézek (36 %) byl ziskan
u slouceniny P30 na bazi triklosanu, s nejvétsi pravdépodobnosti v diisledku sterické
zabrany reagujiciho hydroxylu. Lepsi reakéni konverze poskytly reakce s alifatickymi
substraty vedouci k (thio)esterim P3a a P3r. Nesubstituovany fenol, naftoly (P3b a P3i,
P3j) nebo nékteré fenoly substituované elektrondonorovymi substituenty (P3¢, P3k, P31)
také poskytly dobré vytézky (52-81 %). Slouceniny P3k a P31 jsou polohové izomery,
pficemz P31 byla pfipravena v niz$im vytézku (52 %), s nejveétsi pravdépodobnosti
v disledku sterické zabrany. Vytézky sloucenin P3i, P3j, P3k a P31 vSak byly snizeny
jejich opakovanym chromatografickym cisténim surového produktu. Pozorovali jsme
také castecny rozklad sloucenin P3i, P3j, P3k a P3I pii kontaktu se silikagelem, a to i po
jeho alkalizaci triethylaminem. Tento jev byl ¢aste¢né eliminovan aprotickym sloZenim

mobilni faze. Syntéza derivatu P3s vykazovala lepSi reakéni konverzi diky vySsi
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nukleofilité¢ thiofenolu ve srovnani se syntézou analogického fenylesteru P3b, podobny

vysledek byl pozorovan v ptipad¢ sloucenin P3r a P3a.

Vsechny piipravené slouCeniny byly hodnoceny vuc¢i citlivému kmenu

Mtb. H37Rv a dvéma kmendm netuberkul6znich mykobakterii (M. avium 330/88,
M. kansasii 6509/96). Hodnoty MIC shrnuje Tab. 4.

Tabulka 4 — Antimykobakteridlni aktivita ester( [148]

9@4

2, P3a, P3m, P3n

3

R

3%09%@>

CHs CHs
P3b-P3h, P3k, P3l, P30, P3p P3i, P3]

O,N
0 o ’
Ny "o, CHy ﬁ)k

CHj,
P3q P3r, P3s
MIC [uM]
Mtb. 331/88 M. avium 330/88 M. kansasii 6509/96

Kéd R 14d 21d 14d 21d 7d 14d 21d
P3a Me 0.25 0.25 500 1000 2 4 8
P3b H 0.125 0.25 >250 >250 8 8 8
P3c 4-Me <0.25 0.5 >250 >250 8 8 8
P3d 4-MeO 0.25 0.25 500 1000 4 8 8
P3e 4-PhO <0.125 0.5 250 500 2 4 4
P3f 4-F 0.25 0.5 500 500 2 4 4
P3g 4-Cl <0.125 <0.125 500 1000 4 8 16
P3h 4-Br <0.125 0.25 250 500 8 8 16
P3i 1-naftyl 0.25 0.25 125 250 0.25 0.25 0.25
P3j 2-naftyl 0.25 0.25 125 250 0.25 0.25 0.5
P3k 2-iPr-5-Me 0.25 0.25 500 1000 8 16 16
P3l 2-Me-5-iPr 0.25 0.25 125 250 0.25 0.25 0.25
P3m chinolin-8-yl 0.25 0.5 32 64 2 4 4
P3n pyridin-4-ylmethyl 0.5 1 >1000 >1000 8 16 16
P3o 5-ClI-2-(2,4-diCI-PhO)  <0.125 <0.125 64 64 4 4 8
P3p 4-Ac-NH 0.25 0.5 1000 1000 8 16 16
P3q - 0.25 0.5 500 1000 2 4 4
P3r Et 0.25 0.25 250 500 1 2 4
P3s Ph 0.25 0.25 250 250 1 2 4

2 INHA 1 1 500 >1000 8 16 16
INH - 1 1 >250 >250 8 8 16
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Vsechny estery P3 vykazovaly slibny antimykobakteridlni uc¢inek, zejména vici
Mtb. s MIC od <0,125 do 1 uM. Nejucinnéjsi byly estery 4-chlorfenolu (P3g) a triklosanu
(P30), nasledovan¢ fenyl (P3c) a 4-bromfenyl (P3h) estery. Naopak ester P3n vykazoval
nejvyssi (ale stdle nizkou) MIC (0,5-1 uM). Mezi jednotlivymi (thio)estery,
aromatickymi  a  alifatickymi  derivdty = nebo  odpovidajicimi  izomery

(P3i a P3j, P3k a P3Il) nebyl zadny vyrazny rozdil v aktivite.

Naprosta vétSina (thio)estert P3 vykazovala lepsi antituberkularni aktivitu
nez pivodni kyselina 2, s vyjimkou slouceniny P3n. Pfeména volného karboxylu na jeho
lipofilngjsi analoga je tedy vyhodna z hlediska zlepSeni antimykobakteridlnich vlastnosti

(az =8 x). Dulezité je, ze totozné zavéry lze ucinit i pro matetsky INH.

M. kansasii 6509/96 byl druhym nejcitlivéj§im kmenem (MIC 0,25-16 uM).
Nejlepsi in vitro inhibice byla zjiSténa u naftylestert (P3i, P3j) a derivatu thymolu P3I
(MIC <0,5 uM). Je zajimavé, ze jeho izomer na bazi karvakrolu P3k ma 64x nizsi
aktivitu. Také thioestery P3r a P3s vykazovaly srovnatelné¢ niz§i MIC.
U monosubstituovanych fenylesteri byly nejucinnéjsi 4-PhO a 4-F derivaty P3e a P3f,
naopak estery 4-bromfenolu, pyridin-4-ylmethanolu a paracetamolu (P3h, P3n a P3p)
vedly k nejvys$si MIC (8-16 uM). Také u tohoto kmene byla fada derivati lepsi neZ INH
a INHA; zbyvajici mély stejné MIC.

Polyrezistentni kmen M. avium obecné vykazoval nizsi citlivost (MIC od 64 uM).
Nékteré derivaty vSak byly vyznamnég aktivnéj$i neZ INH a kyselina 2: zejména estery
chinolin-8-olu P3m a triklosanu P30 (32-64 uM), néasledované thymolovym derivatem

P3k, naftylestery (P3i, P3j) a thioestery (P3r, P3s).

Na podkladé téchto vysledkl byla hodnocena aktivita nejslibnéjSich sloucenin
vuci Sesti MDR-TB a jednomu XDR-TB kmeni s riiznym profilem rezistence. Vybrany
byly nejaktivnéjsi estery zahrnujici riizné reprezentativni typy (thio)fenolovych derivati

vcetné zavedenych 1é¢iv (P3b, P3d, P3g, P3i-P3l, P30 a P3r).

Nekteré estery byly schopny inhibovat rist rezistentnich kmeni, 1 kdyZ s vys$simi
hodnotami MIC (8-125 uM). Vysledky vSak naznacuji zkiizenou rezistenci vici
matefskému INH. Hodnoty MIC udava Tab. S. Nejucinnéjsi byl derivat odvozeny

od chinolinu (P3m), patrné diky chinolinové sloZce molekuly.
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Tabulka 5 - MIC esterti viéi rezistentnim kmendm.

MIC [pM]
Mib. Mib. Mib. Mib. Mib. Mib. Mib.
Kéd  Prahal Praha4  Praha 131  234/2005  9449/2007 7357/1998  8666/2010
14 21 14 21 14 21 14 21 14 21 14 21 14 21
d d d d d 4 d d d 4 d4d d da d

P3b 16 16 16 16 16 16 32 32 32 32 16 16 16 16
P3d 8 16 16 32 8 16 16 32 16 16 16 16 8 16
P3g 8 8 16 16 8 8 16 32 16 16 16 16 8 16
P3i 64 125 16 32 32 32 16 32 32 32 16 32 16 16
P3j 125 125 32 32 32 32 16 32 32 32 32 32 16 32
P3k 125 125 16 32 32 64 32 32 32 32 32 32 16 32
P31 32 64 8 16 32 64 16 32 16 32 16 32 16 16
P3m 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
P3o 125 125 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
P3p 125 125 32 32 32 64 32 64 32 64 16 32 32 32
P3q 125 125 32 32 16 32 32 32 32 32 16 32 16 16

P3s 64 125 32 64 32 64 32 64 64 64 32 64 32 32

Mtb. Praha 1; rezistentni k STM, INH, EMB, RIF, CFZ. Mtb. Praha 4, rezistentni k STM, INH, EMB, RIF,
OFX, CFZ. Mtb. Praha 131; rezistentni k STM, INH, EMB, RIF, OFX, GEN, AMK (XDR-TB). Mtb.
9449/2007; rezistentni k STM, INH, RIF. Mtb. 234/2005; rezistentni k STM, INH, EMB, RIF. Mtb.
7357/1998; rezistentni k STM, INH, EMB, RIF, OFX. Mtb. 8666/2010; rezistentni k STM, INH, EMB,
RIF, OFX, CFZ.

STM: streptomycin, INH: isoniazid, EMB: ethambutol, RIF: rifampicin, OFX: ofloxacin, GEN:
gentamicin, CFZ: klofazimin, AMK: amikacin.

U tfech vysoce aktivnich esterti (ziskané z thymolu, chinolin-8-olu a triklosanu,
P31, P3m a P3o) byl experimentalné hodnocen mechanismus ucinku, predpokladanym
cilem byla InhA. Inkubace Mtb. H37Ra s testovanymi slouceninami vedla ke snizeni
produkce mykolovych kyselin, nadproducenti InhA byli vici pisobeni téchto sloucenin
odolngjsi. Naproti tomu kmen nadprodukujici KatG byl k ptisobeni testovanych slouc¢enin

citlivgjsi. Tyto vysledky potvrzuji, Ze studované slouceniny inhibuji InhA analogicky

matefskému INH jako jejich primarni cil.

Pro potvrzeni inhibice syntézy mykolovych kyselin byly builkky Mtb. Hi7Ra
inkubovany s riiznymi koncentracemi téchto esterti a metabolicky znaceny '*C acetatem
pro monitorovani syntézy mykolovych kyselin a lipidi. Analyza lipidového profilu
odhalila, ze pfitomnost zkoumanych esterti vedla ke specificky snizené produkci
trehal6za-monomykolati (TMM) a dimykolati (TDM). Analyza mastnych kyselin
1zolovanych z celych bun€k potvrdila snizenou syntézu vsech forem mykolovych kyselin,
a to na rozdil od syntézy béznych mastnych kyselin, které nebyly ovlivnény. Tato zjiSténi

potvrzuji enzym InhA jako jejich primarni molekuldrni cil. Nicméné nckteré
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ze zkoumanych sloucenin, jako napiiklad P3m, ktera byla vici rezistentnim kmentim
nejaktivnéjsim derivatem s jednotnou MIC 8 uM, minimalné naznacuje doplitkovy
mechanismus (mechanismy) ucinku. Napiiklad samostatny chinolin-8-ol byl

identifikovan jako cheléator kovi [149] (MIC 8 uM pro Mtb. H3z7Rv).

Vsechny zkoumané estery P3a-P3s nevykazovaly vyznamnou cytotoxickou
aktivitu pro bunky HepG2. Index selektivity (SI) je od >493 do >4000 pro Mtb. H37Rv
a 39,1 az >4000 pro M. kansasii 6509/96. Pouze tii slouCeniny (P3m, P30 a P3s) byly
mirné toxictéjsi (ICso 182,1-246,7 uM), fenylthioester P3s byl identifikovan jako

sloucenina s nejvyssi toxicitou, zatimco jeho S-ethyl analog toxicitu nejevil.

7.4 Insilico predikce
V ramci téchto tii sérii byly identifikovany antimykobakteridlné nejslibnéjsi

slouceniny (Obr. 31) a in silico byly predikovany kli¢ové fyzikalné-chemické a strukturni
parametry, které se uplatiuji v preklinickém vyvoji novych lé€iv, zejména s ohledem

na drug-likeness a vyvarovani se jinych nezadoucich vlastnosti.

N
CH3 NI . CH3H
—
= \N)\H/ \RZ
0]

R1 °
R1: P1i=0OCF; R2: P2k = n-hexyl
P1t=1 P20 = n-nonyl

P2t = n-tetradecyl

(0] (e}
& N/N\W)J\O
N H
P3I

Cl

Q*u
. e

Cl
g E AL
Na @)‘\N,N\j)l\o cl
N JH
P3m

Obrazek 31 — Nejslibnejsi slouceniny odvozené od INH

64



Pro tyto slouceniny byly programem SwissADME [150] in silico modelovany
vybrané fyzikdlné-chemické, strukturni a farmakokinetické parametry (LogP,
rozpustnost ve vodé, vstrebatelnost z GIT, ,,drug-likeness* dle Lipinského a Ghose
aindex PAINS (pain assay interference compounds)) [151, 152]. In silico nebyly
u pfedmétnych sloucenin zjistény zadné zdvazné prekazky pro jejich ev. dalSim vyvoji
jako potencialnich 1é¢iv, data referuje Tab. 6.

Tabulka 6 — In silico predikce

In silico predikce
Kod | Logp* | ROPUSMOSI Glabsopce | Lipinski | Ghose | PAINS | BOILED-Egg
P1i 2,35 Rozpustné Ano Ano Ano Ne Ncpg)};‘t};lpuji
P1t 2,23 Rozpustné Ano Ano Ano Ne NCPE)EtélpUji
P2k 2,08 Rozpustné Ano Ano Ano Ne Nep;)::télpuji
P2o 3,17 Rozpustné Ano Ano Ano Ne Nep;)::télpuji
P2t 5,00 Ano Ano Ano Ne Neprostupuj
HEB
P3j 2,35 Ano Ano Ano Ne Nep;);t;;puji
P31 3,19 Ano Ano Ano Ne Nep;)::t}l;pujl
P3m 2,23 Rozpustné Ano Ano Ano Ne NCPE’EE;WU{
P30 4,63 roi%i[;ié Ano Ano Ano Ne Ncpﬁ)};‘télpuji

*Metodou consensus LogP — pocitano jako pramér péti riznych metod predikce.

Rozpustnost ve vodé¢ byla predikovana pomoci metody ESOL [153] (EStimated
SOLubility) na zéklad¢ deviti molekularnich parametrii (LogP, molekulovd hmotnost
atd.). Slouceniny P1i, P1t, P2k, P20 a P3m byly urCeny jako rozpustné. Ostatni derivaty
(P2t, P2j, P21 a P30) byly urceny jako sttedn¢ anebo Spatné rozpustné.

Predikce vstiebatelnosti z GIT po podani usty byla provadéna metodou BOILED-
Egg (Brain Or Intestinal. EstimateD permeation) [154], jedné se o metodu vychézejici ze
vztahu mezi lipofilitou (logP) a polaritou molekul (polar surface area). VSechny
slouceniny byly urceny jako dobte vstiebatelné a zaroven zZadna z piipravenych sloucenin

by nemeéla prostupovat pres HEB.
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Drug-likeness byla hodnocena dvéma piistupy. Zakladni metodou bylo zkoumani
splnéni Lipinského pravidla péti [155] a zavéry této analyzy byly podpofeny metodou dle
Ghose [156]. Idealni kandidat na 1écivo by mél dle Lipinského spliovat nasledujici
podminky:

e Relativni molekulova hmotnost neptesahuje 500

e LogP neptekracuje hodnotu 5

e Obsahuje maximaln¢ 5 donort vodikovych vazeb

e Obsahuje maximaln¢ 10 akceptori vodikovych vazeb (obycejné se udava jako

soucet N a O atomu)

Vsechny vybrané slouceniny tato kritéria spliiuji. Pon¢kud odlisnd metoda podle
Ghose je zalozend na Ccastecn€ odlisSnych vycislitelnych fyzikalné-chemickych

vlastnostech a chemickém konstituci. Hodnocena jsou kritéria (v zdvorce intervaly):

e LogP (0od-0,4 do 5,6)

e Molarni refraktivita (40-30)

e Relativni molekulova hmotnost (160-500)
e Pocet atomil (20-70)

Z4dna z predkladanych sloudenin nebyla identifikovana jako tzv. pain assay
interference compound (tj. sloucenina, ktera nespecificky interaguje s rznymi
biologickymi strukturami, a obecné€ se ma za to, Ze takovou slouceninu nelze automaticky
povazovat za potencialni 1é¢ivo). To také nasvédcuje selektivité a specifické aktivite

piipravenych sloucenin.

7.5 Nové antimykobakterialni derivaty kyseliny 4-aminosalicylové s tuftsinovymi
peptidovymi nosicCi cilici na hostitelské bunky
Mtb. je intracelularni patogen a prostup antituberkulotik do hostitelskych bunék

byva omezeny, mykobakterie tak zistdva ukryta pfed imunitnim systémem a milZe
perzistovat (nejCastéji ve fagocytech). Je tedy velmi uzite¢né identifikovat a mit
k dispozici takova léciva, ktera maji nejen vlastni antimykobakteridlni aktivitu, ale

zaroven i schopnost proniknout do hostitelské bunky. [157, 158]

Jiz diive bylo mnohokrat prokazdno, Ze derivaty kyseliny salicylové (napf.
salicylanilidy) maji rozmanité biologické ucinky (antimikrobiadlni [159, 160],

antimykotické [161], antihelmintické¢ [162], antiprotozodlni [163] ¢i protinadorové

66



[164]). Predpoklada se, ze salicylanilidové derivaty inhibuji, mezi jinymi mechanismy
ucinku, také dvouslozkovy regulacni systém bakterii, enzym isocitrat lyazu [146, 165]
a jsou selektivnimi inhibitory interleukinu 12p40. [166] Zaroven mohou tyto slouceniny
ovliviiovat bunécny protonovy gradient. Kyselina 4-aminosalicylova (kyselina
para-aminosalicylovd, ASA) je také pouzivana jako antituberkulotikum druhé linie

(prolécivo ovliviujici esencidlni metabolismus folatu v Mtb.). [157, 167]

Interakce mezi 1é¢ivem a biologickymi bariérami v lidském organismu, resp.
bunéénou sténou mykobakterie, hraje naprosto klicovou roli ve farmakodynamice
i farmakokinetice slouceniny. Je obecné znamo, ze lipofilnéjsi slouceniny mivaji
Castokrat znacnou inhibi¢ni aktivitu na mykobakteriim (bohuZel na tkor jejich
rozpustnosti ve vodé a selektivity). ZvySeni rozpustnosti, selektivity a biologické

dostupnosti téchto sloucenin je tady zdsadni otazkou.

K feseni této situace mohou ptispét peptidové drug delivery systémy, které mohou
zlepsit bunécny uptake aktivnich latek prostfednictvim receptorem zprosttedkované
endocytdozy a zvysit tak vlastni intracelularni koncentraci, a tudiz i ucinnost
antimykobakterialnich sloucenin. Jako hlavni cile pro tyto konjugaty jsou uvazovany
receptory s peptidovymi ligandy, které jsou exprimovany hlavné na hostitelskych
bunkach Mtb. (hlavné na makrofazich). Jednim z téchto potencialnich cili je tuftsinovy
receptor. Pravé peptidové derivaty na bazi tuftsinu jsou slibnymi a jiz ovéfenymi nosici
pro antituberkulotika. Tyto peptidy jsou ligandy neuropilinovych receptori a maji samy
0 osob¢ imunostimulaéni (napf. stimuluji fagocytézu) aktivitu, protinaddorové ucinky a
zaroven nejsou toxické ani imunogenni pro savce. Tuftsin je pfirodni tetrapeptid
uvoliiovany zIgG enzymatickym Stépenim, sestavd uclovéka ze sekvence
Thr-Lys-Pro-Arg (TKPR), u psa potom ze sekvence Thr-Lys-Pro-Lys (TKPK), a je
vychytavan makrofagy a polymorfonukledrnimi fagocyty prostfednictvim receptorem

zprostfedkované endocytozy. [168-171]

V ramci prechoziho vyzkumu byla vyvinuta fada sekvencnich oligopeptidii
na bazi psiho tuftsinu. Tyto peptidy se sekvenci [TKPKG], (kde n = 1, 2, 3, 4) maji
vlastnosti podobné tuftsinu a mohou byt pouzity jako transportni systémy pro cileni
hlavnich hostitelskych bun¢k Mtb. Na zakladé piedchozich studii jsou konjugaty
obsahujici monotuftsinové transportni peptidy (Thr-Lys-Pro-Lys-Gly, TKPKG; Thr-Lys-
Pro-Arg, TKPR; Thr-Lys-Pro-Pro-Arg, TKPPR) uc¢inng&j$i proti extracelularnim
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a intracelularnim Mtb., avSak s niz§i cytotoxicitou pro model hostitelskych bunék
(monocytarni linie MonoMac6). Derivaty obsahujici acyl mastné kyseliny maji zvySeny

lipofilni charakter, bunécny uptake, ale Casto také toxicitu. [172-174]

Aby doslo ke snadnéjsimu uvolnéni neseného léCiva z peptidového nosice,
vmezeii se mezi nosny peptid a 1é¢ivo enzymaticky labilni tetrapeptidové sekvence (napf.
Gly-Phe-Leu-Gly, GFLG; Gly-Phe-Tyr-Ala, GFYA). Tyto sekvence pot¢ mohou byt

Stépeny katepsinem B, coz je jedna z lysozomalnich cysteinovych proteaz. [157, 175]

o) o) o o)
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Obrdzek 32 — Derivdty ASA poufité ke konjugaci s peptidovymi nosici

V kontextu téchto informaci byly tfi nové N-substituované derivaty kyseliny
4-aminosalicylové (Obr. 32) s dobrou antimykobakterialni aktivitou konjugovany
s oligotuftsinovymi nosic¢i [TKPKG], (kde n = 1 a 2), a to prostfednictvim oximovych
nebo amidovych vazeb ve snaze dosdhnout zejména vyssi intracelularni Gi€innost a tim
vyssi selektivitu. Mezi derivaty ASA a nosi€ byly navic vmezeteny enzymaticky labilni
linkerové sekvence (GFLG, GFYA). Byla hodnocena in vitro antimykobakteridlni
ucinnost na intracelularni populaci mykobakterii, dale napf. bunécny uptake,
intracelularni lokalizace ¢i rychlost a prib¢h lysozomalni degradace. Schopnost in vitro
penetrace nosného peptidu TKPKG byla stanovena pomoci sféroidi jako bunééného

prostfedi napodobujiciho tkan a také modelu tkanové bariéry.

Ptipraveno a testovano bylo tedy dohromady Sest raznych peptidovych sekvenci
a tyto byly vzajemné porovnany s ohledem na pocet tuftsinovych jednotek a ptitomnost

a konkrétni sekvenci linkeru.

Peptidy byly syntetizovany manudlné¢ na pevné fazi za pouziti standardni

Fmoc/t-Bu strategie a pryskyfice typu Rink Amide. VSechny pfipravené peptidy maji
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proto po odstépeni z pryskyfice (pevné faze) C-konec ve formé amidu. Ve vSech
ptipadech byly syntetizovany krom¢ konjugétti s i¢innymi molekulami také kontrolni
peptidy s acetylovanym N-koncem (Ac-; pro studie selektivity na lidskych bunéénych
kulturach modelujicich hostitelské bunky Mtb.), S navazanym
5(6)-karboxyfluoresceinem (Cf-; pro studium in vitro bunééné absorpce a intracelularni
lokalizace) a (aminooxy)acetylované (Aoa-; pro navazujici syntézu oximti z ASA 1 a 2
v roztoku). Cely proces piipravy peptidovych fetézcii dobie objasiiuje schéma (Obr. 33)

pievzaté z origindlni publikace Horvath ef al. [157]

1) Fmoc cleavage

DBU:piperidine:DMF 2:2:96 (v/v)

2+2+5+10 min

Fmoc (3}

® Fmoc-Rink-Amide MBHA resin,

loading: 0.69 mmol/g

2) Monitoring l
Ninhydrin, isatin test
3 eq. amino acid, DIC/HOBY/NMP
60 min |
6) Aoa-coupling
4) Acetylation NH,-PEPTIDE (3 3 eq. Boc-Aoa, DIC/HOBY/NMP

Ac,0:DIEA:DMF 1:1:2 (v/v)

60 min

Ac-PEPTIDE(3)

7) Cleavage from resin

§) Cf-labeling

60 min

/ 6 eq. Cf, DICHOBUNMP )

60 min

Cf-PEPTIDE {3}

Boc-Aoa-PEPTIDE (3}

TFAH,O:TIS 95:2.5:2.5 (viv) | n| Ll |

150 min
Ac-PEPTIDE Cf-PEPTIDE Aoa-PEPTIDE
Ac-0OT5 Cf-OT5 A0a-0T5
Ac-GFLG-OT5 Cf-GFLG-OT5 Ao0a-GFLG-OTS
Ac-GFYA-OTS Cf-GFYA-OTS Aoa-GFYA-OTS
Ac-0T10 Cf-0T10 A0a-0T10
Ac-GFLG-OT10 Cf-GFLG-0T10 Ao0a-GFLG-0T10
Ac-GFYA-OT10 Cf-GFYA-OT10 Aoa-GFYA-OT10

Obrdzek 33 - Schéma pipravy peptidovych nosici (Horvdth et al.) [157]
V ramci studie bylo pfipraveno osmnact novych ASA-konjugatii. Slouceniny
ASA 1 a2 byly k peptidim pfipojeny prostiednictvim oximové vazby (Obr. 34). Tato
reakce jiz probihala v kapalné fazi po uvolnéni peptidu z pevné faze (Obr. 33, krok 7)
v mirng kyselém prostiedi. Slou¢enina ASA 3 byla ptipojena k peptidovému fetézci jesté
na pevné fazi (Obr. 34) zplGsobem obdobnym jako pfi pfipojovani aminokyselin

(Obr. 33, krok 3).
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Obrazek 34 - Syntéza konjugatd [157]

Prokazali jsme, ze in vitro extracelularni antimykobakteridlni aktivita ASA
derivath proti Mtb. H3z7Rv byla v peptidovych konjugatech zachovana. Samostatné
derivaty ASA nebyly u¢inné na intracelularni infekci, ale konjugaty ASA-peptid byly
aktivni proti intracelularnim bakteriim. Byla rovnéz hodnocena intraceluldrni distribuce
peptidovych nosi¢li a bylo zjisténo, Ze peptidy se internalizuji hlavné v cytosolu,
a to v zavislosti na koncentraci. Selektivita slou¢enin ASA 1 vyslednych konjugatii byla
hodnocena na buitkdch MonoMac6 pomoci MTT (kolorimetricky test pro hodnoceni
bunééné metabolické aktivity). Bylo zjisténo, Ze 1Cso pro bunéénou linii MonoMac6 jsou
prafezove podstatné vyssi (nékdy az 33x) nez MIC pro Mth. H37Rv. Jedinou vyjimku
tvofi nekonjugovana sloucenina ASAI1, kterd méla vySsi inhibi¢ni aktivitu vici
MonoMac6, tato toxicita byla ovSem podstatné redukovana konjugaci s peptidy, coz
sveéd¢i ve prospéch cilenéjsi distribuce konjugati a tim =zvySeni selektivity.
NejvyraznéjSim piikladem je konjugat ASA2-Aoa-OTS5, ktery je vysoce selektivni
pfi zachovani velmi dobré inhibi¢ni aktivity v porovnani s parentni slou¢eninou ASA2.
Uceleny pohled na antimykobakteridlni aktivitu ASA derivath a jejich peptidovych
konjugath zprostredkovava Tab. 7. [157]
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Tabulka 7 — Extraceluldrni antimykobakteridlni aktivita ASA a jejich konjugdtd [157]

Kéd slouceniny MIC Mtb. H37Rv [pnM]
ASA2-A0a-OT5 5,6
ASA1-A0a-OT5 22,0

ASA3-0T5 27,2
ASA2-A0a-GFLG-OT5 15,7
ASA1-A0a-GFLG-OT5 31,1

ASA3-GFLG-OTS5S 18,0
ASA2-A0a-GFYA-OT5 11,2
ASA1-A0a-GFYA-OT5 445
ASA3-GFYA-OT5 34,1
ASA2-A0a-0OT10 14,2
ASA1-A0a-OT10 84,3
ASA3-0OT10 16,0
ASA2-A0a-GFLG-OT10 11,2
ASA1-A0a-GFLG-0T10 59,3
ASA3-GFLG-OT10 37,0

ASA2-A0a-GFYA-OT10 8,1
ASA1-A0a-GFYA-OT10 62,2
ASA3-GFYA-OT10 47,5
ASA1 121,8

ASA2 1,6

ASA3 4.4

Jak jiz bylo zminéno v Givodu, Mtb. je intracelularni patogen a pro nase ucely je
nezbytné stanovit intracelularni aktivitu ptipravenych peptidovych konjugat. Jako
model Mtb. infikovaného makrofdgu pro stanoveni in vitro aktivity predmétnych
sloucenin byla zvolena bunécné linie MonoMac6 infikovand Mtb Hz7Rv (protoze ma
pravdépodobné stejné fenotypové a funkéni charakteristiky jako zralé monocyty, buiiky
jsou fagocytarni a exprimuji receptor CR3, ktery je dulezity pro vstup Mtb. do bunky).
[157,176]

Vysledky potvrzuji, ze samotné slou¢eniny ASA maji jen zanedbatelnou nebo
zadnou intracelularni aktivitu, tzn. nebyl pozorovan zadny rozdil oproti kontrole (avSak
vuci samotnym Mtb. kulturdm in vitro vykazuji ASA velmi dobrou inhibi¢ni aktivitu,
Tab. 7). Bylo prokazéno, Ze peptidové konjugaty ASA inhibuji rlst intracelularnich
bakterii zplisobem zavislym na koncentraci (patrné diky zvySené mife bunééného
vychytdvani ve srovnani s volnymi slouceninami). Pro spolehlivy intracelularné
baktericidni u¢inek ovSem neni diillezité pouze bunécné vychytavani celého peptidu, ale
zejména rychlost uvoliovani samotného potencidlniho 1é¢iva (ASA) z peptidu. Byla

pozorovana jasnd souvislost mezi aktivitou ASA-konjugéatli a jejich intracelularni
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degradaci (a tim uvolnéni 1éCiva z nosice). Profil degradace konjugati v lysozomalnim
homogenatu jater potkana byl analyzovdn pomoci HPLC-MS. Nebyla pozorovana
degradace amidové nebo oximové vazby, kterou byly malé molekuly pfipojeny,
a nejmensi fragmenty obsahujici uCinnou latka ASA byly slouceniny tvofené ASA a prvni
N-termindlni aminokyselinou (ASA1-Aoa-Gly-OH, ASA1-Aoa-Thr-OH, ASA2-Aoa-
Gly-OH, ASA2-Aoa-Thr-OH, ASA3-Gly-OH a ASA3-Thr-OH). Byl také potvrzen
predpoklad, ze konjugaty obsahujici Stépitelny linker (GFLG, GFYA) jsou Stépeny
rychleji a ve vétsi mife ve srovnani s konjugaty OTS a OT10 bez linkeru (konjugaty
s linkerem a bez linkeru maji podobné vzorce degradace, avsak li§i se pravé v jeji

rychlosti).
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8 Zaver

Hlavnim cilem prace byla pfiprava a hodnoceni novych antimykobakterialné
ucinnych molekul. Na zaklad¢ znamého isoniazidového scaffoldu byly navrzeny rozsahlé
sériec  “me-too“ analog, zejména funkcnich derivati kyseliny (E)-2-(2-
isonikotinoylhydrazinyliden)propanové 2. Byla ziskana a hodnocena tada sloucenin
s vyrazn¢ lepsimi farmakochemickymi vlastnostmi, napft. se zvysSenou lipofilitou, ktera je

dilezita pro pasivni difizi obtizné piekonatelnou mykobakteridlni bunécnou sténou.

Byla pfipravena fada funk¢nich derivati predlohové kyseliny (pfedevsim amidy
a estery). Tyto slouceniny byly testovany na aktivitu proti Mzb. H37Rv, netuberkuléznim
mykobakteriim a také MDR-TBC. N¢které slouceniny vykazovaly vynikajici aktivitu
nejen proti Mtb. (MIC od <0,03 uM), ale také proti M. kansasii (MIC od 0,25 puM)
a M. avium (MIC od 32 uM). Nejlepsi hodnoty MIC proti MDR-TBC byly od 8 uM. Bylo
experimentalné potvrzeno, ze zkoumané slouceniny inhibuji mykobakteridlni InhA
a zaroven nevykazuji zadnou cytotoxickou a cytostatickou aktivitu vi¢i HepG2.
U nékterych sloucenin je mozné diskutovat doplitkovy mechanismus tc¢inku, toto bude

ovsem piedmétem budouciho zkoumani.

Spojenim INH s lipofilnimi fragmenty pies pyruvatovy mustek se podafilo
pfipravit slouceniny, které jsou ucinn&j$i vici vSem testovanym mykobakteridlnim
kmeniim, coz je pravdépodobné zplisobeno schopnosti 1épe pronikat pres bunétné
membrany mykobakterii, ve srovnani s INH. Obecné plati, Ze pfipravené slouceniny
priufezové napfic zminénymi publikacemi disponuji zlepSenymi antimikrobidlnimi
vlastnostmi v porovnani s plvodnim isoniazidem, rovnéZ maji vyznamné zlepSeny

farmakologicko-toxikologicky profil.

Pro nejslibné;si slou€eniny odvozené od INH byl rovnézZ proveden in silico drug-
likeness screening u slou€enin s nejslibnéjsi aktivitou s velmi dobrymi vysledky (Ghose
a Lipinski) a zadna z ptedkladanych sloucenin nebyla identifikovéana jako tzv. pan-assay

interference compound.

Ctvrtd publikace se tematicky ponékud odchyluje od syntézy inhibitord InhA.
Vramci této studie byly navrzeny a pfipraveny peptidové nosi¢e pro potencialni
antituberkulotika odvozena od kyseliny p-aminosalicylové, jejichz peptidové konjugaty
dokazou cilit také na intracelularni formy mykobakterii. Bylo kromé¢ jiného prokazano,

ze tyto konjugaty mohou zasadnim zplisobem fesit toxicitu ptivodnich derivati ASA,
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avSak pii zachovani ptivodni antimikrobni aktivity. Konjugaty jsou tedy rovnéz velmi
selektivni a kone¢né i1 velmi efektivni v eliminaci intraceluldrnich mykobakterii, aniz by
poskodily buiiku samotnou. Tento terapeuticky pfistup, do praxe dosud neaplikovany,
muze v budoucnosti pfedstavovat milnik v terapii TBC, uz jen z hlediska jisté Setrnosti
arespektu vicéi oslabenému organismu pacienta (nizsi toxicita a specifictéjsi cileni),
nemluvé o jeho prokazané in vitro efektivité. Takovy komplexni pfistup kombinujici
poznatky biologické, biochemické a farmakologické muze oteviit cestu mnoha
potencialnim antituberkulotikiim s vynikajici aktivitou, ktera se nyni nachazeji mimo
stted z&jmu, napt. kvili Spatné rozpustnosti, vys$si toxicité, nespecifické distribuci

a dal$im jinym obtiznostem.

V ramci prace se tak podafilo celkové identifikovat fadu nadéjnych sloucenin.
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