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2  Seznam použitých zkratek 

TBC   Tuberkulóza 

DR-TBC Drug-resistant tuberculosis, tuberkulóza rezistentní alespoň 

na jedno léčivo první volby 

MDR-TBC Multi-drug resistant tuberculosis, tuberkulóza rezistentní na 

více léčiv první volby 

XDR-TBC Extensively-drug resistant tuberculosis, tuberkulóza 

rezistentní na více léčiv první a druhé volby a na fluorchinolony 

HIV Human immunodeficiency virus, virus způsobující ztrátu imunity u 

lidí 

MIC Minimum inhibitory concentration, minimální inhibiční 

koncentrace 

IC50 Half maximal inhibitory concentration, koncentrace inhibující 

cílovou strukturu z 50 % 

EC95 95 % effective concentration, koncentrace látky účinkující na 95 % 

cílových struktur 

EC99 99 % effective concentration, koncentrace látky účinkující na 99 % 

cílových struktur 

WHO World health organisation, Světová zdravotnická organizace 

IUATLD International union against tuberculosis and lung disease, 

mezinárodní unie proti tuberkulóze a plicním onemocněním 

BCG   Bacilus Calmette Guérin 

TAACF Tuberculosis antimicrobial acquisition and coordinating 

facility, sluţba pro koordinaci a antimikrobiální testování antituberkulotik 

NIAID National institute of allergy and infectious diseases, Národní 

institut alergií a infekčních onemocnění 

NIH   National institute of health, Národní institut zdraví 

ATP   adenosintrifosfát 

NADH   nikotinamidadenindinukleotid 

FaF UK   Farmaceutická fakulta Univerzity Karlovy 

KFCHKL   Katedra farmaceutické chemie a kontroly 

léčiv 
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KAOCH   Katedra anorganické a organické chemie 

FT-IR Fourier-transformed infrared spectroscopy, spektroskopie 

v infračervené oblasti, transormovaná dle Fouriera 

NMR Nuclear magnetic resonance, nukleární magnetická rezonance 

MS   Mass spectrometry, hmotnostní spektrometrie 

HPLC High pressure liquid chromatoghraphy, vysokotlaká kapalinová 

chromatografie 

log P   logaritmus rozdělovacího koeficientu 

NO   oxid dusnatý 
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3 Formulace problematiky 

3.1 Tuberkulóza 

Tuberkulóza (TBC) je infekční onemocnění, které je lidstvu známo jiţ 

dlouhá tisíciletí. Jednoznačně předchází první psané slovo a velmi pravděpodobně 

doprovází člověka od samotného počátku vyčlenění druhu Homo sapiens sapiens. 

Nicméně nejstarší fosilní nálezy lidí s prokazatelnou infekcí tuberkulózou jsou 

staré zhruba 9 000 let
1
.  

Toto onemocnění je způsobeno organismy zvanými mykobaktéria, 

především druhem Mycobacterium tuberculosis, jehoţ objevitelem je Robert 

Koch (odtud Kochův bacil). Koch svým objevem způsobil zvrat v léčbě TBC a 

zahájil éru kauzální léčby této infekce. I přes to, ţe u počátku rozvoje 

farmaceutické chemie, přesněji systematického hledání chemických léčiv, stojí 

látky, které se uplatňovaly při léčbě infekčních onemocnění
2
 (např. Prontosil), 

dodnes je terapie této nemoci komplikovaná, zdlouhavá a ne vţdy úspěšná. 

3.1.1 Patologie onemocnění 

Nejčastější příčinou onemocnění tuberkulózou je infekce bakterií zvanou 

Mycobacterium tuberculosis. Mykobaktérium je tenký, lehce zahnutý obligatorně 

aerobní bacil, který má buněčnou stěnu tvořenou vysokým podílem lipidů a díky 

tomu je rezistentní vůči klasickému Grammovu barvení. Tyto bacily jsou 

barvitelné fuchsinem, od kterého se velmi těţko odbarvují např. i kyselým 

alkoholem, odtud pochází název „acid-fast“ bacily, které je moţno celkem lehce 

identifikovat ze sputa nemocného. 

Mnohem méně často se setkáváme s tuberkulózou způsobenou jiným 

druhem z rodu Mycobacterium, jeko je třeba M. bovis, M. avium, M. kansasii 

nebo M. smegmatis. K přenosu onemocnění dochází nejčastěji vzduchem, kterým 

jsou přenášeny částice zvané kapénky. Ty se obvykle uvolňují do okolí kašlem, 

mluvením nebo např. zpěvem nemocného postiţeného plicní nabo laryngeální 

formou TBC. Ţivotaschopné zárodky vydrţí poletovat vzduchem celkem dlouho 

dobu, a tak můţe dojít k jejich rozšíření např. po celém objektu. 

K nákaze dochází nejčastěji tak, ţe jedinec vdechne kapénku nesoucí 

mykobaktéria. Ta se zachytí v plicích, nejčastěji ve středním nebo spodním 
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plicním laloku, kde dojde k jejich fagocytóze makrofágem. V tomto momentě se 

rozhoduje o budoucí nemoci nebo zdraví. Je známo, ţe rezistence vůči ataku 

mykobaktéria je dána geneticky a o výsledku vţdy rozhoduje poměr mezi 

schopností makrofága bacil zabít a virulencí bacilu. V  případě ţe je infekt 

dostatečně virulentní se začnou bacily v makrofágu mnoţit a kdyţ je jich 

makrofág plný, dojde k jeho smrti rupturou, ze které se vyplaví generace potomků 

prvotního infekta. V této periodě mohutného nárůstu počtu bacilů dojde k jejich 

roznesení krevním a lymfatickým řečištěm téměř do všech tkání. Tento 

logaritmický nárůst počtu bacilů končí obvykle po 2-10ti týdnech, kdy dojde ke 

vzniku buněčné imunity a přecitlivělosti organismu na bacily. Tím dojde 

k zatavení nárůstu jejich počtu a postupnému vyléčení lézí.  

Bohuţel, část bacilů velmi často přeţije, v organismu se zamaskuje a 

zůstává ţivotaschopná po mnoho let. Této formě se říká tzv. latentní TBC. U 

jedinců s nedostatečně vyvinutou imunitou dojde do 12 měsíců po prvotní infekci 

k reinfekci, která se zve post-primární infekce. Jedná se často o lidi HIV pozitivní, 

lidi s nedobře vyvinutou funkcí T-lymfocytů nebo makrofágů či o lidi závislé na 

alkoholu nebo jiných drogách. 

Post-primární infekce se můţe projevit kdekoliv v těle, nejčastěji tomu 

však je v horních plicních lalocích. Vysvětlením, proč právě zde, je vyšší tenze 

kyslíku a relativně horší lymfatické zásobení této části plic. Post-primární forma 

infekce je téměř vţdy spojena s jistou destrukcí tkáně. Na rozdíl od imunitní 

reakce makrofágů na primární infekci je následná hypersenzitivní reakce při 

vzniku post-primární infekce spojena s tvorbou nekrotické tkáně. Dochází ke 

vzniku nekrotických kavit, které organismus léčí resorpcí ztekutělého obsahu 

doprovázeném depozicí kolagenu. Kalcifikace těchto lézí se objevuje celkem 

často, ale v ţádném případě neznamená sterilitu tkáně. Těmto útvarům se říká 

tuberkuly (uzlíky), od jejichţ výskytu je odvozeno pojmenování celého 

onemocnění. 

Výše popsaná plicní forma TBC můţe přejít v jiné formy jako jsou 

tracheobronchiální, pleurální, maningeální, gastrourinární a další. Nicméně ve 

srovnání s plicní TBC činí součet výskytu všech ostatních forem cca 20 %. 

Klinický obraz pacientů s TBC je často velmi nespecifický a asi v 5 % 

případů probíhá onemocnění asymptomaticky. Mezi nejčastější příznaky patří 
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mírně zvýšená teplota, anorexie, únava a úbytek váhy. Tyto symptomy mohou 

přetrvávat po měsíce. Ve fázi vzniku přecitlivělosti se můţe objevovat celkové 

zarudnutí. Nejčastějším příznakem je pak kašel, který můţe být zprvu 

neproduktivní, s přibývajícím časem pak produktivní s moţným výskytem krvavě 

zbarveného sputa. 

Nejkomplikovanější je diagnóza u dětí a starších pacientů (>65 let), u 

kterých se klasické výše popsané klinické příznaky vyskytují v menším procentu. 

Obecně platí, ţe klinický obraz nemocného je v úzké souvislosti s jeho kondicí a 

stavem imunitního systému a lze říci, ţe je velice proměnlivý
3
. 

3.1.2 Epidemiologická fakta o tuberkulóze 

Z celosvětové populace je asi třetina lidí hostitelem mykobaktéria. U 

většiny nositelů se onemocnění za celý ţivot neprojeví, během ţivota onemocní 

pouze asi jeden z deseti hostitelů, ale pokud onemocní, pak jsou čtyři z deseti 

nakaţených léčeni nedostatečně
4
. TBC se většinou projevuje u lidí 

v produktivním věku, kteří ţijí především v rozvojových zemích nebo zemích 

třetího světa. V roce 2006 zemřelo 1 700 000 lidí na TBC, z toho bylo 231 000 

koinfikováno HIV. Dále bylo v roce 2006 diagnostikováno 9 600 000 nových 

případů TBC, z čehoţ bylo 709 000 případů koinfekce HIV. I kdyţ byl největší 

nárůst nových případů zaznamenán v letech 2003 a 2004, počet mrtvých stále 

díky nárůstu počtu obyvatel naší planety roste. V posledních letech byl 

zaznamenán pokles nebo stagnace nových případů ve všech regionech
5
. 

Koincidence TBC a HIV je velkým epidemiologickým problémem, TBC 

je největší zabiják lidí s HIV. Především subsaharská Afrika, kde ţije 0,7 % 

světové populace, představuje se svými 28 % největší rezervoár lidí se zmíněnou 

koincidencí TBC a HIV
6
. 

Velkým problémem se v posledních letech stává téţ tzv. MDR-TBC
7
, coţ 

je forma infekce, která neodpovídá na léčbu léčivy první volby a po jejich pouţití 

nedojde k vyléčení. Z celkového počtu diagnostikovaných onemocnění 

představuje takováto forma TBC 5 % ze všech případů. Hrozí reálné nebezpečí, ţe 

pokud se nedostane tato forma TBC pod kontrolu, bude velmi brzy široce 

rozšířena. Kaţdý rok se objeví zhruba 490 000 nových případů MDR-TBC, které 

způsobí asi 130 000 případů úmrtí. Nejvyšší incidence MDR-TBC je kaţdoročně 
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oznamována z některých regionů bývalého Sovětského svazu a z Číny, kde 

představuje 22 % všech nově diagnostikovaných případů TBC
8
. 

V první dekádě tohoto století byl zjištěn výskyt tzv. XDR-TBC, coţ je 

forma onemocnění, která neodpovídá ani na léčbu látkami druhé volby a je 

v současné době téměř neléčitelná
9
. V jihoafrickém regionu bylo zjištěno, ţe 52 

z 53 lidí infikovaných touto formou TBC a zároveň HIV zemře do tří týdnů. 

Nejvíce případů XDR-TBC se vyskytuje téţ v bývalém Sovětském svazu a 

v Číně, kde je kaţdý desátý případ diagnostikované MDR-TBC zařazen jako 

XDR-TBC. Celosvětově se objevuje 40 000 nových případů XDR-TBC ročně a 

nález této formy onemocnění oznámilo do března 2008 více neţ 45 zemí z celého 

světa, včetně České republiky
10

. 

3.1.3 Legislativní ustanovení o tuberkulóze, jejím sledování, 

kontrole, léčbě a podpoře výzkumu a vývoje nových 

léčiv 

TBC, jakoţto jedno z celosvětově nejvíce problematických onemocnění, je 

jedním z hlavních témat politiky WHO. Na základě dokumentů této organizace 

jsou země, které jsou jejími členy nuceny implementovat standardy léčby a musí 

přesně sledovat výskyt jednotlivých forem této nemoci. V 90. letech minulého 

století byla v souvislosti s alarmujícím nárůstem počtu diagnostikovaných 

onemocnění vypracována strategie DOTS (Directly Observed Treatment Short-

course)
11

. Do roku 2006 přijalo a implementovalo tuto strategii 184 zemí, coţ 

představuje 99 % všech nových oznámených případů a pokrývá 93 % světové 

populace
4
. Ne ve všech zemích jsou však ideální podmínky pro provádění DOTS 

strategie. V celkem 90ti zemích, ve kterých se objeví 93 % ze všech nových 

případů chybí cca 1 000 000 000 USD pro rozvoj a kvalitní naplňování tohoto 

přístupu k terapii. DOTS strategie zahrnuje a) politický souhlas s udrţováním 

nebo zvyšováním financování programů pro boj s TBC, b) kvalitní detekci nových 

případů validovanými mikrobiologickými postupy, c) standardizovanou léčbu 

s dozorem a podporou compliance pacienta, d) efektivní zásobování léky a e) 

kvalitní monitorovací a vyhodnocovací metodiku, která má slouţit jako podklad 

pro adaptaci léčebných metodik na základě vyhodnocených dat. 
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V roce 2000 vytvořila WHO společně se Světovou bankou na základě 

neuspokojivých epidemiologických dat program s názvem STOP TB 

partnership
12

, který má za úkol sjednotit postup členských zemí, alokovat dostatek 

finančních prostředků pro zvládnutí hrozící epidemie tuberkulózy a pomoci 

v nejhůře postiţených oblastech. 

Na poli výzkumu tuberkulózy a vývoje nových léčebných postupů se 

relativně dlouhou dobu nic nedělo – v podstatě celou druhou polovinu 20. 

století
13

. V roce 2001 byly oficiálně formulovány dva hlavní důvody tohoto stavu. 

Za prvé byla dlouhou dobu vědecká komunita přesvědčena, ţe není potřeba 

vývoje nových léčiv a terapeutických postupů, za druhé se k této problematice 

stavěly farmaceutické firmy tak, ţe vývoj léčiv, které by měly nový mechanismus 

účinku je velmi drahý a návratnost takových investic je nejistá
13

. Proto byla 

ustanovena nezisková organizace Global Aliance for TB Drug development jiţ 

vdechla ţivot The Rockefeller Foundation. Tato organizace je postavena na 

propojení veřejných a soukromých zdrojů a vytkla si za cíl zrychlení objevů a 

vývoje nových léčiv proti TBC s podmínkou cost-effectivness
14

. Základní formou 

podpory je poskytování grantů jednotlivým nadějným projektům či 

spolufinancování velmi nákladných klinických studií nových struktur s cílem 

dostat tyto, za splnění všech poţadavků na kvalitu, bezpečnost a účinnost, v co 

nejkratší době do rozšířeného klinického uţití. 

Navíc v souvislosti s nárůstem výskytu MDR-TBC a XDR-TBC byla 

definována akutní potřeba vývoje nových léčiv s novými mechanizmy účinku. 

Proto byly vytvořeny grantové programy organizované vládami bohatých zemí, 

WHO i filantropickými spolky, kterými jsou rozdělovány finanční prostředky pro 

podporu výzkumu a vývoje orientovaného na léčbu tuberkulózy. Do těchto 

programů se zapojily i velké farmaceutické firmy (Pfizer, Sanofi-Aventis, Bristol-

Meyers Squibb, Johnson & Johnson a další). 

Tato strategie se jiţ po krátké době osvědčila a přinesla jednak velmi 

detailní popis mycobaktéria a jednak nová léčiva s novým mechanizmem účinku, 

která se jiţ dostala do finálních fází klinického vývoje
15

. 

3.1.4 Mycobacterium tuberculosis 

Hlavním patogenem, který má na svědomí nákazu TBC je Mycobacterium 

tuberculosis. S. T. Cole a kol. publikovali v roce 1998 přelomovou práci
16

, která 
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kromě rozluštění kompletní genetické sekvence kmenu Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv, infektu s lidskou virulencí poprvé izolovaného v roce 1905, 

popsala na základě rozluštění funkce mnoha genů fyziologické procesy tohoto 

organismu a téţ mechanismy probíhající při ovlivnění mykobaktéria léčivy. Tento 

poznatek je příslibem znalostmi podepřeného racionálního vývoje nových 

léčebných postupů vedoucích ke kontrole TBC, bakteriální infekce, která dodnes 

způsobuje největší počet úmrtí ze všech bakteriálních infekcí. Dobrá znalost 

fyziologie bacilu uţ dnes přispívá k poznání mechanismu účinku jiţ známých 

antimykobakteriálních látek a téţ k popisu vzniku rezistence na ně, coţ můţe do 

budoucna znamenat podstatné zrychlení a zlepšení účinnosti léčby i 

komplikovaných případů. 

Nejcharakterističtějšími znaky mykobaktérií je pomalý růst (v in vitro 

prostředí i v in vivo zvířecích modelech je generační doba ~24 hodin), schopnost 

dormance, komplexní „buněčná schránka“, intracelulární patogeneze a genetická 

homogenita
17

. Všechny tyto znaky přispívají k chronickému charakteru TBC 

infekce, kdy je ve stavu dormance, která je pravděpodobně geneticky kódována, 

zřejmě souvisí se vznikem buněčné imunity hostitele a pravděpodobně způsobuje 

ukončení metabolické aktivity mykobakteria, schopen tento bacil přeţít v hostiteli 

po desítky let a během stárnutí nebo sníţení jeho imunity se reaktivovat. 

Zmíněná buněčná schránka obsahuje vedle peptidoglykanu velké mnoţství 

neobvyklých mastných kyselin, glykolipidů a polysacharidů. Díky v přírodě 

neobvyklým syntetickým cestám jsou syntetizovány látky jako mykolové 

kyseliny, mykolocerosová kyselina, fenolthiocerol, lipoarabinomannan nebo 

arabinogalaktan. 

Díky přečtení kompletní genové sekvence mykobaktéria je jasné, ţe se 

jedná o zcela unikátní organismus, který se svými aspekty v mnohém liší od 

ostatních bakterií a leckdy lze najít v jeho genové výbavě spojitosti 

s eukaryontními organizmy i houbami. Enzymatická výbava mykobaktéria 

umoţňuje tomuto organismu syntézu všech esenciálních aminokyselin, vitamínů a 

dalších potřebných enzymových kofaktorů. Jeho genom kóduje velké mnoţství 

oxidoreduktas, oxidas i dehydrogenas včetně oxygenas obsahujících CYP450, 

nebo hemoglobinu podobné struktury. 
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Zcela signifikantní je schopnost bacilu přizpůsobit se širokému spektru 

okolních podmínek, ve kterých musí například soutěţit o přísun kyslíku v plicích, 

ale také čelit mikroaerobním aţ anaerobním podmínkám v centru granulózní 

tkáně
18

. 

Geneticky je téţ kódovaná přirozená rezistence mykobaktéria vůči mnoha 

antibakteriálním léčivům. Za tuto rezistenci zodpovídá v první řadě silně lipofilní 

buněčná stěna organismu, ovšem v geonomu lze nalézt např. -laktamasy, 

aminoglykosid acetyl transferasy, i řadu proteinů zodpovědných za účinný eflux 

léčiv
19

. 

Výše zmíněný metabolizmus lipidů je zcela unikátní. Jen velmi málo 

jiných organismů produkuje tak pestré spektrum lipidů jako je právě 

mykobaktérium
17

. Jde o spektrum sahající od relativně jednoduchých látek jako je 

palmitát nebo tuberkulostearát, přes izoprenoidy aţ po velmi lipofilní a sloţité 

struktury jako např. mykolová kyselina nebo fenolfthioceroly, kterými jsou 

esterifikovány mukocerosové kyseliny, jeţ tvoří skelet pro připojení mykosidů. 

Analýza genomu bacilů kultivovaných in vitro značí, ţe mykobaktéria jsou 

zaměřená spíše lipolyticky neţli lipogenně. Toto zjištění můţe souviset s faktem, 

ţe prostředí savčího organismu poskytuje velké mnoţství i variabilitu lipidů. 

Z pohledu syntézy lipidů lze říci, ţe jsou v mykobaktériích přítomny 

minimálně dva typy enzymů. Jedná se o FAS-1, který zabezpečuje syntézu 

kratších esterů mastných kyselin s koenzymem A z acetylkoenzymu A jako 

substrátu
17

, a FAS-2, který se stará o elongaci kyselin vázaných na ACP v rozsahu 

od 24 do 56 uhlíků
20

. Na tyto hlavní dva enzymy navazuje kaskáda reduktas, které 

se starají o zabezpečení syntézy unikátních mastných kyselin specifických právě 

pro mykobaktéria. 

Z pohledu imunologie a patogenity těchto organizmů bylo zjištěno, ţe 

vakcinace lidské populace musí zůstat předním cílem obecného snaţení, jelikoţ 

byly detekovány povrchové imunogenní peptidy, jejichţ výroba a aplikace můţe 

zajistit vyšší účinnost neţli je BCG vakcinace. Co se týče mechanismu virulence 

mykobaktérií, přestoţe je znám celý genom tohoto organizmu, bylo detekováno 

velmi málo struktur způsobujících jeho virulenci. Detailně byly popsány pouze 3 

mechanismy tohoto procesu, jedná se o přítomnost katalasy-peroxidasy, jeţ chrání 

mykobaktérium od reaktivních forem kyslíku, dále pak faktor způsobující 
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kolonizaci mikrofágů a gen kódující faktor sigma
21

, jehoţ mutace způsobuje 

ztrátu virulence. Genetický základ virulence je však velmi komplexní a dodnes je 

v něm řada otázek a témat k dalšímu studiu
22

. Dalším velmi podstatným faktorem 

virulence je syntéza buněčné stěny, nicméně v tomto případě se jedná o nesmírně 

komplexní proces, ve kterém jsou sice identifikované geny zodpovědné za její 

syntézu, nicméně regulatorní geny, jejichţ vyřazení by způsobilo poruchu její 

syntézy, jsou popsány zatím nedostatečně
23

. Na závěr je nutno podotknout, ţe 

popis genomu je nezbytný pro racionální vývoj nových způsobů léčby zaloţených 

na kvalitní bioinformatice
24

. 

3.2 Současná farmakoterapie tuberkulózy 

TBC je v současnosti jedním z onemocnění, které jsou bedlivě sledovány 

WHO jako globální hrozby, tím pádem i jednotlivými národními orgány, které 

mají na starost dohled nad zdravím obyvatelstva. Bylo publikováno mnoho 

guidelines, které obsahují standardní terapeutické algoritmy pro správnou léčbu 

tohoto onemocnění. V současné době je nejcitovanější guideline publikovaný 

American Thoracic Society s názvem Treatment of Tuberculosis
25

. 

Tento guideline je pouţitelný v zemích, kde je dobře rozvinutá zdravotní 

péče. V zemích kde tomu tak není, je potřeba následovat doporučení vydaná 

WHO
26

 a IUATLD
27

, která řeší principy terapie TBC v nepříznivých podmínkách. 

Obecně lze léčbu TBC rozdělit na léčbu TBC citlivou na léčiva první 

volby, léčbu DR-TBC nebo MDR-TBC (citlivou na léčiva druhé volby a 

rezistentní na alespoň jedno - DR-TBC - nebo více - MDR-TBC - léčiv první 

volby) a léčbu XDR-TBC (rezistentní na izoniazid, rifampicin, alespoň jeden 

fluorochinolon a jedno injekční léčivo druhé volby)
10

. Dále lze kaţdou z těchto 

terapií dělit na léčbu HIV negativních a HIV pozitivních pacientů, která se u TBC 

citlivé na prvoliniová léčiva výrazně neliší. Jinak je tomu u rezistentních forem 

infekce, kdy můţe být tato kombinace infekcí doslova smrtícím koktejlem
28

. 

Speciální pozornost si pak ţádá léčba netypické TBC, tzv. extrapulmonární TBC, 

léčba pacientů s renální nebo hepatální insuficiencí a léčbu dětí nebo gravidních 

ţen
9
. 
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3.2.1 Rozdělení používaných léčiv 

Předem je nutno říci, ţe v souvislosti s prudkým nárůstem incidence DR-

TBC je empiricky pouţíváno velké mnoţství léčiv, u kterých je naděje, ţe budou 

mít alespoň statickou, lépe pak cidní aktivitu. Výčet všech látek publikovaných 

pro terapii komplikovaných případů rezistentní TBC přesahuje rámec této práce. 

Vybrány byly látky, které jsou uváděny v terapeutických guidelinech 

nadnárodních regulatorních úřadů, především WHO a IUATLD. 

Celé spektrum antimykobakteriálních látek lze podle těchto guidelines 

rozdělit takto, v dalším textu pak bude děleno dle mechanizmu účinku 

doprovázeno dělením dle chemické struktury. 

Skupina 

léčiv 
Léčivo 

Lékov

á forma 
Obchodní název 

První 

volba perorální 
izoniazid tablety 

Cotinazin
®
 

(Pfizer); Hycozid
®

 

(Takeda)
29

 

 rifampicin tablety 

Abrifam
®
 

(Abbott); Rifaldin
®

 

(Aventis)
30

 

 etambutol tablety 
Dadibutol

®
, 

Etibi
®
, Tibutol

®31
 

 
pyrazina

mid 
tablety 

Piraldina
®
 

(Bracco); Zinamide
®

 

(Merck & Co.)
32

 

 rifabutin tablety 

Ansamycin
®
, 

Alfacid
®

, Ansatipin
®

, 

Ansatipine
®33

 

Druhá 

volba injekční 

kanamyci

n 

i.v. 

nebo i.m. 

injekce 

Aminodeoxykana

mycin
®
, Bekanamycin

®34
 

 amikacin 

i.v. 

nebo i.m 

injekce 

Sulfate-

Amyglide-V
®
, Biklin

®
, 

Pierami
®35
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kapreomy

cin 

i.v. 

nebo i.m. 

injekce 

Capastat
®
, 

Ogostal
®36

 

 
streptomy

cin 

i.v. 

nebo i.m. 

injekce 

Sesquisulfate-

AgriStrep
®
 (Merck & 

Co.); 
37
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Druhá 

volba perorální 

ethionami

d 
tablety 

Trecator
®
 

(Wyeth); Iridocin
®

 

(Bayer)
38

 

 
prothiona

mid 
tablety Prothicid

39
 

 cykloserin tablety 
Oxamycin

®
, 

Seromycin
®40

 

 terizidon Tablety Terizidon
®
 

 

p-

aminosalicylová 

kyselina 

Tablety 

PASER
®
 

(Jacobus); Rezipas
®

 

(Bristol-Myers 

Squibb)
41

 

Fluorochin

olony 

lovofloxac

in 
tablety 

Tavanic
®
 

(Aventis); Quixin
®
 

(Santen)
42

 

 ofloxacin tablety 
Ofloxin

®
, 

Tariflox
®
 

 
moxifloxa

cin 

Tablety 

nebo i.v. 

injekce 

Actimax
®
 

(Sankyo); Actira
®

 

(Bayer),
43

 

Látky 

s nejasnou 

účinností 

klofazimin Tablety Lampren
®44

 

 linezolid 

Tablety 

nebo i.v. 

injekce 

Zyvox
®
, 

Zyvoxid
®
 (Pfizer)

45
 

 
amoxicilin 

/ klavulanát 
tablety 

Augmentin
®
, 

Amoksiklav
®

 

 
klaritromy

cin 

Tablety 

nebo 

retardované 

Macladin
®
, 

Zeclar
®46
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tablety 

 imipenem 

i.v. 

nebo i.m. 

injekce 

Tienamycin
®
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3.2.2 Inhibitory syntézy mykolové kyseliny 

Do této skupiny látek lze zařadit dvě prvoliniová antituberkulotika, 

izoniazid a pyrazinamid. Pyrazinamid má v této práci výjimečné postavení, proto 

mu budeme věnovat samostatnou kapitolu (viz kapitola 5.4). Dále sem patří 

ethionamid a prothionamid a nitroimidazoly, nová potenciální antituberkulotika 

ve fázi klinického ověřování (viz kapitola 4.1.1.3). 

3.2.2.1 Izoniazid 

O NH

N

NH2

 

Izoniazid 

Izoniazid, hydrazid izonikotinové kyseliny, byl uveden do terapie v roce 

1952
47

, coţ jej činí prvním syntetickým, klinicky pouţívaným antituberkulotikem. 

Jiţ krátce po počátku jeho administrace byly nalezeny mykobakteriální kmeny, 

které jsou vůči tomuto léčivu rezistentní
48

. Nicméně i přesto je dodnes 

nepouţívanějším léčivem v terapii TBC. Mechanismus jeho účinku byl detailně 

popsán, ve stručnosti se jedná, po aktivaci KatG katalasa-peroxidasa 

hemoproteinem (izoniazid je tudíţ proléčivem), o inhibitor InhA, NADH 

dependentní enoyl-ACP reduktasy, která je zapojena především v syntéze 

mastných kyselin s dlouhým řetězcem
49

. Tato fakta jsou potvrzena i studiem 

mechanizmů rezistence, kdy byly u rezistentních kmenů objeveny mutace 

v genech kódujících zmíněné enzymy KatG a InhA
50

. In vitro MIC se u kmenů 

citlivých na izoniazid pohybuje kolem 0,25 g.ml
-1

. Spektrum aktivity izoniazidu 

jsou bacily rodu Mycobacterium, především druhy M. tuberculosis, M. kansasii a 

M. bovis. Proti jiným mikroorganizmům toto léčivo aktivní není, důvodem je 

odlišnost mykobakteriálního metabolizmu, vysoká aktivita enzymu KatG a 

neefektivní systém efluxu léčiv. Je baktericidní u rychle rostoucích bacilů, avšak 

pouze bakteriostatické u bacilů rostoucích pomalu
29

. Vzhledem k délce trvání 

léčby TBC jsou hledány takové způsoby formulace přípravků, které umoţní 

sníţení podávaného mnoţství léčiva při současném zachování dostatečné 

účinnosti
51

. 
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3.2.2.2 Ethionamid, prothionamid 

S

N

NH2

R

R = CH2CH3 - Ethionamid

R = (CH2)2CH3 - Prothionamid 

Ethionamid a prothionamid jsou strukturní analoga, jedná se o 2-

ethyl(propyl) pyridin-4-karbothioamid
38

. Obě látky jsou perorálními léčivy druhé 

volby, opět proléčivy, které působí jako inhibitory IhnA, NADH dependentní 

enoyl-ACP reduktasy
52

, ovšem jejich aktivace probíhá jiným způsobem. 

Enzymem aktivujícím tyto léčiva je pravděpodobně flavin monooxygenasa
53

. 

Vzhledem k faktu, ţe se jedná o analoga, obě látky mají zkříţenou rezistenci
54

. 

Jejich MIC in vitro proti Mycobacterium tuberculosis H37Rv byla stanovena na 

0,25 g.ml
-1,55

. Pouţití obou léčiv jako druholiniových nabývá na významu 

s postupujícím rozšířením výskytu DR-TBC
56

. 

3.2.3 Inhibitory syntézy arabinogalaktanu a peptidoglykanu 

Do této skupiny léčiv lze zařadit léčivo první volby etambutol, dále pak 

cykloserin, amoxicilin a klofazimin. V současné době se v této skupině objevily 

nové látky ve stádiích klinických nebo preklinických studií, např SQ 109 (viz 

kapitola 4.1.1.5). 

3.2.3.1 Ethambutol 

OH
OHNH

NH

 

Etambutol 

Chemicky je etambutol N,N'-bis(1-hydroxymethylpropyl)-ethylen-diamin. 

Mechanismem účinku tohoto léčiva je inhibice arabinosyl transferas, které 

zabezpečují syntézu arabinogalaktamu a lipoarabinomannanu, ovšem přesný 

biochemický cíl tohoto léčiva není doposud přesně znám. O mechanismu účinku 

je usuzováno z genových mutací etambutol rezistentních izolátů
57

. 

Arabinogalaktan a lipoarabinomannan jsou nedílnou součástí mykobakteriální 
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buněčné stěny. In vitro MIC proti Mycobacterium tuberculosis činí 0,5 g.l
-1,55

. 

Na základě zjištěné účinnosti tohoto diaminu bylo syntetizováno a otestováno přes 

100 000 nových látek a některé z nich vykázaly srovnatelnou aktivitu jako 

etambutol, jako například deriváty piperazinu nebo homopiperazinu
58

. 

3.2.3.2 Cykloserin 

OO N
H

NH2  

Chemicky jde o analog D-alaninu, z čehoţ vyplývá i mechanismus účinku 

této látky. Cykloserin je inhibitorem alanin racemasy a D-alanin D-alanin ligasy. 

Který ze zmíněných dvou enzymů je hlavním cílem zásahu tohoto léčiva zůstává 

doposud nerozluštěno
59

. Tyto enzymy se starají o syntézu základního 

pentapeptidu obsahujícího právě D-alanin, který je nutný pro stavbu 

peptidoglykanu a tím pádem je potřeba při stavbě celé buněčné stěny
54

. In vitro 

aktivita proti Mycobacterium tuberculosis H37Rv byla stanovena na 25 g.ml
-1,55

. 

Nevýhodou cykloserinu je díky velmi blízké podobnosti s neuroexcitačními 

aminokyselinami jeho prokázaná neurotoxicita
60

. Tento problém způsobuje 

problematickou syntézu analog cykloserinu, i kdyţ publikace z poslední doby 

naznačuje jistou cestu jak tento problém obejít
61

. 

3.2.3.3 Amoxicilin a klofazimin 

S

O

OH
O

O
OH

N

NH

NH2

H

  

Cl

Cl

N

N NH

N

 

  Amoxicilin    Klofazimin 

Na konec této kapitoly mohou být zmíněny tyto dvě léčiva. V obou 

případech se jedná o látky z poslední skupiny antituberkulotik (viz kapitola 3.2.1), 
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jejichţ pouţití připadá v úvahu pouze při empirické léčbě rezistentních forem 

onemocnění. 

Ve zkratce amoxicilin, jedno z nejnovějších β-laktamových antibiotik, má 

mechanismus účinku inhibici transpeptidasy, která se stará o zesítění postranních 

peptidových řetězců při syntéze peptidoglykanů a tím inhibuje syntézu buněčné 

stěny. Ovšem antimykobakteriální aktivita tohoto léčiva je velmi slabá
62

. 

U klofaziminu a jiných riminofenazinů byla popsána aktivita především 

proti Mycobacterium leprae, od čehoţ bylo odvozeno jeho moţné pouţití jako 

antituberkulotika. Mechanismus účinku předpokládá jakési porušení funkce 

buněčné membrány, nicméně do detailu není znám
63

. V poslední době bylo 

publikováno několik variací na strukturu klofaziminu
64

 a je moţné, ţe díky 

zvýšenému zájmu o jeho strukturní analoga bude objasněn i mechanizmus jeho 

účinku
65

. 

3.2.4 Inhibitory proteosyntézy 

Do této skupiny lze zařadit velmi významná léčiva, která se uplatňují při 

terapii infekcí neodpovídajících uspokojivě na léčiva první volby. Jedná se o 

aminoglykosidová antibiotika streptomycin, kanamycin a amikacin a cyklická 

peptidová antibiotika mezi které můţeme zařadit kapreomycin a viomycin. 

Všechny zmíněné látky působí přes 30S subjednotku ribozomů. Dále můţeme do 

této skupiny zařadit klaritromycin a linezolid, které působí přes 50S podjednotku 

ribozomů.  

Stručně budou probrány jednotlivé podskupiny dělené dle chemické 

struktury. Z pohledu vývoje nových léčiv jsou ribozomy jako místo zásahu léčiva 

velmi atraktivní a proto bylo v poslední době publikováno mnoho aktivních látek, 

které mají mechanizmus účinku právě přes ovlivnění funkce těchto buněčných 

organel (viz kapitola 3.2.4.3). 



 

 - 21 - 

3.2.4.1 Aminoglykosidová antibiotika 

O O

O

O
OH

OH

OH OH

OH
OH

O

OH

N

N

NH

NH2

NH2

NH2

NH2

  

O

O

OH

O

O

OH

OH

OH

OH

OH

OH

NH2

NH2

NH2

NH2  

Streptomycin   Kanamycin 

O

O

OH

O

O

OH

OH

OH

OH

OH

O OH

OH

NH

NH2

NH2

NH2

NH2

 

Amikacin 

Mezi aminoglykosidová antibiotika pouţívaná v léčbě TBC můţeme 

zařadit streptomycin, kanamycin a amikacin. Mechanizmem jejich účinku je 

inhibice proteosyntézy vazbou na 30S podjednotku ribozomů
66

. Zajímavé je, ţe 

přestoţe se jedná o velmi hydrofilní léčiva, velmi dobře překonávají lipofilní 

bariéru mykobaktérií, kterou je jejich buněčná stěna. Tento jev je moţno vysvětlit 

tím, ţe v jejich transportu do intracelulárního prostoru hrají hlavní úlohu tzv. 

poriny
67

. Poriny jsou transportní systémy mykobaktérií, které slouţí pro transport 

hydrofilních nutrietů do buňky
68

. Tento transportní systém je pro buňky natolik 

důleţitý, ţe i u rezistentních mykobakteriálních kmenů nebyla zaznamenána jeho 

změna. V nedávné době pak byly publikovány studie popisující rentgenovou 

metodou cílové buněčné struktury kokrystalizované s účinnou látkou
69

. Takovéto 

studie mohou v budoucnu vést k vývoji stejně účinných analog aminoglykosidů. 

Jistou překáţkou pak můţe být zhoršení transportu přes poriny, díky změně 
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struktury účinné látky. Téţ díky vysoké reaktivitě můţe být značně komplikované 

připravit polysyntetická strukturní analoga. 

3.2.4.2 Peptidová antibiotika 
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Kapreomycin 

 

Mezi peptidová antibiotika pouţívaná v terapii TBC lze zařadit 

kapreomycin a viomycin. Pro tyto látky platí rámcově to samé, co bylo v předešlé 

kapitole zmíněno pro aminoglykosidy. Můţeme ještě dodat, ţe pokud se látky 

pouţívají v kombinaci s léčivy ovlivňujícími funkci buněčné stěny
70

, lze výrazně 

zvýšit jejich aktivitu, nebo dokonce zvrátit na ně vzniklou rezistenci. 
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3.2.4.3 Klaritromycin a linezolid 
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 Klaritromycin    Linezolid 

Klaritromycin je systematicky dle své struktury řazen mezi makrolidová 

antibiotika. Jeho in vitro aktivita proti mykobakteriím byla stanovena jako 

dobrá
71

, nicméně jeho aktivita in vivo se ukázala jako slabá
72

. Proto je ještě 

potřeba jeho význam a účinnost v terapii TBC prozkoumat a definitivně stanovit 

jeho zařazení v systému antituberkulotik. Jistou cestou ke zlepšení zmíněných 

negativních vlastností můţe být opět jejich podávání se synergisticky působícími 

látkami poškozujícími správnou funkci mykobakteriální buněčné stěny
73

. 

Nedávno byly publikovány nové makrolidy, které mají zvýšenou aktivitu in vitro 

a jistou šancí na další postup směrem k účinnějším látkám jsou prováděné SAR 

studie. Na zřetel je potřeba vzít opět moţné problémy s transportem látek do 

buněk i s problematickou polysyntetickou modifikací
74

. 

Linezolid je představitelem zcela nové strukturní skupiny antibakteriálních 

látek souhrnně označovaných jako oxazolidinony. V roce 2004 byl povolen 

americkou FDA k uţití v terapii rezistentních infekcí způsobených Gram 

pozitivními bakteriemi. Jsou to první zcela syntetické látky ovlivňující funkci 

ribozomů
75

. Díky očekávanému nástupu pouţití těchto látek provedlo mnoho 

firem SAR studie, ze kterých byly vybrány skutečně nadějné látky, např. 

ranbezolid, jenţ má excelentní antibakteriální spektrum a který postoupil v roce 

2004 do fáze 1 klinického ověřování
76

. Pouţití oxazolidinonů jako léčiv proti 

TBC musí být dále detailněji zkoumáno. 
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3.2.5 Léčiva ovlivňující DNA procesy 

Tato skupina léčiv je celkem rozsáhlá ve smyslu antibakteriálních látek. 

Ovšem co se týče látek antimykobakteriálních jde o několik aktivních léčiv a 

několik látek v klinických fázích ověřování. Lze sem zařadit dvě skupiny – 

ansamycinová antibiotika, ze kterých sem patří deriváty rifampicinu. Druhou 

skupinou uplatňující se více v léčbě bakteriálních infekcí jsou fluorochinolony. 

V terapii TBC hrají nedílnou úlohu při léčbě infekcí způsobených kmeny 

rezistentními na léčiva první volby. V běţné praxi jsou fluorochinolony druhé a 

třetí generace, další zástupci jsou v různých fázích klinických studií. 

3.2.5.1 Ansamyciny 
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Rifampicin 

Do této skupiny lze zařadit rifampicin, rifabutin a jejich analoga. Jedná se 

o antibiotika ze skupiny ansamycinů. Jde se o jedinou strukturní skupinu 

antibiotik ovlivňující procesy spojené s replikací DNA. Přesněji lze tyto látky 

popsat jako inhibitory -podjednotky DNA depentdentní polymerasy. I přes to ţe 

jde o jedinečnou skupinu látek, bylo zjištěno, ţe ne mnoho analog vykazuje lepší 

farmakologické vlastnosti neţli předlohový rifampicin. Strukturně optimalizační 

studie byly prováděny za cílem zlepšení jeho biologické dostupnosti. Bohuţel 

snad kromě rifampentinu a rifametanu (která jsou v současné době ve fázi 2 

klinického ověřování) nebyla nalezena struktura s vlastnostmi lepšími
77

. 

Terapeuticky se jedná o velmi významná léčiva pro terapii TBC. 
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3.2.5.2 Fluorchinolony 
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Ofloxacin 

Fluorchinolony zaujaly v posledních dvaceti letech velmi důleţitou pozici 

mezi antibakteriálními chemoterapeutiky. Tato strukturní skupina léčiv zaţívá 

bouřlivý rozvoj a hledání nových ještě účinnějších derivátů se širokým 

antibakteriálním spektrem přináší mnoho látek, jeţ jsou v současné době zařazeny 

v různých fázích klinických studií. Antibakteriální spektrum chinolonů velmi 

často zahrnuje i mykobaktéria. Ze starších jiţ registrovaných látek můţeme 

jmenovat zástupce druhé generace ofloxacin, levofloxacin (levotočivý izomer 

ofloxacinu) a ciprofloxacin. Popis mechanismu účinku je zahrnut do kapitoly 

zabývající se novými fluorchinolony v různých fázích klinického ověřování (viz 

kapitola 4.1.1.1). MIC fluorchinolonů druhé generace in vitro proti 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv nepřesahuje 1 µg.ml
-1,42

. 

3.2.6 Inhibitory dihydrofolát reduktasy 

OH

OHO

NH2  

p-aminosalicylová kyselina 

Do této skupiny léčiv lze ze všech dnes pouţívaných antituberkulotik 

zařadit p-aminosalicylovou kyselinu
78

. Pravdou je, ţe dihydrofolát reduktasa 

mykobakterií má jisté strukturní odlišnosti od humánní
79

, a proto je (alespoň 

teoretická) moţnost selektivního zásahu mykobakteriálního enzymu. Na toto téma 

jiţ bylo publikováno několik zajímavých prací, které naznačují, ţe tato cesta můţe 

být do budoucna zajímavou
80

. 

Co se týče samotné p-aminosalicylové kyseliny, její mechanismus byl 

studován mnoha skupinami, nicméně na jeho definitivní rozluštění se ještě čeká. 
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Jedna z teorií tvrdila, ţe dochází k redukci aktivity thymidylát reduktasy, a tím 

k interferenci s hladinami folátu, druhá pak, ţe p-aminosalicylová kyselina 

interferuje s metabolizmem salicylátů a následně pak dochází k poruše příjmu 

ţeleza mykobakteriální buňkou. MIC p-aminosalicylové kyseliny in vitro proti 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv nepřesahuje 1 µg.ml
-1,41

. 

3.2.7 Farmakoterapie tuberkulózy citlivé na léčiva první 

volby 

Nejprve je zapotřebí vzpomenout, ţe podstatně výhodnější strategií neţ 

léčba je v přístupu k váţným infekčním onemocněním jako TBC prevence. 

Preventivní přístup k této infekci začal jiţ počátkem 20. století, kdy 

mikrobiologové Calmette a Guérin kultivovali kmen Mycobacterium bovis, který 

ztratil svoji virulenci pro lidi, ale jistou invazivitu si zachoval. K první vakcinaci 

člověka došlo v roce 1925. Po jejím schválení Ligou národů v roce 1928 se její 

pouţití velmi rozšířilo. 

BCG vakcína je povinnou imunizací obyvatel v 64 státech a v dalších 118 

je tato vakcína doporučována. Ve smyslu kontroly incidence tuberkulózy je to 

nejlepší způsob jak ji dostat pod kontrolu, popřípadě zcela eradikovat. Vakcína je 

snadno dostupná, levná a bezpečná. 

Klinické studie na infekcích způsobených jinými kmeny neţli M. 

tuberculosis prokázaly, ţe takovéto infekce mohou způsobit vznik rezistence 

k pozdější infekci tímto kmenem. Umělá infekce BCG se rozšiřuje lymfatickým 

systémem do lymfatických uzlin, kde způsobuje infekci podobné primární infekci 

virulentními bacily. Vzniká tak buněčná rezistence, která je plně dovyvinuta 

zhruba šest týdnů po aktivní imunizaci. Mechanismus vzniku odolnosti vůči 

infekci je zaloţen na potlačení přenosu infekce krví, je způsobena aktivací T-

lymfocytů. Jde tedy nikoliv o protekci vůči nákaze, ale vůči vzniku akutní formy 

nemoci, nebo její reaktivaci. Tato aktivace působí u většiny lidí zhruba 15 let.  

Studie, zabývající se sledováním sníţení počtu výskytů jednotlivých typů 

tuberkulózy prokázaly, ţe v některých případech (především u rozptýlené formy 

zasahující více orgánů) dosahuje účinnost vakcince 80 %. Tento fakt ji řadí mezi 

nejvýznamnější přístup v kontrole tohoto onemocnění
81

. 
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Vzhledem k tomu, ţe mykobaktéria jsou velmi pomalu rostoucí 

organizmy, je potřeba začít léčbu TBC i v případě, ţe není ukončena kultivace 

sputa, ale pacient má objektivní diagnostické nálezy indikující infekci TBC. 

Velmi důleţité je rychlé stanovení citlivosti kultivovaných bakterií na jednotlivá 

léčiva, která umoţní případnou adaptaci pouţité farmakoterapie. 

3.2.7.1 Terapeutická strategie 

Běţně se ihned po vyšetření pacienta nasazuje čtyřkombinace léčiv 

(izoniazid, pyrazinamid, rifampicin, ethambutol), která se podává podle okolností 

denně, třikrát nebo dvakrát týdně po dobu dvou měsíců. 

Po ukončení počáteční dvouměsíční terapie se provede znovu 

radiografické vyšetření plic a kultivace sputa. Pokud jsou plíce bez kavit a sputum 

negativní na rychle rostoucí bacily, přechází pacient na dvojkombinaci rifampicin 

izoniazid, která se podává třikrát nebo dvakrát týdně po dobu dalších 4 měsíců. 

Pokud je po dvou měsících sputum stále pozitivní na rychle rostoucí bacily, 

pokračuje se stejnou kombinací po dobu dalších sedmi měsíců. Etambutol je 

moţno vysadit v momentě, kdy je ukončeno stanovení citlivosti bacilů na všechna 

léčiva. Pyrazinamid by se měl podávat po dobu alespoň dvou měsíců. 

Alternativou podávání rifampicinu je rifapentin, který je ovšem kontraindikován u 

HIV pozitivních pacientů. 

Pokud jsou touto formou TBC nakaţeni HIV pozitivní, léčba probíhá 

podle stejného algoritmu pouze s výše zmíněným rozdílem. 

3.2.8 Farmakoterapie tuberkulózy rezistentní na alespoň 

jedno léčivo první volby (DR-TB a MDR-TB) 

DR-TBC je definována jako infekce rezistentní na alespoň jedno léčivo 

první volby. Tato forma lze rozdělit podle druhu rezistence na zhruba 4 podtypy. 

Toto rozdělení je nutné kvůli správnému výběru následné farmakoterapie. Obecně 

lze pak říci, ţe infekce rezistentním kmenem mykobaktéria způsobí prodlouţení 

léčby aţ na dva roky, kdy selhání compliance pacienta nebo chyba terapeuta můţe 

vést ke vzniku kmenů s rozšířenou rezistencí a vývoji tzv. XDR-TBC, coţ je ţivot 

ohroţující infekce
7
. 
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3.2.8.1 Terapeutická strategie 

Prvním krokem ke správné volbě účelné farmakoterapie je zjištění 

citlivosti bacilů na jednotlivá léčiva. Tak lze rozřadit DR-TBC do čtyř podtypů a 

volit další postup: 

1/ rezistentní na izoniazid (± streptomycin, zkříţená rezistence), postupuje 

se tak, ţe se nasadí rifampicin, pyrazinamid a etambutol, ve zvláštních případech 

se můţe přidat jeden z fluorochinolonů (levofloxacin, moxifloxacin, ofloxacin). 

Léčba této formy můţe trvat minimálně 6 měsíců. 

2/ rezistentní na izoniazid a rifampin (± streptomycin, zkříţená rezistence). 

Postupuje se tak, ţe se nasadí jeden z fluorochinolonů, pyrazinamid, etambutol, a 

injekční léčivo druhé volby (kanamycin, amikacin, kapreomycin, streptomycin
9
), 

případně ještě alternativní perorální druholiniové léčivo (ethionamid, 

prothionamid, cykloserin, terizidon, p-aminosalicylová kyselina). Trvání léčby 

tohoto typu DR-TBC je 18 – 24 měsíců. 

3/ rezistentní na izoniazid, rifampicin (± streptomycin, zkříţená rezistence) 

a etambutol nebo pyrazinamid. Postupuje se tak, ţe se nasadí jeden 

z fluorochinolonů, pokud není rezistence pak buď pyrazinamid nebo etambutol, 

jedno z injekčních léčiv a dvě ze skupiny perorálních léčiv druhé volby. Trvání 

této léčby je nejčastěji 24 měsíců. 

4/ rezistentní na rifampicin. Postupuje se tak, ţe se nasadí pyrazinamid, 

izoniazid a etambutol, v případě potřeby se můţe přidat jeden z fluorochinolonů. 

Ve všech zmíněných případech je potřeba zváţit chirurgický zásah 

(odstranění nejpostiţenější tkáně). 

3.2.9 Farmakoterapie tuberkulózy rezistentní na většinu 

konvenčních antituberkulotik (XDR-TB) 

Od té doby, co byla poprvé popsána, forma XDR-TBC se objevila ve více 

neţ 42 zemích šesti kontinentů. Uţ při prvotní diagnóze je potřeba důsledně zváţit 

anamnézu pacienta (relapsy a způsob jejich léčby) a epidemiologické údaje 

z oblasti jeho ţivota. Váţnou roli hraje téţ pacientův blízký kontakt s jinými 

nakaţenými lidmi. Léčba je podstatně sloţitější neţ u pacientů s MDR-TBC a 

extrémně sloţitá u pacientů s koinfekcí HIV, přitom zhruba 10 % všech případů 

MDR-TBC je klasifikováno jako XDR-TBC. U HIV pozitivních pacientů je 
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dosaţeno vyléčení u méně neţ 2 % pacientů, u HIV negativní pak tato hodnota 

osciluje okolo 50 %. Zatím bylo sesbíráno velmi málo údajů k tomu, aby mohl být 

vytvořen obecně platný terapeutický postup, v kaţdém případě je doporučována 

individuální forma péče. 

3.2.9.1 Terapeutická strategie 

Panel expertů doporučil následující postup ve farmakoterapii. 

1/ Pouţij jakékoliv léčivo ze skupiny léků první volby, u kterého je šance 

ţe bude účinné. 

2/ V kaţdém případě pouţij injekční léčivo druhé volby (zvaţ moţnost, ţe 

bude podáváno 12 měsíců a moţná i po celou dobu léčby). Pokud je pacient 

rezistentní na všechna léčiva, uvaţ moţnost pouţití takového, které ještě nikdy 

neměl. 

3/ Přidej jeden z pozdější generace fluorochinolonů, například 

moxifloxacin. 

4/ Pouţij všechna léčiva ze skupiny druhé volby která nebyla pouţita při 

předešlé léčbě, nebo ta, u kterých je naděje ţe budou účinná. 

5/ Uvaţ moţnost pouţití léčby vysokými dávkami izoniazidu i kdyţ je 

dokumentována rezistence na dávky niţší. 

6/ rozhodni, jestli je infekce lokalizovaná
9
 

7/ Rozhodni o moţnosti chirurgického zásahu v případě, ţe infekce 

lokalizovaná je. 

8/ Současně se snaţ léčit HIV. 

9/ Zajisti kompletní monitoring pacienta a dodrţování léčby. 
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4 Přehled současného stavu řešené 

problematiky 

4.1 Vývoj nových antituberkulotik 

Vzhledem ke zmíněným epidemiologickým faktům o zvyšování počtu 

výskytů rezistentních forem TBC (viz kapitola 3.1.2), došlo k ustanovení 

výzkumných priorit veřejného i soukromého výzkumu v oblasti nových 

antituberkulotik (viz kapitola 3.1.3). Během posledních deseti let tak došlo 

k ohromného posunu této oblasti bádání a mnoho léčiv pokročilo do vysokých 

fází klinického ověřování
65

. 

4.1.1 Léčiva ve fázích 1-3 klinických studií 

Léčiva která jsou v 1.-3. fázi klinického ověřování můţeme rozdělit podle 

základní chemické struktury takto: 

1/ Fluorochinolony – moxifloxacin a gatifloxacin 

2/ Diarylchinolin – TMC207 

3/ Nitroimidazoly – OPC7683 a PA824 

4/ Pyrrol – LL3858 (Sudoterb
®
) 

5/ Diamin – SQ109
15

 

4.1.1.1 Fluorochinolony 
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Moxifloxacin    Gatifloxacin 

Proti TBC působící fluorochinolony jsou jen malým procentem z rychle 

rostoucí skupiny nově zkoumaných antiinfektiv, čítající v současné době nejméně 

22 látek. Jejich objev souvisí s identifikací jedné nečistoty, která se objevila jako 

znečištění jedné šarţe při výrobě nalidixové kyseliny. Následoval prudký výzkum 

této skupiny látek a jejich rozsáhlé pouţití na poli antibakteriálních 

chemoterapeutik
82

. Novější generace fluorochinolonů má výhodnější vlastnosti 
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z pohledu redukce vedlejších a neţádoucích účinků, zjednodušení dávkování a 

rozšířené antibakteriální aktivity, která zasahuje i mykobaktéria. U mnoha z nich 

je studována antimykobakteriální aktivita a je jen otázkou času, kdy dojde 

k výběru těch nejaktivnějších. Mechanizmus jejich účinku je duální inhibice ATP 

dependentní gyrasy (topoizomerasy II) a ATP dependentní topoizomerasy IV
83

. 

Detailní mechanismus účinku fluorochinolonů na molekulární úrovni je nadále 

studován. V případě mykobaktéria jde jen o inhibici topoizomerasy II, jelikoţ 

mykobaktéria topoizomerasu IV nemají
84

. U některých derivátů je síla inhibice 

mykobakteriální topoizomerasy II pouze střední, ale v preklinických studiích jsou 

látky mající cca. 10ti násobnou aktivitu neţ dnes pouţívané fluorchinolony 

moxifloxacin a gatifloxacin
85

. 

Zhruba v poslední dekádě došlo i přes nedostatek objektivních klinických 

dat k extenzivnímu rozšíření pouţití fluorchinolonů v terapii TBC. V poslední 

době je věnována pozornost pouţití fluorchinolonů při léčbě poprvé 

diagnostikovaného onemocnění, které je citlivé na léčbu první volby. V tomto 

případě je studován vliv na zkrácení celkového trvání léčby. Velký příspěvek 

k tomu přineslo indické výzkumné centrum v Chenaii
86

. Zmíněná studie 

publikovala následující fakta: při zkrácení terapie o měsíc za pouţití ofloxacinu 

v první fázi léčby došlo k výskytu relapsu pouze u 4 % pacientů. Tyto údaje jsou 

velmi nadějné uţ vzhledem k tomu, ţe novější moxifloxacin a gatifloxacin jsou 

potentnějšími antituberkulotiky neţ zmíněný ofloxacin
87

. 

Moxifloxacin a gatifloxacin jsou vyvíjeny ve spolupráci Grantové 

agentury Evropské komise, TB Aliance při WHO a firmami IRD a Lupin. Obě 

látky jsou ve fázích 2-3 klinické studie. Látky jsou studovány jako potenciální 

léčiva pro zkrácení terapie TBC citlivé na léky první volby, jak jiţ bylo zmíněno. 

Bylo prokázáno, ţe sterilizační aktivita v kombinaci s rifampicinem a 

pyrazinamidem je u infikovaných myší velmi vysoká
88

. Metodika studia těchto 

látek zahrnuje i studium tzv. brzké baktericidní aktivity. 
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4.1.1.2 Diarylchinolin – TMC 207 

N

N

Br

O

OH

 

TMC207 

První publikace popisující excelentní antimykobakteriální aktivitu 

diarylchinolinu proti mnoha mykobakteriálním kmenům vyšla v roce 2004 a byla 

publikována Andriesem a kol. z firmy Johnson & Johnson
89

. V současnosti byla 

ukončena 1. fáze klinického ověřování. Byla zjištěna dobrá tolerance a biologický 

poločas okolo 24 hodin. Tato látka má mechanizmus účinku v inhibici F0F1 

podjednotky proton dependentní ATP syntasy. V závislosti na tomto objevu se 

rozvinula další aktivita v hledání dalších moţných inhibitorů zmíněného enzymu. 

V této souvislosti můţe zaujmout fakt, ţe antimalarikum meflochin, u 

kterého je známá jistá antimykobakteriální aktivita
90

, inhibuje proton dependentní 

ATP syntasu u Streptococcus pneumoniae
91

. V neposlední řadě je potřeba zmínit 

mnoho derivátů chinolinu s publikovanou antimykobakteriální aktivitou a dosud 

nevyjasněným mechanizmem účinku
92-94

. Na první pohled jsou v publikovaných 

strukturách jisté podobnosti, ale to zda mají všechny v této kapitole zmíněné látky 

stejný mechanizmus účinku je potřeba ještě dořešit. 
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4.1.1.3 Nitroimidazoly – OPC7683 a PA824 

O

NO

N

CF3O

N
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O
-
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PA824 

O

N

O

O
N

N

CF3O

N
+

O
-

O

 

OPC7683 

Jelikoţ byla u některých derivátů prokázána velmi solidní 

antimykobakteriální aktivita, je současné době celkem velký zájem o vývoj těchto 

struktur jako potenciálních antituberkulotik. Dvě z těchto struktur jsou 

k dnešnímu dni v klinické fázi studií. Jedná se o látku PA824, která je vyvíjena 

konsorciem při TB Aliance a OPC7683, kterou vyvíjí Otsuka Pharmaceutical. 

Historie těchto látek sahá do 70. let minulého století, kdy Ciba-Geigy India 

vyvinula první nitroimidazol jako radiosenzitizující agens. Zároveň bylo 

prokázáno ţe deriváty nitroimidazolu mají významnou antibakteriální aktivitu a 

jejich spektrum zahrnuje i mykobaktéria. Bohuţel bylo později prokázáno, ţe 

zmíněné struktury vykazují mutagenitu v Amesově testu a v 80. letech bylo od 

jejich dalšího vývoje upuštěno. Pauza ve vývoji trvala cca do 90. let, kdy malá 

firma Pathogenesis přišla s novými strukturními typy, nitroimidazo-oxaziny a 

nitroimidazo-pyrany. 

Firma Pathogenesis studovala více neţ 700 sloučenin, ze kterých byla 

vybrána PA824 jakoţto nejvíce potentní
95

. Tato látka byla studována na 

mutagenitu, avšak nejen Amesovým testem, ale i testy na chromozomální aberace, 

nebo testy na změnu jadérek u myší
15

. Licence na tuto látku byla postoupena TB 

Aliance, která dokončila fázi 1 klinických studií. 
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Novější derivát OPC 8673 je vyvíjen jako specifický proti TBC. Látka je 

téţ důsledně prověřována na mutagenicitu. Výsledky všech studií jsou zatím 

negativní. 

Mechanismem účinku těchto dvou nitroimidazolů je inhibice syntézy 

mykolové kyseliny
65

. Všechny tyto látky jsou proléčivy, aktivní forma vzniká 

teprve po enzymatické redukci nitroskupiny
96

. Dále bylo prokázáno, ţe 

nitroimidazoly působí aktivně i na nerostoucí bacily, a to intracelulární produkcí 

NO
97

. 

4.1.1.4 Pyrrol – LL3858 (Sudoterb
®
) 

N

NH

N

N
N

CF3

O

 

LL3858 

Pyrrol LL3858 je v současné době testován firmou Lupin v první fázi 

klinického ověřování jako součást kombinované terapie. Antituberkulotická 

aktivita derivátů pyrrolu byla poprvé publikována Deiddaou a kol
98

. Firma Lupin 

syntetizovala řadu látek, z nichţ právě LL3858 má nebývale vysokou aktivitu 

(méně neţ jednotky mikromolů na litr) a v kombinaci s jinými antituberkulotiky 

vykazuje excelentní baktericidní aktivitu
15

. 

4.1.1.5 Diamin – SQ109 

NH
NH

 

SQ109 

Tento diamin je vyvíjen firmou Sequella a jedná se o N-substituovaný 

derivát adamantylaminu. Původně byl připravován jako analog etambutolu
99

, ale 

jeho strukturní odlišnost naznačuje, ţe se můţe jednat o zcela novou aktivní látku 

s novým mechanismem účinku. Tato látka prošla preklinickými studiemi (MIC u 

myší 0,1 - 0,63 g.l
-1

)
100

 a vstoupila do fáze 1 klinického ověřování. 

Mechanismus jejího účinku zatím nebyl zcela objasněn. 
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4.1.2 Nové cíle možného zásahu mykobaktérií a nadějné 

struktury v preklinických fázích vývoje 

Zde je potřeba poznamenat, ţe za posledních 10-15 let narostl ohromně 

zájem o vývoj nových antituberkulotik, proto téţ došlo k významnému zvýšení 

publikační aktivity na téma nových antituberkulotik, která je výsledkem 

screeningu velkého mnoţství chemických látek. 

Zmínit všechny látky, které mají slibnou antimykobakteriální aktivitu in 

vitro, a jsou na počátku preklinického screeningu by vysoce přesáhlo únosný 

rozsah této práce, proto budou v následujících dvou kapitolách probrány látky, 

které se dostaly do stádia „lead“ podle schématu racionálního vývoje nových 

léčiv
101

. Výjimka bude učiněna u analogů pyrazinamidu, která budou studována 

podrobněji. 

4.1.2.1 Inhibitory mykobakteriální cytochrom P450 

monooxygenasy 

Cl Cl

O

N
N

Cl    

N
N

Cl Cl

N

N
Cl

 

Ekonazol   Substituovaný imidazol 

Z výsledků screeningu mnoha látek s anthelmintickou nebo antifungální 

aktivitou vyplynuly zajímavé závěry
102

. Léčiva jako ekonazol nebo klotrimazol 

byly v centru zájmu jako potenciálně aktivní proti mykobaktériím
103

. Je 

pravděpodobné, ţe se jedná o inhibitory P450 monooxygenasy homologní 

eukariontním 14-steroldemethylasam. V nich se váţe na ţelezo, jelikoţ se jedná o 

hem obsahující enzymy
104

. Ekonazol vykázal in vitro antimykobakteriální 

aktivitu, která byla potvrzena testem na myším modelu in vivo. V poslední době 

bylo publikováno mnoho látek obsahujících imidazolové jádro, jeţ je bohatě 

substituované, a které jsou antimykobakteriálně aktivní, se shora zmíněným 

mechanismem účinku
105

. 
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4.1.2.2 Látky cílící na enzym FtsZ 

N

N

NNHO

O

NH
N

 

SRI3072 

OH

O

N
S

Cl  

Inhibitor FtsZ 

Enzym s názvem FtsZ je mykobakteriálním analogem tubulinu, tedy 

proteinem naprosto nezbytným pro úspěšné dělení buněk
106

. Inhibitory 

polymerace tubulinu vykázaly jistou antimykobakteriální aktivitu. Například 

anthelmintika albendazol a thiabendazol, jeţ inhibují polymeraci tubulinu u hlístů, 

vykázaly i slabou aktivitu proti mykobakteriím. Bylo provedeno několik studií, 

které hledaly specifické inhibitory FtsZ, které přinesly jisté výsledky. Tuto 

aktivitu vykázal i derivát taxanu nebo látky původně navrţené jako inhibitory 

dihydrofolát reduktasy
107

. Nicméně přesný mechanismus fungování 

mykobakteriálního FtsZ není zcela objasněn a je předmětem dalšího studia
108

. 

4.1.2.3 Inhibitory syntézy aminokyselin s rozvětveným 

řetězcem 

OO

S

O

O

NH NH

O

N

N

 

 

 

Některé herbicidy, jako například sulfometuron (methylester), které 

inhibují syntézu aminokyselin s rozvětveným řetězcem, vykázaly jistou inhibici 

růstu mykobaktérií
109

. Novější studie popsala inhibitor mykobakteriální syntézy 



 

 - 37 - 

acetohydroxyhydroxy kyselin. Další látka byla objevena rozsáhlým screeningem 

knihoven organických látek
110

. 

4.1.2.4 Inhibitory nukleosidmonofosfát kinasy 
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Mykobakteriální thymidinsyntasa je dosti odlišná od té humánní (pouze 22 

% homologie), coţ ji činní dobrým cílem selektivního zásahu léčiv
111

. Z tohoto 

důvodu se tento enzym stal atraktivním cílem počítačově zaloţených studií, 

hledajících jeho inhibitor. Jedná se například o thymidinová analoga, která byla 

testována, bohuţel s nepříliš dobrým výsledkem
112

. Jiná studie přinesla celkem 

zajímavé výsledky s látkami analogickými pyrimidinovým bazím
113

. Byla 

připravena i analoga purinových bazí s jistou aktivitou, nicméně přesný 

mechanismus účinku je nejasný. 

4.1.2.5 Inhibitory signální kinasy 
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Nejen tloušťka mykobakteriální stěny, ale i mykobakteriální kinasy jsou 

obranou těchto organizmů proti fagocytóze mikrofágy. Extenzivní výzkum 

inhibitorů těchto kinas můţe vést k nové skupině antimykobakteriálně aktivních 

látek
114

. 

Jednou ze skupin, jeţ mohou mít zmíněnou aktivitu, jsou salicylanilidy
115

, 

jejichţ výzkum je prováděn na KAOCH FaF UK. Další skupinou látek pak jsou 

sloučeniny odvozené od benzothiofenu nebo benzochinoxalinu
116

. Další skupinou 

látek, kterou lze zařadit do této skupiny jsou inhibitory tyrozin fosfatasy, které lze 

chemicky definovat jako cyklické peptidy. Zásah signálních kinas je dobrým 

přístupem ve vývoji nových antituberkulotik, přestoţe se nemusí jednat o látky 

baktericidní ani bakteriostatické, mohou svým mechanismem velmi zesílit 

imunitní odpověď organismu na probíhající infekci. 

4.1.2.6 Inhibitory různého mechanismu 

N

S

N
+

 

Publikované slabé účinky fenothiazinu na inhibici růstu mykobaktérií 

vyústil v rozsáhlejší zájem o látky se stejným účinkem na bacily. Jedná se o 

inhibitory typu II NADH menachinon oxidoreduktasy
117

. 

O COOH

 

Gemfibrozil 

Gemfibrozil, terapeutikum pouţívané při léčbě hyperlipidémie je 

induktorem proliferace peroxizomů. Výzkum mechanismu působení této látky na 

mykobakteria můţe přinést další účinné látky působící oxidoredukčním 

mechanismem
118

. 
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Thalidomid 

Dále byla publikována studie analoga thalidomidu s imunomodulačním 

účinkem na experimentální tuberkulózní meningitidu, která přinesla jisté naděje, 

ţe výzkum imunomodulatorního účinku thalidomidu můţe pomoci při hledání 

nové skupiny antiinfektiv
119

. 

N
N

N

NH2

 

Inhibitor MAO  

Jistá korelace mezi antimykobakteriální aktivitou a inhibicí MAO byla 

popsána jiţ v 60. letech minulého století. Nicméně bylo potřeba provést rozsáhlou 

SAR analýzu, ze které vyplynula níţe uvedená látka jako dobrý kandidát 

s aktivitou v řádech jednotek g.ml
-1,120

. 

N
O

N
OH
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R207910 

Inhibitory ATP dependentní protonové pumpy. Tato struktura byla 

publikována celkem nedávno, má excelentní MIC proti mnoha mykobakteriálním 

druhům, pohybující se v rozsahu 0,03 – 0,12 g.ml
-1,121

. 
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Inhibitory syntézy sideroforů. 
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 Siderofory jsou velmi významnými součástmi bakteriálních buněk, které 

zabezpečují získávání ţeleza z buď nerozpustných anorganických látek, nebo 

z ţelezo obsahujících proteinů hostitele. Siderofory tak patří k významným 

virulentním faktorům mnoha patogenů. Níţe uvedená látka má MIC na kultuře M. 

tuberculosis 0,19 mol.l
-1,122

. 
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Inhibitory syntézy buněčné stěny 

Zde je nutno podotknout, ţe kaţdá z látek zasahuje jinou část procesů 

slouţících ke stavbě mykobakteriální buněčné stěny, nicméně jejich finální efekt 

patrně způsobuje nedostatečnou funkčnost pro mykobaktérium zcela 

nepostradatelné organely. 
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BB3497 

Inhibitory deformylasy peptidů. Tento bakteriální enzym zabezpečuje 

odštěpení formylu z N-konce nově syntetizovaných peptidů Níţe uvedená látka 

byla vybrána díky jednak SAR studii, která poskytla 6 aktivních sloučenin a téţ 

díky skríningu těchto šesti látek na 17ti mykobakteriálních kmenech, přičemţ 

medián její aktivity na těchto kmenech je 0,25 g.ml
-1,123

. 
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KHG20612 

Inhibice syntasy acetohydroxykyselin. Tento enzym je velmi významný 

pro syntézu aminokyselin s rozvětveným řetězce, jako jsou leucin, izoleucin, nebo 

valin. Zmíněný inhibitor vyšel ze skríningu asi 5 600 látek, přičemţ byla 

publikována jeho aktivita ve formě IC50 při koncentraci 1,8 – 2,6 mol.l
-1,110

. 

 

4.1.2.7 Antimykobakteriální látky bez popsaného mechanizmu 

účinku 

 

Do této skupiny lze zařadit publikované deriváty karbazolu a 

dibenzofuranů. Poslední dosud publikovanou skupinou jsou látky přírodního 

původu jako je např. basiliskamid A, pamamycin 607 nebo lydiamycin A. 

4.1.2.8 Další moţné cíle zásahu nových léčiv 

Vzhledem k faktu, ţe byl kompletně popsán mykobakteriální genom, za 

posledních 20 let došlo k mohutnému rozvoji proteomiky a genomiky, jsou 

objevovány nové a nové cíle moţného selektivního zásahu mykobaktérií. 

Zvláště velké komplikace přináší útlum metabolizmu mykobaktéria, který 

je patrně způsoben imunitou hostitele a kódován v mykobakteriálním genomu, a 

je jedním z hlavních virulentních faktorů tohoto bacilu. Během útlumu a téţ při 

experimentální kultivaci v anaerobních podmínkách bacil „přepne“ metabolizmus 

tak, ţe místo sacharidů začne více vyuţívat lipidy jako zdroje energie, díky up-

regulaci transkripce genů kódujících enzymy β-oxidačního cyklu. S aktivací 

dormantní fáze ţivota bacilu souvisí pravděpodobně téţ transkripční regulátor 

DosR, který je up-regulován, je-li bacil vystaven působení reaktivních forem 

kyslíku nebo NO. Je moţné, ţe jeho zásahem se podstatně sníţí virulence celého 

bacilu. 
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Dalším cílem, jeţ dosud nebyl zasaţen ţádnou novou látkou, je enzym 

syntetizující cyklopropylované mykolové kyseliny. Ty jsou velmi důleţitým 

virulentním faktorem, jak jiţ bylo zmíněno dříve. 

Obecným cílem pak můţe být protein, který ovlivňuje syntézu proteinů, 

zvaný „stringent response protein“. Tento byl izolován a v současné době je s ním 

pracováno ve smyslu rozpoznání jeho aktivních center a detailního popisu jeho 

funkce. 

Posledním popsaným moţným cílem je zásah systému toxin-antitoxin. To 

jsou enzymy, které jsou přítomny v bakteriální buňce po celou dobu jejího ţivota, 

ale působí proti sobě antagonistickým způsobem. V momentě kdy je jejich 

transkripce nestejnoměrná, dochází k buněčné smrti
124

. 

Z celé kapitoly je patrné, ţe došlo k ohromnému rozvoji výzkumu nových 

antimykobakteriálně působících látek. Bylo nalezeno mnoho makromolekulárních 

cílů zásahu těchto látek, ale největším problémem stále zůstává jednoznačně 

účinný zásah dormantních bacilů. V jejich zásahu je dle našeho názoru naděje 

k plné kontrole onemocnění TBC na celém světě, neboť celá třetina obyvatel naší 

planety v sobě takového bacila nosí. Pokud budou nalezeny opravdu účinné léky, 

pak za předpokladu dostatečné politické a ekonomické podpory programů 

bojujících proti TBC můţe dojít k vymícení této zdlouhavé a lidské ţivoty beroucí 

nákazy. 

4.1.3 Deriváty pyrazinamidu s publikovanou 

antimykobakteriální aktivitou 

N

N

NH

O

N

O
 

Morfazinamid 

Na tomto místě je potřeba zmínit v první řadě morfazinamid. Tato látka je 

prekurzorem pyrazinamidu. V bakteriální buňce se rozkládá na pyrazinamid, 

formaldehyd a morfolin. Jeho antimykobakteriální aktivita je totoţná 

s pyrazinamidem, nicméně je aktivní i v neutrálním prostředí a téţ proti tzv. 

netuberkulózním mykobakteriím jako je Pseudomonas, Proteus vulgaris nebo 

Staphylococcus aureus. Tento jev je patrně způsoben uvolňováním toxického 

formaldehydu, jelikoţ morfolin tuto aktivitu postrádá. Zajímavý je fakt, ţe in vitro 
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studie ukazují vyšší aktivitu morfazinamidu neţli pyrazinamidu
125

, in vivo modely 

pak říkají pravý opak
126

. Pravděpodobné vysvětlení tohoto děje je patrně méně 

výhodná farmakokinetika neţ má pyrazinamid. 

N

N

NH2

O

Cl  

Druhým důleţitým analogem, který přispěl k významnému posunu 

v popisu mechanismu účinku pyrazinamidu je 5-chloropyrazinamid. Bylo 

objasněno, ţe zmíněná látka působí nejspíše jako inhibitor enzymu FAS-1
127

, tedy 

odlišně od pyrazinamidu samotného. Důkazem je zachování antimykobakteriální 

aktivity proti pyrazinamid rezistentním kmenům. Zbývá ještě dovysvětlit, zda 

dochází k metabolické přeměně tohoto amidu na karboxylovou kyselinu stejně 

tak, jak tomu je u pyrazinamidu. Dalším povzbuzujícím zjištěním je fakt, ţe 5-

chloropyrazinamid je aktivní i proti Mycobacterium smegmatis, kdeţto 

pyrazinamd samotný nikoliv
128

. 

N

N
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Další kapitolou aktivních derivátů pyrazinamidu jsou jeho estery. K jejich 

vývoji došlo na základě objevu aktivity pyrazinkarboxylové kyseliny proti 

pyrazinamid rezistentním kmenům. Ke tvorbě esterů bylo přistoupeno z důvodu 

zvýšení jejich biologické dostupnosti a jejich in vitro testování přineslo naději, ţe 

jejich aktivita bude dobrá
129

. Nicméně selhaly in vivo experimenty, 

pravděpodobně díky špatné stabilitě těchto látek v organismu. 

N

N
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N N

F

O

O OH
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V nedávné době byla publikována skupina derivátů pyrazinamidu vzniklá 

Mannichovou kondenzační reakcí
130

. 
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Slibnou aktivitu i relativně široké terapeutické okno při testování in vitro 

vykazují substituované pyrazinkarbonyliminomethyl deriváty
131

. 

N

N

NH

O

NH

 

Podstatně horší aktivitu opublikoval Chung a kol. u substituovaných 

N-aminomethyl derivátů pyrazinamidu, respektive 5-methylpyrazinamidu
132

. 

Zajímavé je, ţe všechny publikované látky mají podobnou podstatnou část 

molekuly. 

OH

NH

O

N

N

 

Místo v této kapitole najdou i deriváty salicylanilidů, které byly zníměny 

jiţ dříve (viz kapitola 4.1.2.5). U těchto látek je zajímavý fakt, ţe nejaktivnější ze 

série syntetizovaných derivátů mají v anilidové části molekuly substituci 

pyrazinylem. Tato analogie přivádí k otázce, zda je předpokládaným 

mechanismem účinku těchto látek právě inhibice signální kinasy, nebo zda nejde 

o analogii mechanizmu účinku např. 5-chlorpyrazinamidu. 
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A posledními, nikoliv však nejméně významnými jsou analoga 

pyrazinamidu připravená na KFCHKL FaF UK doc. Doleţalem a kol., ze kterých 

jsou vybrány látky se slibnou aktivitou
133-138

. 
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5 Vývoj nových léčiv proti tuberkulóze na 

KFCHKL FaF UK 

5.1 Již publikovaná fakta 

Vývoj nových léčiv proti TBC je dlouhodobým tématem, které je na FaF 

UK řešeno. KFCHKL je pracovištěm, které zabezpečuje syntézu nových látek 

s potenciální anti-TBC aktivitou. 

Zvolená cesta řešení tohoto problému je syntéza analog jednoho 

z nejběţněji pouţívaných léčiv, prvoliniového pyrazinamidu. Za poslední dvě 

dekády bylo publikováno mnoţství článků, které popisují způsob přípravy a 

biologickou aktivitu analog pyrazinamidu
139

. I přesto, ţe doposud nebyl přesně 

vysvětlen mechanizmus účinku PZA, ukázalo se, ţe nejen samotný PZA, ale i 

některá jeho analoga vykazují střední aţ vysokou anti-TBC aktivitu. Byly 

nalezeny látky, které postoupily v rámci skríningu TAACF, s nímţ má FaF UK 

podepsanou smlouvu o spolupráci, do vyšších úrovní screeningu. 

Tématika anti-TBC látek byla jiţ od 90. let minulého století podporována 

grantovými agenturami a v rámci KFCHKL bylo úspěšně obhájeno několik 

grantů, které tuto problematiku řešily
140-144

 

5.2 Vymezení tematiky a její zařazení do vědecko-

výzkumných souvislostí KFCHKL FaF UK 

Zvolenou tematikou je syntéza analog pyrazinamidu, které obsahují kromě 

pyrazinového ještě další aromatické jádro. Jedná se tedy o další druh analog PZA, 

coţ zapadá do dlouhodobé vědecké práce prováděné na KFCHKL FaF UK. 

5.3 Způsob řešení tématu 

Autorův podíl na řešené tématice spočívá především v přípravě nových 

strukturních analog pyrazinamidu a zavedení nových separačních technik do 

syntetických postupů vedoucích k meziproduktům, které slouţí jako substrát pro 

nově připravované látky. Tyto látky jsou poté předány k dalším biologickým 

analýzám. 
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5.3.1 Vymezení tématu z pohledu chemického 

Na základě jiţ nabytých znalostí o chemii pyrazinového jádra (viz kapitola 

5.4.3 a 5.4.4) připravit sérii analog PZA s obecnou strukturou 3-

arylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril, popřípadě N-arylpyrazin-2-karboxamid, 

alternativně pak 6-chloro-5-tert-butyl-N-arylpyrazin-2-karboxamid. Takovéto 

deriváty strukturně charakterizovat všemi dostupnými strukturně-analytickými 

metodami (FT-IR, 
1
H, 

13
C NMR, CHN analýza, případně MS). Po identifikaci 

struktury pak látku charakterizovat fyzikálně-chemicky za pouţití HPLC (čistota, 

log P).  

5.3.2 Flash Chromatografie 

Sloupcová preparativní chromatografie je metodou, která má ze všech 

známých chromatografických technik nejniţší rozlišení. Velmi často dochází 

k překryvu v eluci jednotlivých látek, velmi nevýhodný je poměr mnoţství 

vloţené směsi ku mnoţství potřebného sorbentu pro úspěšnou separaci čistých 

látek. 

Vzhledem k tomu, ţe flash chromatografie je velmi běţně vyuţívanou 

metodou preparativní chromatografie v laboratorním měřítku, přičemţ není 

mnoho dostupné literatury popisující tuto techniku a její aspekty, autor si dovoluje 

na příkladu separace tří polohových izomerů tuto metodu představit a popsat její 

hlavní aspekty. 

Literatura tvrdí, ţe oproti konvenčnímu uspořádání sloupcové 

chromatografie je flash chromatografií dosahováno lepšího, v rámci dělení 

chromatografických technik středního rozlišení. Ke zlepšení dochází díky sice 

malému, ale přesto určitému vloţenému tlaku na kolonu, díky němuţ se zkracuje 

doba kontaktu vzorku se sorbentem, eluční píky se zostřují a mají strmější křivku 

nárůstu koncentrace jiţ ve velmi nízkých koncentracích. Tuto účinnost ještě 

podstatně zvyšuje gradientová eluce
145

. V našem technickém řešení bylo moţno 

pouţít pouze gradient krokový. 

Proto bylo přistoupeno k vyuţití instrumentální flash chromatografie za 

pouţití přístroje Flash Master
®

 Personal firmy Argonaut Technologies Inc., 

(Foster City, CA, USA). 
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5.3.3 Hodnocení antimykobakteriální aktivity 

Hodnocení antimykobakteriální aktivity byly prováděny dvěma na sobě 

nezávislými laboratořemi, a to při Fakultní nemocnici v Hradci Králové a díky 

smlouvě o spolupráci mezi FaF UK a TAACF, coţ je součást NIAID zřízené 

americkým NIH. 

V Hradci Králové prováděla testování MUDr. Michaela Svobodová z 

Ústavu klinické mikrobiologie Fakultní nemocnice v Hradci Králové. 

Testování v rámci TAACF probíhá zdarma na základě zaslání vzorku 

spolupracující straně. Přes web pak lze sledovat postup jejího testování. Ve 

zkratce lze metodiku hodnocení v rámci TAACF popsat takto: 

V září 1994 zaloţil americký NIAID program vývoje a testování nových 

antituberkulotik. 

 Program je určen k intenzifikaci skríningu (kvantity i kvality) in vitro a in 

vivo testů s cílem otestovat co největší počet strukturních typů potenciálních 

antituberkulotik. Tato sluţba je bezplatná a případná komercionalizace výsledků 

je ponechána poskytovateli sloučenin. Díky této podpoře akademického výzkumu 

a napojení na firemní výzkum lze předpokládat urychlení vývoje nových 

antituberkulotik.  

Primary Assay Data (Level 1) – všechny sloučeniny jsou testovány proti 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv v koncentraci 6,25 µg.ml
-1

.  Výsledky jsou 

udávány v % inhibice. Sloučenina je povaţována za aktivní, jestliţe vyvolá 

inhibici větší neţ 90%.  

MIC Assay Data (Level 2) – sloučeniny s inhibicí větší neţ 90% jsou dále 

testovány při niţších koncentracích pro stanovení přesné minimální inhibiční 

koncentrace (MIC), vyvolávající 99% inhibici růstu bakterií.  

Cytotoxicity Assay Data (Level 2) – sloučeniny jsou testovány na zjištění 

toxicity (buněčná linie VERO). Index selektivity (SI) je definován jako poměr 

změřené IC50 v systému VERO buněk k zjištěné hodnotě MIC.  

Macrophage Assay Data (Level 3) – vybrané sloučeniny jsou testovány in 

vitro v modelu TB-infikovaného makrofágu.  Je sledována redukce růstu 

residuálních mykobaktérií po dobu 7 dnů ve srovnání s kontrolou (bez 

sloučeniny). EC90 a EC99 pak vyjadřují koncentrace způsobující 90% a 99% 

redukci růstu residuálních mykobaktérií.  
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SDRMIC Assay Data (Level 3) – test je určen pro zjištění zkříţené 

resistence vůči mykobaktériu.  

M. avium MIC Assay Data (Level 3) – zjištění aktivity vůči uvedenému 

kmenu  

MBC Assay Data (Level 3) – minimální baktericidní koncentrace  

 

Ve Fakultní nemocnici v Hradci Králové byly látky testovány in vitro na 

účinnost proti M. tuberculosis H37Rv, M. avium No. 152/73, M. avium No. 80/72 

a M. kansasii PKG 8 na tekuté Šulově půdě zřeďovací metodou ve srovnání s 

pyrazinamidem při pH 5,4. Testované látky byly rozpuštěny v dimethylsulfoxidu 

v koncentracích 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 a 2 g.ml
-1

. Výsledky byly 

odečítány po dvou a třech týdnech. Aktivita PZA se liší in vitro v závislosti na 

kyselosti půdy, na jejím sloţení i velikosti inokula. Hodnoty MIC pro PZA se v 

literatuře pohybují v rozmezí od 6,25 do 50 g.ml
-1

. 

5.3.4 Hodnocení antifungální aktivity 

Doplňkově byly nově syntetizované deriváty pyrazinu testovány in vitro 

na antimykotickou aktivitu pomocí mikrodiluční bujónové metody
146, 147

. Aktivita 

látek byla porovnávána s aktivitou standardu ketokonazolu vůči jednotlivým 

kmenům. 

Vybrané sloučeniny byly testovány na Katedře biologických a lékařských 

věd Farmaceutické fakulty v Hradci Králové doc. RNDr. Vladimírem Buchtou, 

CSc. 

Připravené sloučeniny byly zkoušeny in vitro na antimykotickou aktivitu 

pomocí mikrodiluční bujónové metody. Testovaná látka byla dvojitě ředěna v 

roztoku RPMI 1640, který byl pufrovaný na pH 7,0 pomocí 0,165 M roztoku 

MOPS (Sigma). Konečné koncentrace látek se pohybovaly v rozmezí od 1000 do 

0.975 M. Součástí testování byly jednak slepé pokusy (bez účinné látky), jednak 

určení aktivity standardu (ketokonazol) vůči jednotlivým kmenům. MIC byly 

odečítány po 24 a 48 hodinách při teplotě 35 °C. V případě Trichophyton 

mentagrophytes byly MIC zaznamenány po 48 a 72 hodinách inkubace. Vybrané 

sloučeniny byly testovány na aktivitu proti Candida albicans ATCC 44859, C. 

tropicalis 156, C. krusei E28, C. glabrata 20/I, Trichosporon ashaii 1188, 
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Trichophyton mentagrophytes 445, Aspergillus fumigatus 231 a Absidia 

corymbifera 272. 

5.4 Pyrazinamid 

O

N

N

NH2

 

Pyrazinamid 

Pyrazinamid je druhým syntetickým léčivem, které bylo uvedeno do 

terapeutické praxe. Počátek výzkumu antituberkulotické aktivity tohoto léčiva 

spadá do 50. let minulého století. Jeho objev souvisí s poznatkem, ţe niacinamid, 

vitamín B3, je schopen jisté inhibice růstu mykobaktérií. Tento poznatek byl 

poprvé publikován v roce 1945 Chorinem a kol. Dlaší práce jiných skupin tento 

fakt potvrdily
148

. Po tomto zjištění následovala studie, hledající analogické 

struktury struktuře niacinamidu a zanedlouho poté, v roce  

1952, publikoval  Malone a kol. první práci zaměřenou na antituberkulotickou 

aktivitu pyrazinamidu
149

. Tuto práci ještě stejný rok potvrdila práce jiné skupiny, 

kterou zveřejnil Solotorovsky a kol
150

. Je zajímavé, ţe prováděné studie přinesly 

bohaté ovoce ve formě dalších velmi důleţitých antituberkulotik izoniazidu a 

ethionamidu. 

Jedním z velkých paradoxů pak je, ţe přes jednoznačnou aktivitu 

pyrazinamidu in vivo
151

, je jeho aktivita in vitro v klasickém uspořádání 

experimentu téměř nulová
152

. Toto paradoxní chování pyrazinamidu bylo 

předmětem intenzivního výzkumu po dalších 50 let. 

Další zajímavostí je, ţe od objevu aktivity pyrazinamidu do jeho uvedení 

do klinické praxe trvalo nezvykle krátkou dobu. Důvodem je to, ţe krátce po 

objevu této struktury bylo přistoupeno rovnou k in vivo studiím na myších 

modelech bez předchozího, dnes jiţ bezpodmínečně nutného, screeningu in vitro. 

Tyto paradoxy vedly k intenzivnímu výzkumu, který se zabýval zjištěním 

podmínek, které mohou tento paradox způsobovat. Z provedených studií pak 

vyplynulo, ţe pyrazinamid je aktivní pouze v kyselém prostředí, nejlépe okolo pH 

5,5
153

. Takové prostředí většinou nebylo zajištěno při pokusech in vitro, nicméně 

se velmi často vyskytuje v organizmu v místě výskytu zánětu. 
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Dále bylo zjištěno, ţe vysoké dávky pyrazinamidu v kombinaci 

s izoniazidem mohou vést ke „sterilizaci tkání“, tedy nemoţnosti kultivovat nebo 

izolovat ţivá mykobaktéria
154

. Nicméně bylo zjištěno, ţe z organizmu není moţné 

zcela eradikovat pomalu rostoucí nebo spící mykobaktéria, které mohou po 

skončení léčby způsobit relaps onemocnění. Tatáţ výzkumná skupina poprvé 

publikovala fakt, ţe pyrazinamid je s největší pravděpodobností proléčivem a 

aktivní formou je pyrazinkarboxylová kyselina, která vzniká aţ v mykobaktériu 

metabolickou přeměnou enzymem pyrazinamidasou / nikotinamidasou (přesněji 

viz kapitola 5.4.2.2)
152

. 

5.4.1 Farmaceuticko-chemické vlastnosti pyrazinamidu 

Pyrazinamid je látka relativně polární. Její Log P činí -1,884. Je rozpustný 

v chloroformu, benzenu nebo dichlormethanu, částečně je pak rozpustný ve vodě. 

Teplota tání krystalů činí u čisté substance 192 °C
32

. 

5.4.2 Farmakologické vlastnosti pyrazinamidu 

Pyrazinamid je se svým ţivotním příběhem celkem výjimečným léčivem. 

Sic prvoliniové léčivo pouţívané při terapii závaţné infekce, přec nebyly některé 

jeho farmakologické vlastnosti dodnes uspokojivě vysvětleny, Jedná se především 

o mechanismus jeho účinku na molekulární a submolekulární úrovni. Samotné 

jeho uvedení do klinické praxe je argumentem zpochybňujícím moderní přístup 

vývoje nových léčiv, především prvotního high throughput screeningu in vivo za 

„standardních“ podmínek. 

5.4.2.1 Farmakokinetika 

Pyrazinamid je u lidí velmi dobře absorbován z GIT, na plazmatické 

bílkoviny se váţe zhruba z 10-20 % a prostupuje excelentně přes 

hematoencefalickou bariéru (85-105 % aktuální plazmatické koncentrace). 

Metabolizován je v játrech mikrozomální deaminasou na kyselinu 

pyrazinkarboxylovou. Vylučován je ledvinami. Distribuován je do všech tělních 

tekutin i orgánů
32

. 
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5.4.2.2 Farmakodynamika (mechanismus účinku) 

I přesto, ţe je pyrazinamid významným antituberkulotikem, jeho 

mechanismus účinku je poznán snad nejhůře ze všech antituberkulotik. 

Ve zkratce je předpokládaný mechanismus takovýto: Jako pyrazinamid je 

přijat mykobaktériem, uvnitř jehoţ buňky dojde k enzymatické přeměně na 

pyrazinkarboxylát, který je následně aktivním efluxem vypuzen zpět mimo 

buňku
155

. V kyselém prostředí, které existuje v místě zánětu, pak dojde k částečné 

protonaci karboxylátu (pKa pyrazinkarboxylové kyseliny je 2,9) v závislosti na 

aktuální hodnotě pH v intersticiu, vzniku pyrazinkarboxylové kyseliny, která 

prostupuje difúzí zpět do mykobakteriální buňky. Zde pak dochází ke kumulaci 

pyrazinkarboxylové kyseliny díky nedostatečnému mechanismu jejího efluxu, 

sníţení intracelulárního pH tím dojde ke sníţení vitality enzymů, případně 

vyčerpání energetických zásob díky snaze buňky udrţet fyziologické podmínky, 

coţ má za následek buněčnou smrt. Tuto teorii podporuje fakt, ţe v neutrálním 

prostředí je pyrazinamid téměř neaktivní (protoţe je drtivá většina molekul 

pyrazinkarboxylové kyseliny ve formě karboxylátu), kdeţto v kyselém prostředí 

je pyrazinamid aktivní
153

. V následujícím textu budou podrobněji rozebrány 

aspekty uptaku pyrazinamidu mykobakteriální buňkou, aktivita pyrazinamidasy / 

nikotinamidasy, mechanismus efluxu pyrazinkarboxylové kyseliny a potenciální 

cíle dalšího zásahu této kyseliny v mykobaktériích. 

Nikotinamidasa/pyrazinamidasa je enzym metabolizující 

nikotinamid/pyrazinamid na příslušné kyseliny. Přičemţ nikotinamid 

metabolizuje účinněji neţli pyrazinamid. Je lokalizována v mykobakteriální 

cytoplazmě. Tento enzym se vyskytuje pouze u prokaryontních organismů. Stojí 

za zmínku, ţe přes univerzální přítomnost v prokaryotech, ostatní bakterie nejsou 

citlivé na pyrazinamid. Funkce pyrazinamidázy / nikotinamidázy spočívá 

v metabolismu niacinamidu na niacin, který je následně vyuţit pro syntézu NADH 

Preiss-Handlerovou cestou, kterou vyuţívá mnoho bakteriálních druhů. Na rozdíl 

od ostatních bakterií je výskyt enzymu této cesty, niacin fosforibosyl transferasa u 

Mycobacterium tuberculosis deficitní. Tohoto rozdílu se vyuţívá při rozlišení M. 

tuberculosis od M. bovis, protoţe při kultivaci prvního druhu dochází k hromadění 

niacinu v kultivačním médiu. 



 

 - 53 - 

Mechanismus uptaku pyrazinamidu mykobaktériem je prvním 

z kontroverzních jevů, který nebyl doposud jednoznačně vysvětlen. Jedna skupina 

došla k závěru, ţe vstup pyrazinamidu do buňky probíhá pasivní difúzí, Druhá 

skupina předpokládá vstup pyrazinamidu do buňky na základě kompetice 

s niacinamidem prostřednictvím ATP-dependentního aktivního transportního 

mechanismu. Moţnost, ţe obě dvě cesty mohou být současně vyuţity je 

nevyvrácena, ale ani nepotvrzena. Nicméně obě skupiny řešící tuto problematiku 

se shodly na tom, ţe pyrazinamid citlivá mykobaktéria hromadí 
14

C pyrazinamid 

uvnitř buňky, zatímco kmeny rezistentní na PZA (díky mutaci genu kódujícího 

nikotinamidasu/pyrazinamidasu) ţádnou kumulaci radioaktivity uvnitř buňky 

nevykazují
156

. Vysvětlením můţe být fakt, ţe citlivé kmeny metabolizují 

pyrazinamid na pyrazinkarboxylovou kyselinu, která se chová v neutrálním 

prostředí jako anion a kumuluje se v buňce, kdeţto kmeny s poškozeným 

enzymem toto nedokáţí a pyrazinamid je pasivní difúzí odstraňován z buňky a tím 

ke kumulaci radioaktivity uvnitř buněk nedochází. 

Rezerpin jako známý inhibitor efluxu u mnoha rezistentních bakterií
157

 se 

ukázal být aktivním i v případě efluxu pyrazinkarboxylové kyseliny
155

. 

Publikovaná studie prokázala zvýšenou citlivost mykobaktéria k pyrazinamidu za 

přítomnosti rezerpinu, zatímco citlivost k pyrazinkarboxylové kyselině změněna 

nebyla
153

. Dalším faktem, který byl zjištěn v této studii je to, ţe valinomycin, 

který ruší membránový potenciál vliv na citlivost mykobaktéria vůči 

pyrazinamidu ani pyrazinkarboxylové kyselině neměl. Tyto indicie naznačují, ţe 

pyrazinamid můţe být transportován do buňky aktivně. 

Posledním bodem nejasnosti je vazba pyrazinamidu nebo 

pyrazinkarboxylové kyseliny na nějaké buněčné struktury, obecněji řečeno 

specifita nebo nespecifita účinku pyrazinamidu. Studie, jeţ pouţila 5-

chlorpyrazinamid ukázala, ţe je moţné, ţe pyrazinamid samotný inhibuje syntasu 

mastných kyselin, přesněji enzym FAS-1
158

. Tato publikace vyvolala mnoho 

otázek
127, 159, 160

 a experimentálních snah, které nakonec vyvrátily její pravdivost. 

Na základě kultivace rezistentních mutantů na 5-chloropyrazinamid a porovnání 

jejich genomu s mutanty rezistentními na pyrazinamid bylo jednoznačně 

prokázáno, ţe v případě 5-chloropyrazinamidu skutečně dochází k mutacím 

v genu kódujícím FAS-1, zatímco u pyrazinamid rezistentních kmenů není tato 
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mutace pozorována. Zbývá dořešit otázka, zda je prokazatelně vznikající 

metabolit, pyrazinkarboxylová kyselina, účinná specificky nebo nespecificky. Pro 

nespecifickou aktivitu hovoří fakt, ţe nebyly dosud izolovány mykobakteriální 

kmeny rezistentní na pyrazinkarboxylovou kyselinu, přičemţ kmeny rezistentní 

na pyrazinamid existují
156

. Dalším argumentem pro nespecifitu účinku je fakt, ţe 

pyrazinkarboxylová kyselina je aktivní pouze v kyselých podmínkách, 

v neutrálních nikoliv. Nicméně je moţné, ţe pokud dojde k protonaci karboxylátu 

a vzniku karboxylové kyseliny, dojde k vazbě této protonované formy na tolik 

buněčných cílů, ţe mykobaktérium zkrátka nemá šanci přeţít. Tuto otázku je 

potřeba ještě dořešit
148

. 

5.4.2.3 Mechanismus vzniku rezistence 

Mechanismem mykobakteriální rezistence na pyrazinamid je z převáţné 

většiny případů mutace v pncA genu
156

, který kóduje 

pyrazinamidasu/nikotinamidasu
161, 162

. Zajímavé je, ţe pyrazinamid rezistentní 

kmeny nejsou rezistentní na jiná antituberkulotika, i kdyţ se jedná o strukturně 

velmi příbuzné látky jako je například izoniazid nebo ethionamid. Jiný 

mechanismus rezistence zatím nebyl popsán. 

5.4.3 Chemické vlastnosti pyrazinového jádra a možné 

reakce na něm 

V této části práce jsou uvedeny vybrané metody příprav na jádře 

substituovaných funkčních derivátů pyrazinkarboxylové kyseliny. Důraz je kladen 

především na postupy, které byly vyuţity při experimentální práci. Kapitoly jsou 

děleny jednak z hlediska charakteru reakcí probíhajících na pyrazinovém jádře, 

ale téţ podle typu funkčních skupin, které lze nalézt u jednotlivých meziproduktů 

a konečných látek.  

5.4.3.1 Kondenzační reakce vedoucí k pyrazinu 

Přestoţe výchozí látkou byl komerčně dostupný pyrazinkarboxamid, bylo 

by vhodné zde alespoň některé způsoby přípravy pyrazinového jádra. Toto jádro 

lze připravit buď autokondenzací -aminokarbonylových sloučenin nebo 

kondenzací -diaminů s -dikarbonylovými sloučeninami
163.

 Těmito způsoby lze 
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získat směs různě substituovaných derivátů pyrazinu. Novějším příkladem je 

příprava 3-alkoxy- a 3-aminopyrazin-2-karbonitrilů
164

. 

 

5.4.3.2 Reakce pyrazinového jádra 

Pro přípravu různých substituovaných derivátů pyrazinu jsou vhodné 

homolytické substituční reakce. Charakter substituentu prvního substituentu 

vázaného na pyrazinovém jádře rozhoduje o místě navázání dalšího substituentu. 

Skupiny s  +M efektem (např. Cl, OCH3, NH2) upřednostňují substituci do polohy 

ortho, čímţ vznikají 2,3-disubstituované deriváty
165

. Substituce do polohy para 

probíhá tehdy, je-li první přítomný substituent s –M efektem (např. CONH2, 

COCH3). Pak vznikají 2,5-disubstituované deriváty pyrazinu. 

5.4.3.2.1  Homolytická acylace 

Homolytická acylace (aroylace) pyrazinu je metoda která slouţí k 

zavedení karbonylové skupiny přímo na elektronově deficitní dusíkaté 

heteroaromatické sloučeniny, které jsou k Friedel-Craftsovým aromatickým 

substitucím inertní. 

Zdrojem aroylradikálů jsou aromatické aldehydy, které předávají vodíkový 

atom tert-butyloxyradikálům. Tyto radikály vznikají reakcí tert-

butylhydroperoxidu s ionty kovů. Vzniklé, mezomerně stabilizované, nukleofilní 

aroylradikály mohou aroylovat N-hetareny s vysokou reaktivitou a selektivitou. 

Reakce se obvykle provádí ve zředěné kyselině sírové, čímţ je N-hetaren v 

roztoku k disposici v protonizované formě
166-168

. Mechanismus radikálové 

aroylace v prostředí H2O, AcOH, H2SO4 lze vysvětlit takto
169

: 
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N

N COOH

N

N COOH

H

H
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H
2
SO

4
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R
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N COOH
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N COOH
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H

(+)
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t-BuO
2
. + +H

2
O
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2
. / t-BuO. +

+

.

.

(+)

t-BuO.

(+)

(+)

 

Radikálová aroylace je svým principem homolytickou řetězovou oxidací 

v homogenní fázi, jeţ je katalyzovaná ionty kovů
170

. Katalyticky aktivní jsou 

kovy, které se vyskytují ve více oxidačních stavech (Co
2+

/Co
3+

, Mn
2+

/Mn
3+

, 

Fe
2+

/Fe
3+

, Cu
+
/Cu

2+
).  

Tvorbu radikálů z peroxidů je pak moţno rozlišit dle reakčního prostředí 

(pravděpodobně však vznikají oba moţné radikály, liší se pouze poměrným 

zastoupením): 

polární rozpouštědla (voda, kyselina octová): katalyzátor je ve formě 

iontových komplexů (síran, acetát), redox reakce probíhají především přes 

transfer ligandů: 

Mn+M(n+1)+ROOH + ROO. + + H+ E
a
 = 40 - 50 kJ/mol

 

nepolární rozpouštědla: kovy jsou v kovalentně vázané formě (naftenát), 

redox reakce probíhají především přes transfer elektronů: 

ROOH + Mn+ M(n+1)+RO. + + HO- E
a
 = 40 - 50 kJ/mol

 

V nepolárním prostředí jsou vyšší oxidační stavy kovů redukovány 

aldehydy: 

Mn+M(n+1)+ArCHO + ArCO. + + H+

 

Pokud je přítomna více neţ jedna reaktivní pozice na jádře azinu mohou 

vznikat mimo mono- také diacylprodukty, jelikoţ acylací se reaktivita 

hetarenového systému zvyšuje.  
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V protikladu s tímto tvrzením je skutečnost, ţe vzniklé aroylhetareny jsou 

méně bazické neţ výchozí N-hetareny a při odpovídajících rozdílech bazicity se 

produkty deprotonují, čímţ se u nich sniţuje reaktivita. Je moţné, ţe u 

monosubstituovaných derivátů pyrazinu budou platit obdobná pravidla, která 

formuloval Houminer pro homolytickou acylaci. Přítomnost karboxylové (rovněţ 

tak amidové a nitrilové) skupiny na pyrazinovém jádře má jednak protektivní 

funkci proti diaroylaci jádra a zároveň aktivuje pyrazinový skelet pro radikálový 

nukleofilní atak. Tento postup byl úspěšně vyzkoušen i na našem pracovišti
171-173

. 

Další metoda aroylace (acylace) spočívá v jiném zdroji acylradikálů. 

Vyuţívá -ketokyselin v prostředí kyseliny persírové za katalýzy stříbrných 

iontů
174, 175

. 

O

OH

O
N

N CONH
2

N

N

O

CONH
2

H
2
SO

4

AgNO
3
, (NH

4
)
2
S

2
O

8
+

 

 

Při pouţití pyrazin-2-karboxamidu jako výchozí látky je tak moţno dojít k 

5-acylpyrazin-2-karboxamidu. Reaktivita a selektivita těchto acylací umoţněná 

nukleofilním charakterem acylradikálu je v protikladu k tradiční elektrofilní 

aromatické acylaci. Selektivita reakce závisí opět na substituentu na pyrazinu, tzn. 

ţe substituenty s  -M efektem řídí radikál do polohy 5. 

5.4.3.2.2  N-oxidace 

Pyrazin nepodléhá snadno elektrofilní substituci. Mnohem lépe na 

pyrazinovém jádře probíhají substituce nukleofilní, především tehdy, je-li 

pyrazinový kruh aktivován převedením na N-oxid. 

V závislosti na délce zahřívání, teplotě a molární koncentraci peroxidu 

vodíku přechází pyrazin na 1-mono- nebo 1,4-dioxid
176-178

. Bernardi
179

 připravil 

3-karboxypyrazin-1-oxid působením 2,5 molárního přebytku peroxidu vodíku na 

pyrazinamid v prostředí kyseliny octové. Podobně připravil Uchimaru
180

 3-(4-

morfolinokarbonyl)-pyrazin-1-oxid a Okada 3-chlorpyrazin-1-oxid, z něhoţ dále 

získal 3-methoxypyrazin-1-oxid. Přípravou N-oxidů pyrazinových derivátů se 

zabýval rovněţ Foks
181-183

. 



 

 - 58 - 

Při peroxidaci dvěma moly peroxidu vodíku však vţdy dostáváme směs 

produktů. Pokud je pyrazinové jádro substituováno, vzniká „1-oxid i 4-oxid“ a 

v malé míře i 1,4-dioxid pyrazinu. 

N

N

O

N

N

O

O
N

N
(-)

2 mol 30% H 2O2 /AcOH

4 mol 30% H 2O2 /AcOH

70 °C, 8 h

95 °C, 16-24 h, 95 °C

(-)

(+)

(+)

(+)

(-)

 

Regioselektivita N-oxidace je pak dána vlastnostmi substituentu
184

. 

Třebaţe peroxidace je adice elektrofilu (formálně OH
+
), činidlo neatakuje pozici 

s maximální elektronovou hustotou, tzn. ţe pyrazin substituovaný silnou 

elektrondonorovou skupinou (+M: CH3, NH2) se bude oxidovat především na 

atomu dusíku vzdálenějším od této skupiny za vzniku 3-substituovaného pyrazin-

1-oxidu. Podobný fenomén byl pozorován i u ostatních diazinů. Dostáváme tedy 

podobné zastoupení jednotlivých regioizomerů jako při peroxidaci pyrazinu 

substituovaného skupinou s -M efektem. Reaktivita těchto jednotlivých odlišně 

substituovaných regioizomerů se však významně liší (viz kapitola 5.4.3.2.3). 
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5.4.3.2.3  Halogenace pyrazinového jádra 

Halogenpyraziny jsou důleţitou skupinou sloučenin v chemii derivátů 

pyrazinu, protoţe mohou poskytovat díky snadné substituci atomu halogenu za 

nukleofil řadu jinak nedostupných derivátů. Halogenované deriváty pyrazinu lze 

připravit třemi klasickými způsoby. První metoda spočívá  

v přímé halogenaci pyrazinu v plynné fázi, druhá pak v záměně hydroxylu či 

aminoskupiny na pyrazinovém jádře halogenem působením chloridu nebo 

bromidu fosforylu. Nejčastěji se halogenderiváty pyrazinu získávají nukleofilní 

halogenací N-oxidů pyrazinu
185-188

. Halogenace takto aktivovaného jádra probíhá 

zejména do polohy 2, méně pak do polohy 3. Z halogenačních činidel se nejčastěji 

vyuţívá chlorid fosforylu (níţe je uveden obecný mechanismus chlorace 

nesubstituovaného pyrazin-N-oxidu pomocí chloridu fosforylu). 

POCl
3

N

N

OPOCl
2

N

N

OPOCl
2

Cl

H N

N

ClCl

HCl + PO
2
Cl

N

N

O

+

(-)

(+) (+)
(-)

 

Podle japonských autorů
189 

závisí výsledek chlorace na jádře 3-

substituovaných pyrazin-1-oxidů pomocí chloridu thionylu, chloridu fosforylu 

nebo acetylchloridu na charakteru substituentů. Substituenty s  -M efektem určují 

u 3-substituovaných pyrazin-1-oxidů vstup atomu chloru především do polohy 6. 

Za současné deoxygenace tak vznikají 2,6-disubstituované pyraziny. Substituenty 

s +M efektem řídí vstup atomu chloru zejména do polohy 3, vznikají tedy 2,3-

disubstituované pyraziny. U substituentů se slabým +M efektem vzniká směs 2,3- 

a 2,6-disubstituovaných derivátů pyrazinu. 

Poznatky v této oblasti shrnul Sato
190

, podle kterého místo vstupu chloru u 

3-substituovaného pyrazin-1-oxidu při reakci s chloridem fosforylu je ovlivněno 

nejen charakterem substituentů, ale i reakční dobou. Kromě reakce 3-

aminopyrazin-1-oxidu s chloridem fosforylu je ve všech ostatních případech 

upřednostněným produktem 2,6-disubstituovaný pyrazin. Současně však vznikají 

různá mnoţství 2,3- a 2,5-disubstituovaného derivátu. U 3-substituovaných 

pyrazin-1-oxidů substituent s +M efektem (s výjimkou NH2) potlačí atak atomu 

chloru na -uhlík vzhledem k N-oxidovému seskupení a para k tomuto 

substituentu, vzniká tedy opět 2,6-disubstituovaný pyrazin. Jako vedlejší produkt 
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vzniká 2,3-disubstituovaný derivát vedle minoritního mnoţství 2,5-izomeru. 

Substituent s -M efektem tento atak naopak usnadní, takţe vedle 2,6-

disubstituovaného pyrazinu vznikají jako vedlejší produkty 2,3-disubstituované 

deriváty s větším mnoţstvím 2,5-izomerů neţ v předchozím případě. 

Upřednostnění vstupu atomu chloru na -uhlík vzhledem k N-oxidové funkci je 

způsobeno -M efektem neoxidovaného atomu dusíku v pyrazinovém jádře, tento 

vliv je navíc posílen přítomností substituentu s -M efektem v jeho blízkosti. 

Vysoce selektivní syntézu chlorpyrazinů z 3-substituovaných derivátů pyrazinu-1-

oxidu popsal v další své práci Sato
191

. Reakce 3-methoxy- nebo 3-chlorpyrazinu s 

chloridem fosforylu v přítomnosti aminu (pyridin, diethylamin apod.) vedla k 

vysoce selektivní tvorbě 3-substituovaného 2-chlorpyrazinu, zatímco při pouţití 

chloracetylchloridu namísto chloridu fosforylu byl získán 6-substituovaný 2-

chlorpyrazin. Za podmínek bez pouţití aminu byl výchozí 3-

methoxykarbonylpyrazin-1-oxid převeden na methylester 6-chlorpyrazin-2-

karboxylové kyseliny (viz Tabulka 1). 

Chlorace 3-karboxypyrazin-1-oxidu probíhá za stejných podmínek jako 

chlorace 3-karbamoylpyrazin-1-oxidu. Abe
192

 prováděl tuto chloraci za niţší 

teploty a kratší dobu. Jako meziprodukt vzniká chlorid 6-chlorpyrazin-2-

karboxylové kyseliny, který hydrolyzuje na 6-chlorpyrazin-2-karboxylovou 

kyselinu. V prostředí methanolu lze přímo získat methylester této kyseliny. 
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Tabulka 1: Reakce 3-substituovaných pyrazin-1-oxidů s chloridem 

fosforylu (105°C, 2 h). 

N

N R

O

N

N R
POCl

3 Cl
  



   







(+)

(-)  

 

Polohy atomu chloru a 

zastoupení izomerů ve směsi 

chlorderivátů [%] 

 

  

R 
Výtěţek 

chlorace [%] 
3 5 6 

NH2 51 99 1 - 

OC

H3 
79 44 4 52 

Cl 76 55 5 43 

C6H

5 
96 43 8 49 

CO

NH2 
88 22 22 56 

CO

OCH3 
91 5 5 90 

CN 52 36 24 40 

 

Chlorace 2-substituovaných pyrazin-1-oxidů s chloridem fosforylu vede 

opět ve vysokém výtěţku k 2,6-disubstituovanému pyrazinu, vedle minoritního 

2,3-disubstituovaného produktu. Výtěţek 2,5-disubstituovaného pyrazinu je 

prakticky nulový, viz Tab 2. 
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Tabulka 2: Reakce 2-substituovaných pyrazin-1-oxidů s chloridem 

fosforylu (105°C, 2 h). 

N

N R

O

N

N R
POCl

3 Cl
  



   







(+)

(-)

 

 

Polohy atomu chloru a 

zastoupení izomerů ve směsi 

chlorderivátů [%] 

 

  

R Výtěţek 

chlorace [%] 

3 5 6 

OC

H3 

61 12 0 88 

Cl 76 10 0 90 

C6H

5 

72 11 2 87 

CO

OCH3 

89 1 0 99 

CN 2 0 0 100 

 

Níţe je znázorněn pravděpodobný reakční mechanismus chlorace 3-

substituovaných pyrazin-1-oxidů s chloridem fosforylu. Primárně vzniká ester 

dichlorofosfátu, který je nukleofilním atakem chloridového iontu na 

elektrondeficitní C(2) trasformován na Meisenheimerův komplex. Ten můţe 

podléhat dvěma kompetitivním reakcím. Buď C(2) eliminuje proton a 

dichlorofosfátový anion za vzniku 2,3-disubstituovaného produktu, nebo dojde 

k sekundárnímu ataku C(5) chloridovým iontem a přes další reakční meziprodukt 

vzniká buď 2,3-disubstituovaný, resp. 2,6-disubstituovaný produkt. 
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Nukleofilním atakem chloridového iontu na elektrondeficitní C(6) 3-

substituovaných pyrazin-1-esterů dichlorfosfátu pak vzniká 2,5-disubstituovaný 

produkt. 
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Reakční mechanismus chlorace 2-substituovaných pyrazin-1-oxidů s 

chloridem fosforylu je obdobný; rovněţ vzniká 2,6- resp. 2,3-disubstituovaný 

produkt. 
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5.4.3.2.4  Substituční reakce chlorderivátů pyrazinu 

Výměna halogenu za aminoskupinu, resp. za merkapto-, alkylthio- či 

arylthioskupinu arylhalogenidu vyţaduje obecně tvrdé reakční podmínky. Reakci 

značnou měrou usnadňuje přítomnost elektronegativních skupin (např.: NO2, CN, 

CONH2, COOH), zejména v polohách ortho  
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a para. Snadnost substituce halogenu vzrůstá dále s počtem těchto aktivizujících 

skupin
193

. 

 

Nukleofilní substituce typu alkylsulfanyl- či arylsulfanyldehalogenace 

Pro syntézu alkylsulfanyl- či arylsulfanylpyrazinů se často vyuţívá reakce 

halogenovaného derivátu pyrazinu s příslušným alkyl- či arylthiolátem. Reakce 

většinou vyţaduje dlouhodobé zahřívání, často v autoklávu. Takto připravil Asai z 

benzenthiolátu a 6-chlorpyrazin-2-karbonitrilu v prostředí ethanolátu sodného 6-

(fenylsulfanyl)pyrazin-2-karbonitril. Koncem 80. let připravil pak Dlabal
139

 

zajímavé série na jádrech substituovaných symetrických a nesymetrických 

dipyrazinylsulfidů. 

N

NCl CN

H
2
NOC N

N CN

H
2
NOC

S

N

N

N

NCl CN

N

N CNS

R

pyrazinyl-S (-)  Na(+)Ph-S (-)  Na(+)

 

Foks
194

 získal řadu alkylsulfanyl- a arylsulfanylderivátů pyrazin-2-

karbonitrilu reakcí 6-chlorpyrazin-2-karbonitrilu s příslušným alkyl- resp. 

arylthiolátem sodným v prostředí dioxanu za normálního tlaku. Z těchto sloučenin 

pak syntetizoval celou řadu na jádře substituovaných funkčních derivátů 

pyrazinkarboxylové kyseliny. 

N

NCl CN

N

N CNSR
R-S(-)  Na(+)

dioxan, 100 °C, 15 min.

 

Portnoy
195

 získal řadu potenciálních fungicid reakcí substituovaného 

benzenthiolátu s 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilem v prostředí pyridinu 

(akceptor uvolňujícího se chlorovodíku). Reakci lze moţno provést i v 

triethylaminu (TEA) či jiné bázi. 

N

NCl CN

Cl CN N

NNC

NC

Cl

S

SH

RR

pyridin, 30 °C, 2 h

 

Nutné je zmínit i moţnost opačného postupu, tj. alkylace 2-

sulfanylpyrazinů. Takovou metodu přípravy alkylsulfanylpyrazinů pouţil 

Cheeseman. 2-Sulfanylpyrazin protřepával s methyljodidem v prostředí hydroxidu 

draselného. Reakce proběhla za laboratorní teploty během devadesáti minut.  
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5.4.4 Příprava pyrazin-2-karboxylových kyselin a jejich 

funkčních derivátů 

Zavedení PZA do terapie tuberkulózy podnítilo široký a dlouhodobý 

výzkum ve skupině pyrazinkarboxylových kyselin, která tak představuje v chemii 

derivátů pyrazinu poměrně nejlépe prostudovanou skupinu. 

5.4.4.1  Příprava karboxylových kyselin 

Na jádře substituované pyrazin-2-karboxylované kyseliny lze připravit 

totální syntézou pyrazinového skeletu
196

, oxidací chinoxalinu
197

 manganistanem 

draselným, příp. oxidací alkylového řetězce na pyrazinovém kruhu
198

. Mezi další 

postupy, kterými lze získat pyrazin-2-karboxylové kyseliny, patří zmýdelnění 

nitrilů, podle způsobu provedení získáme bud’ amidy nebo kyseliny
199-201

. 

5.4.4.2  Příprava esterů 

Pro přípravu esterů pyrazinkarboxylových kyselin se nejčastěji pouţívají 

běţné esterifikační postupy, tj. reakce karboxylové skupiny s příslušným 

alkoholem za katalýzy kyseliny sírové či chlorovodíkové
202

. Výhodné je odnímat 

vznikající vodu vhodným vysoušedlem. 

5.4.4.3 Příprava chloridů kyselin 

Chloridy pyrazinkarboxylových kyselin se nejčastěji připravují působením 

chloridu fosforečného
203

, případně účinkem chloridu thionylu
204

. 

5.4.4.4 Příprava nitrilů 

Pyrazinkarbonitrily lze získat, kromě totální syntézy pyrazinového cyklu, i 

klasickými metodami, např. zahříváním halogenovaných sloučenin s kyanidem 

měďným nebo dehydratací amidů. 

Karmas a Spoerri připravili sérii různě substituovaných nitrilů působením 

kyanidu měďného na bromované pyraziny. Jako reakční prostředí pouţili bud’ 

pyridin, nebo -pikolin. 

Nitrily vznikají také dehydratací amidů. Reakce byla provedena oxidem 

fosforečným v prostředí nitrobenzenu, suchého pyridinu nebo toluenu. Zatímco 

dehydratace 3-aminopyrazin-2-karboxamidu probíhala dobře (výtěţek 51%), 
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příprava pyrazin-2,5-dikarbonitrilu, který byl získán působením oxidu 

fosforečného na pyrazin-2,5-dikarboxamid v prostředí nitrobenzenu, probíhala s 

malým výtěţkem. 

6-Chlorpyrazin-2-karbonitril vzniká při reakci 3-karbamoylpyrazin-1-

oxidu s chloridem fosforylu. 

Moderním způsobem lze zavádět nitrilovou skupinu na pyrazinové jádro 

pomocí trimethylsilylkyanidu. Sato popsal reakci 3-substituovaných pyrazin-1-

oxidů s trimethylsilyl-kyanidem v prostředí acetonitrilu, při které vznikají 3-

substituované pyrazin-2-karbonitrily
205, 206

. 
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6 Dosažené výsledky - komentář publikovaných 

výsledků 

V této kapitole budou zmíněny výsledky, které byly opublikovány 

v recenzovaných časopisech. Jde o publikace, které vznikly s přispěním autora 

této práce Autor se podílel na syntetické části těchto studií. Průběţné výsledky 

byly prezentovány formou plakátových sdělení na tuzemských i zahraničních 

konferencích (viz kapitola 7), sumarizovaná data pak byla publikována 

v odborných vědeckých časopisech. Kumulativní Impact Faktor  (Thomson 

Reuters Citation report 2007) opublikovaných prací v časopisech činí 4,541. Dále 

byl na základě optimalizace syntetických postupů vyřešen grant FRVŠ s cílem 

zavést demonstraci moderních separačních metod pouţívaných při syntéze analog 

pyrazinamidu do praktických předmětů Farmaceutická chemie a Technologie 

přírodních a syntetických léčiv oborů farmacie a zdravotnická bioanalytika
143

.  

6.1 Flash chromatografie 

Postup přípravy derivátů pyrazinamidu v sobě zahrnuje reakce, vedoucí ke 

vzniku různých polohových izomerů (blíţe viz kapitola 5.4.3.2). Uţ oxidace 

pyrazinamidu na příslušný N-oxid poskytuje tři izomerní sloučeniny. Podrobíme-

li vzniklé N-oxidy chloraci pouţitím POCl3, vzniká směs polohových izomerů, 

kterou je potřeba rozdělit. Vzhledem k tomu, ţe se jedná o polohové izomery, 

jejich Rf hodnota je velmi blízká. Jedinou moţností separace vzniklých produktů 

z reakční směsi je pouţití sloupcové preparativní chromatografie. 

Nejnáročnšjší separací bylo dělení clorpyrazinkarbonitrilů, kde se 

v chlorační směsi vyskytovaly 3 polohové izomery. Aplikována byla metoda 

krokové gradientové eluce soustavou ethyl-acetát : hexan ve vzrůstajícím poměru 

koncentrace ethyl-acetátu od 0 do 25 %, vţdy v krocích po 2,5 %. 

Velmi důleţitým aspektem jakékoliv chromatografické metody je příprava 

chromatografické kolony. Firma Argonaut Technologies dodává k přístroji kolony 

vyrobené z plastu a předplněné silikagelem o velikosti částic 40-63 m, coţ je 

obvyklá velikost částic silikagelu pro sloupcovou preparativní chromatografii. 

Alternativně lze vyuţít sorbentu s menším průměrem částic, doporučeno je 20 – 

40 m, ale je potřeba počítat s tím, ţe eluce bude probíhat podstatně pomaleji díky 
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většímu odporu kolony. Předplněné kolony lze regenerovat, neboť jsou z obou 

stran uzavřeny plastovými fritami, které lze vyjmout a kolonu naplnit novým 

silikagelem. Při regeneraci kolony je nutno dbát na to, aby byla kolona naplněna 

rovnoměrně, nikde nevznikly ţádné skuliny nebo vzduchové kapsy. Jde tedy o 

plnění kolony suchou metodou, metoda plnění vyuţitím slurry se neosvědčila díky 

následné špatné těsnosti frity uzavírající tuto kolonu (vlhký silikagel u stěn). 

Po naplnění suchým silikagelem je nutno aktivovat kolonu, coţ bylo vţdy 

prováděno nejméně polární sloţkou eluční soustavy tak, ţe byla čerpána do 

kolony v recyklu po tak dlouhou dobu, dokud nepřestaly z vrchní části kolony 

unikat bublinky vzduchu. V tomto momentě je kolona řádně připravena pro 

nanesení vzorku. Vzorek lze nanášet buď v tekutém stavu (pokud je dostatečně 

tekutý) nebo nanesený na malé mnoţství sorbentu (s výhodou silikagel 

v hmotnostním poměru 1 : 1 vůči nanášené směsi, nebo kysele promytý mořský 

písek ve stejném poměru. Kapalina se nanáší vţdy na střed kolony a nechá se 

rozdifundovat do stran, písek se nanáší po celém průměru a zakryje se filtračním 

papírem, aby nedošlo ucpání kanálku pro přívod rozpouštědla v těsnícím pístu. 

Nejvýhodnější postup eluce pro případ dikarbonitrilů je promytí 100 ml 

hexanu a následná kroková eluce se zvyšujícím se podílem ethylacetátu po 2,5 %, 

kdy kaţdý krok tvoří 50 ml eluční směsi. Kolony byly plněny cca 50 g suchého 

silikagelu a děleno na nich bylo cca 2,5 g reakční směsi při průtoku cca 10 

ml.min
-1

. Tímto způsobem bylo tedy dosaţeno poměru 20 : 1 sorbentu ku směsi, 

coţ je i dle literatury dobrý výsledek. 
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6.2 Příprava derivátů 3-chloropyrazin, 

5-chloropyrazin nebo 

6-chloropyrazinkarboxylových kyselin 

 

N

N

N

S

O

 

MIC (Trichophyton mentagrophytes) = 31,25 mol.ml
-1

 

Deriváty odvozené od 3-chloropyrazin, 5-chloropyrazin nebo 6-

chloropyrazin karboxylové kyseliny byly připraveny novou metodou 

regioselektivní syntézy analog pyrazinamidu, která byla vyvinuta na našem 

pracovišti. Součástí této metody přípravy je účinná chromatografická separace 

jednotlivých sloţek reakčních směsí, které vznikají během po sobě jdoucích 

syntetických krocích. Vzniklé chlorované deriváty pyrazin karboxylové kyseliny 

byly podrobeny nukleofilní substituční reakci s 4-methoxy nebo 3-

methoxybenzenthioly v přítomnosti heterogenní mědi jako katalyzátoru.  Byly tak 

získány 6-, 5- nebo 3-(4-methoxyfenyl)sulfanyl pyrazinkarbonitrily nebo příslušné 

karboxamidy a 6-, 5-, nebo 3-(3-mehoxyfenyl)sulfanyl pyrazinakarbonitrily nebo 

příslušné karboxamidy. Tyto látky byly strukturně charakterizovány a podrobeny 

testování na antifungální aktivitu. Nejlepším se ukázal být 3-(4-

methoxyfenyl)sulfanylpyrazin-2-karbonitril se slabou aţ střední antifungální 

aktivitou proti Trichophyton mentagrophytes a Candida albicans
207

. 

6.3 N-substituovaná analoga pyrazinamidu 

N

N

NH

O

Br

Br

OH

R

X

 

Nejúspěšnější látky, R = H, tert-butyl, X = H, Cl 

Kondenzačními reakcemi příslušných chloridů substituovaných 

pyrazinkarboxylových kyselin (pyrazinkarboxylové kyseliny, 6-

chloropyrazinkarboxylové kyseliny 5-tert-butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny a 

5-tert-butyl-6-cloropyrazin-2-karboxylové kyseliny) s různými substituovanými 
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aminothiazoly nebo aniliny byla připravena série třiceti N-substituovaných 

pyrazin-2-karboxamidů. Nově připravené látky byly kompletně strukturně 

charakterizovány, byl jim chromatograficky stanoven Log P a následně byly 

otestovány na antituberkulotickou a antifungální antivitu a inhibici fotosyntézy. 

Nejlepší antimykobakteriální aktivitu na kmenu M. tuberculosis H37Rv vykázaly 

amidy substituované 3,5-dibrom-4-hydroxyanilinem, kdy procento inhibice při 

koncentraci 6,25 g.ml
-1 

činilo 54-72 %. Nejlepší antifungální aktivitu pak 

vykázal 5-tert-butyl-6-chloro-N-(4-methyl-1,3-thiazol-2-yl)pyrazin-2-karboxamid 

proti kmenu Trichophyton mentagrophytes, kdy činila MIC 31,25 mol.l
-1

. 

Z pohledu inhibice generace kyslíku v chloroplastech špenátu (Chlorella vulgaris) 

dopadly nejlépe 5-tert-butyl-6-chloro-N-(5-bromo-2-hydroxyphenyl)-pyrazin-2-

karboxamid a 5-tert-butyl-6-chloro-N-(1,3-thiazol-2-yl)-pyrazin-2-karboxamid 

s hodnotou IC50 41,9 mol.l
-1

, respektive 49,5 mol.l
-1,137

. 

N

NR

NH

O

X

F
F

F

 

Nejúspěšnější látky, R = H, tert-butyl, X = H, Cl 

Syntéza N-substituovaných dvoujaderných analog pyrazinamidu 

pokračovala další sérií dvaceti látek odvozených od pyrazinamidu, 5-

chlorpyrazin-2-karboxamidu, 5-tert-butylpyrazin-2-karboxamidu respektivr 5-

chlor-6-tert-butylpyrazin-2-karboxamidu. V amidové části molekuly byly pouţity 

různě substituované aryly. Byla potvrzena struktura těchto látek, stanoven Log P a 

proveden bilogický screening na antimykobakteriální a antifungální aktivitu a 

inhibici fotosyntézy v chloroplastech špenátu. Nejlepších biologických výsledků 

v případě antimykobakteriálního screeningu dosáhly 

N-(3-trifluormethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid s hodnotou 99 % inhibice růstu 

kolonií M. tuberculosis H37Rv při koncentraci 6,25 g.ml
-1

 a 6-chlor-5-tert-butyl-

N-(3-trifluormethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid s hodnotou 95 % inhibice při 

stejných podmínkách. Těmto látkám byla dále stanovena MIC s hodnotami 6,25 

respektive 3,13 g.ml
-1

. U těchto látek byla stanovena téţ IC50 s hodnotou 62,5 
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respektive 10 g.ml
-1

. Výsledný index selektivity činí tedy 10, respektive 3,2, coţ 

posunulo první zmíněnou látku do dalších stádií biologického testování. 

Z pohledu antifungální aktivity stojí za zmínku pouze střední aktivita 

5-tert-butyl-N-(3-trifluormethylfenyl)pyrazin-2-karboxamidu s hodnotou MIC 

62,5 mol.ml
-1

 proti Trichophyton mentagrophytes. 

Z pohledu inhibice generace kyslíku v chloroplastech špenátu (Chlorella 

vulgaris) dopadl nejlépe 6-chlor-N-(3-trifluoromethyl-fenyl)pyrazin-2-

karboxamid s hodnotou IC50 12,1 mol.l
-1,135

. 

6.4 Deriváty odvozené od pyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

N

N

N

N
NH

F
F

F

 

Nejúspěšnější látka, MIC = 6,25 g.ml
-1

 

Nukleofilní substitucí 3-chlorpyrazin-2,5-dikarbonitrilu různě 

substituovanými aniliny byla připravena série 3-arylaminopyrazin-2,5-

dikarbonitrilů. Připravené látky byly strukturně charakterizovány, byl jim 

chromatograficky stanoven log P a následně byly testovány na 

antimykobakteriální a antifungální aktivitu. Nejlepší antituberkulotickou aktivitu 

vykázal 3-{[3-(trifluormethyl)fenyl]amino}pyrazin-2,5-dikarbonitril s 94 % 

inhibice M. tuberculosis H37Rv při 6,25 g.ml
-1

. Aktivita této látky byla 

nezávisle potvrzena dvěma pracovišti. Jedním z nich je TAACF při americké 

NIAID a druhým je oddělení mikrobiologie Fakultní nemocnice v Hradci 

Králové. Díky velmi dobré aktivitě se tato látka dostala do druhého kola 

screeningu TAACF, kde byla bohuţel vyřazena díky velmi nízkému indexu 

selektivity, jinými slovy pro příliš vysokou cytotoxicitu. Relativně dobrou 

antifungální aktivitu s hodnotou MIC v rozmezí 3,91 – 31,25 mol.l
-1

 vykázaly 

látky 6-chloropyrazin-2,5-dikarbonitril a 3-(2-kyan-4-nitrofenylamino)pyrazin-

2,5-dikarbonitril
138

. 



 

 - 73 - 

6.5 Diskuse dosažených výsledků z pohledu vztahu 

struktury a biologické aktivity 

Ze všech uvedených látek by bylo moţno dedukovat jisté zákonitosti 

pouze pro aktivitu antimykobakteriální, kde byly dosaţeny velmi variabilní 

hodnoty biologické aktivity od téměř nulové aţ po celkem solidní, kdy se MIC 

blíţila 1 µg.ml
-1

, coţ je dnes bráno jako hranice pro velmi dobrou aktivitu při 

výběru nových kandidátů na postup do vyšších fází preklinického testování. 

Tabulka 3: Antimykobakteriální aktivita, vybrané nejlepší látky 

sloučenina 
% 

inhibice 

MIC 

(µg.ml
-1

) 

IC
50 

(µg.ml
-1

) 

S

I 

N

N

NH

O

F
F

F

 

99 6,25 62,5 


10 

N

N

NH

O

Cl

F
F

F

 

95 3,13 10 


3,2 

N

N

Cl
NH

O

Br Br

OH

 

72 - - - 

N

N

N

N
NH

F
F

F

 

94 6,25 2,86 
0

,45 
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Z pouhého pohledu na nejlepší struktury vyplývá, ţe dobrou aktivitu mají 

dvojjaderné deriváty nesoucí na druhém, většinou nepyrazinovém jádře 

elektronegativní substituent o velkém objemu a lipofilitě. Nejlépe pak velký 

halogenový atom jako je brom, nebo perfluorovaný methyl. Co se týče substituce 

na pyrazinovém jádře, zdá se, ţe můţe být variabilnější, aktivní jsou amidy i 

nitrily, i kdyţ u nitrilů dochází ke sníţení indexu selektivity, kdeţto u amidů je 

celkem dobrý. Další substituent kromě amidu nebo nitrilu na pyrazinovém jádře 

být můţe, aktivní jsou i látky s chlórem v poloze 6 nebo tert-butylem v poloze 5. 

 

Tabulka 4: Antifungální aktivita, nejlepší látky. 
*
 - látky jsou aktivní i 

proti dalším patogenním houbám 

sloučenina 

MIC (Trichophyton 

mentagrophytes) 

72 / 120 hod (µmol.ml
-1

) 

N

N

N

S

O

 

31,25 

125 

N

N

NH

O

Cl

 

31,25 

31,25 

N

N

N
S

O  

31,25 

125 

N

N

N

N

Cl

 

15,62
*
 

N

N

N

N
NH Cl

 

15,62
*
 

N

N

NH

O

Cl

 

31,25 

62,5 
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N

N

N

N
NH

N

N
+

O
-

O

 

31,25
*
 

Všechny připravené látky vykazovaly pouze střední antifungální aktivitu, 

kdy nejlépe dopadl derivát nesoucí největší počet nitrilových skupin. 

Inhibice fotosyntézy nebyla zkoumána u všech derivátů, ale ze získaných 

dat vyplývá jistá korelace s antituberkulotickou aktivitou i podobnost aktivních 

struktur. Zdá se, ţe aktivní mohou být látky obsahující co nejvíce -elektronových 

párů zapojených do konjugace a mající absorpční maximum posunuté co nejdále 

od fialové části spektra. 

Do budoucna by bylo výhodné provést retrospektivní SAR analýzu všech 

na KFCHKL připravených derivátů za pouţití moderních výpočetních přístupů. 

Taková studie by mohla poskytnout strukturní typy pro optimalizační studii těch 

nejlepších látek, které byly dosud připraveny. Je moţné, ţe takováto racionální 

studie relativně velké knihovny strukturně podobných látek povede buď k dalšímu 

zvýšení aktivity, nebo sníţení toxicity nově připravených struktur. Obojí by 

mohlo být dobrým přínosem pro vývoj nových antituberkulotik na FaF UK. 
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9 Souhrn v českém jazyce 

Autor této práce se v rámci svého doktorského studia podílel na 

dlouhodobě řešeném tématu při FaF UK v Hradci Králové, který se zabývá 

hledáním nových potenciálních léčiv proti tuberkulóze. Zvoleným přístupem 

k řešení tohoto tématu je syntéza analog pyrazinamidu, léčiva první volby terapie 

TBC, coţ je linie výzkumu započatá na přelomu 80. a 90. let minulého století na 

KFCHKL doc. Jiřím Hartlem, CSc., na kterou navázal doc. Martin Doleţal, Ph.D. 

Za celou dobu bylo připraveno přes 800 analogů zmíněného léčiva. 

V této práci je rozebrán vztah chemické struktury a biologické aktivity 

následujících strukturních analogií pyrazinamidu. Jedná se o deriváty  

arylsulfanylpyrazin-2-karboxamid, arylsulfanylpyrazin-2-karbonitril, N-aryl nebo 

N-thiazolylpyrazin-2-karboxamid a arylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril. 

Prvním krokem studie a cílem práce autora je syntéza zmíněných 

analogických struktur. Tyto látky byly následně strukturně analyzovány a jako 

takové byly postoupeny spolupracujícím stranám pro biologickou analýzu. Ta 

zahrnovala především antimykobakteriální aktivitu a vzhledem k faktu, ţe některá 

antimykobakteriálně účinná léčiva jsou aktivní i jako antifungální látky, byla 

sledována i aktivita antifungální. Vzhledem k tomu, ţe připravené látky 

absorbovaly ve viditelné oblasti elektromagnetického vlnění, byly poskytnuty pro 

studium jejich potence na inhibici fotosyntézy. 

Některé struktury vykázaly velmi solidní antimykobakteriální aktivitu. 

Jedná se především o N-(3,5-dibrom-4-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamid, N-

(3-trifluormethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid a 3-{[3-(trifluormethyl)-

fenyl]amino}pyrazin-2,5-dikarbonitril, které vykázaly aktivitu s hodnotou MIC 

v jednotkách g.ml
-1

. Tyto látky byly v rámci screeningu TAACF propuštěny do 

úrovně 2 hodnocení, kdy byla stanovena toxicita, přesná MIC a vypočten index 

selektivity těchto látek. Jedna z nich má úspěšný výsledek i v této oblasti a je dále 

studována. 

Z publikovaných výsledků je dobře patrná souvislost mezi strukturou a 

biologickou aktivitou připravených látek a je naděje, ţe výběrem dobré látky pro 

strukturní optimalizaci je moţno dojít k velmi nadějné struktuře. 
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Antifungální aktivita byla stanovena jako slabá aţ střední a z připravené 

knihovny derivátů proto nelze racionálně posuzovat souvislosti mezi strukturou a 

účinkem. Inhibice fotosyntézy byla sledována jako okrajový parametr, nicméně 

některé z látek vykázaly v tomto směru zajímavou aktivitu. 
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10 Souhrn v anglickém jazyce 

Author participated during his doctoral thesis on theme with long history 

in Pharmaceutical Faculty research program, which is search for new 

antimycobacterial active compounds. An approach that had been chosen to 

develop such compounds is structure analogy of pyrazinamide, first-line agent in 

treatment of tuberculosis. This pathway have been set up in late 80’s and early 

90’s of last century by doc. Jiří Hartl, CSc. and followed by doc. Martin Doleţal, 

Ph.D. until nowadays. In summary there was prepared over 800 compounds that 

were screened on their antimycobacterial activity. 

This thesis deals with structure-activity relationships of some 

pyrazinamide analogues rather structures derived from arylsulphanylpyrazine-2-

carboxamide, arylsulphanylpyrazine-2-carbonitrile, N-aryl or N-thiazolyl-

pyrazine-2-carboxamide, arylaminopyrazine-2,5-dicarbonitrile respectively. 

The first step of the whole study was chemical synthesis of new analogues 

which was done by the author of this thesis. Chemical synthesis was followed by 

structure elucidation and lipophilicity determination. After synthetic and 

analytical part were completed, biological evaluation begun. Biological analysis 

comprised antimycobacterial activity screening as a main task. Current knowledge 

that some antimycobacterials are active antifungals as well gave good reason to 

evaluate even antifungal activity. Lastly, because all prepared compounds 

absorbed in the visible range of electomagnetic spectrum some of them were 

evaluated for their potential photosynthetic inhibitory activity. 

Some of prepared compounds exhibited relatively high antimycobacterial 

activity, namely N-(3,5-dibromo-4-hydroxyphenyl)-pyrazine-2-carboxamide, N-

(3-trifluoromethylphenyl)pyrazine-2-carboxamide and 3-{[3-

(trifluoromethyl)phenyl]amino}pyrazine-2,5-dicarbonitrile respectively. These 

structures exhibited activity units of g.ml
-1

. These compounds were released to 

higher levels of TAACF antimycobacterial screening. In these levels the nitrilic 

compound exhibited unacceptable toxicity but one of amidic compounds showed 

good selectivity index and is evaluated further. Published results give good view 

onto structure-activity relationships of these analogues and promise even better 

activity after some structure optimization experiments. 
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In case of activity only poor or moderate activities were found thus no 

relevant conclusions on structure activity relationships can be done. Inhibition of 

photosynthetic activity was an additional experiment, because prepared 

compounds of were. On the other hand, some of them exhibited good 

photosynthesis inhibiting activity. 
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