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Seznam pouzitych zkratek a symboli
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FAD
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MDR-TB
MIC
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MS
NAD"
NADH
NADPH
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PZA
RIF
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SAR
TAACF

TBC

diarylchinoliny

dimethylsulfoxid

Directly Observed Treatment Short-Course — systém terapie tuberkulozy
ethambutol

flavin adenin dinukleotid

Fatty Acid Synthase I — enzymaticky komplex mykobaktérii podilejici se na
syntéze vysSich mastnych kyselin s dlouhym fetézcem

Human Immunodeficiency Virus

isoniazid

Mycobacterium tuberculosis

Multidrug resistant tuberculosis

minimdlni inhibi¢ni koncentrace

Mycobacteria Other Then Tuberculosis — atypicka mykobaktéria, v kontextu
této prace predevSim M. avium a M. kansasii

meticilin rezistentni Staphylococcus aureus

hmotnostni spektrometrie

nikotinamid adenin dinukleotid (oxidovana forma)

nikotinamid adenin dinukleotid (redukovana forma)

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (redukovana forma)

National Institute of Allergy and Infectious Diseases (Narodni institut pro
alergie a infek¢ni nemoci), USA

nukledrni magnetické rezonance

para-aminosalicylova kyselina

pyrazinkarboxylové kyselina

pyrazinamid

rifampicin

ribonukleova kyselina

Structure-Activity Relationships — vztahy mezi strukturou a ti¢inkem
Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility — program
USA zaméteny na podporu vyzkumu novych antituberkulotik

tuberkuloza



THF tetrahydrofuran

VERO bunécna linie plivodné izolovana z opicich ledvin, pouZivana jako ¢asty model
sav¢ich bun¢k

WHO World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)

XDR-TB Extensively drug resistant tuberculosis
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1 FORMULACE PROBLEMATIKY A ZPUSOB RESENI

Tuberkuléza (TBC) je infek¢ni onemocnéni provazejici lidstvo pravdépodobné jiz od
jeho pocatkii. Nékteré odhady hovoii o tom, ze az jedna tfetina svétové populace je nosicem
mykobaktérii vyvolavajicich toto onemocnéni. U vétSiny téchto pfenasecu infekce prechazi
do latentni formy a klinicky se neprojevuje. Ackoli relativni 1 absolutni pocet novych ptipadi
manifestni TBC jiZ n¢kolik let klesa, tempo tohoto poklesu je velmi pomalé - v fadu jednotek
procent. V roce 2010 zemielo vinou TBC dle odhadl celkem 1,5 milionu lidi. I proto je TBC
v centru pozornosti Svétové zdravotnické organizace (WHO). Velice znepokojivym faktorem
epidemiologie TBC je stidle se zvétSujici podil mykobakteriéz s rezistenci k bézné
pouzivanym antituberkulotikiim. Neméné zavazny je i problém koinfekce TBC s HIV. U
imunokompromitovanych osob je podstatné zvySené riziko rozvoje aktivni formy TBC.
Zaroven pak TBC patii mezi nejcastéjsi infekeni pticiny amrti HIV pozitivnich.

Samotny patogen vyvolavajici toto onemocnéni, bakterie rodu Mycobacteria,
nejcastéji Mycobacterium tuberculosis, ma v porovnani s jinymi baktériemi fadu specifickych
vlastnosti, mezi néz patii predevsim extrémné lipofilni bunécna sténa a jeji vnéjsi obaly,
schopnost intracelularniho parazitismu spojend se schopnosti pfezivat uvnitt fagocytarnich
lysozomi a schopnost dormance — tedy pfezivani urc¢itého zlomku mykobakterialni populace
ve stadiu nizké metabolické aktivity. Tyto zminéné vlastnosti, které z mykobaktérii ¢ini velmi
dobte adaptované patogenni agens, podstatnym zplisobem znesnadiuji farmakoterapii TBC.

Zakladni terapeuticky rezim nekomplikované TBC je tvofen kombinaci ¢tyt hlavnich
antituberkulotik (isoniazidu, rifampicinu, pyrazinu a ethambutolu) a trvad Sest mésict.
V komplikovanych ptipadech (relapsy, polyrezistence) se mize jednat o mix az sedmi
ucinnych latek a dobu 1écby 18, ale 1 24 mésicti. Vezmeme-li v potaz Casté nezadouci ucinky
téchto reziml a subjektivni odeznéni ptiznaki, ke kterému dochazi jiz po n¢kolika tydnech
terapie, neni piekvapivé, ze compliance pacienta mize byt zhorSena.

Pyrazinamid (PZA) je antituberkulotikem prvni linie a je obsazen ve vSech zakladnich
terapeutickych rezimech TBC. M4 sterilizujici uCinky, je aktivni i1 vici dormantnim
mykobaktériim a vyrazné tak spolu s rifampicinem pfispiva ke zkraceni celkové doby 1écby.
Dle vSeobecné nejvice piijimané teorie je PZA prolécivem a vlastni ucinnou latkou je
kyselina pyrazinkarboxylova (POA), ktera ucinkuje nespecifickym zptisobem. V posledni
dobé se ovSem objevilo 1 nékolik dalSich teorii, které PZA nebo POA pfipisuji specificky

ucinek a konkrétni subcelularni cil. Jiné derivaty PZA/POA, napt. 5-chlorpyrazinamid a n-



propylester POA, pak vykézaly inhibi¢ni efekt na FAS I (mykobakteridlni enzym syntetizujici
mastné kyseliny s dlouhym alifatickym fetézcem). POA tak ptedstavuje vysoce vhodnou

vychozi strukturu pro piipravu novych antituberkulotik.



2 CIL PRACE

Cilem této prace je pfiprava novych, v literatufe dosud nepopsanych derivati POA,
jejich fyzikalné-chemickd charakterizace dostupnymi metodami a otestovani jejich
antituberkulotické aktivity. U nékterych latek pak bude dopliikove otestovana 1 antifungalni a
antibakterialni aktivita proti kmenlim vyznamné patogennim pro ¢lovéka. Na zéklad¢ takto
ziskanych dat bude provedena diskuze vztahii mezi strukturou a i¢inkem danych latek (SAR).
Ptiprava derivath POA jako potenciondlnich antituberkulotik je soucasti dlouhodobého
vyzkumného zaméru Katedry farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv na Farmaceutické fakulté
v Hradci Krélové.

Anilidy POA (I) budou pfipraveny standardnimi metodami a stanou se soucasti
rozsahlé série anilidl jiz pfipravenych kolektivem kolem prof. Dolezala. Mnohé tyto anilidy
jiz vykézaly povzbudivou antimykobakteridlni aktivitu (viz kapitola 3.4.5). DalSimi latkami
pak  budou nearonaticky ~ N-substituované aminokyanpyrazinkarboxamidy a
aminopyrazindikarbonitrily ziskané reakci chlorovanych pyrazinovych prekurzora (II)
s komeréné dostupnymi alkylaminy, cykloalkylaminy, heterocyklickymi aminy (cilova
struktura III) a na jadfe substituovanymi benzylaminy (cilova struktura IV). Na zakladé

vyhodnoceni vztahit SAR v pripravenych sériich budou navrzeny dals$i obmény.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU RESENE
PROBLEMATIKY

3.1 Tuberkuloza

Tuberkuléza (TBC) je infekéni onemocnéni vyvolané baktériemi druhu
Mycobacterium, nejCastéji pak druhem Mycobacterium tuberculosis, tid¢eji potom M. bovis,
M. africanum, M. canetti a M. microti. NejCastéji postihuje plicni tkan, z niz se ovSem muze
v nékterych ptipadech rozsifit i do ostatnich casti téla.

Nejstarsi nalezy lidskych ostatkli poznamenanych tuberkulézou pochazi z vychodniho
sttedomoii a datuji se do doby neolitu, asi 7000 let pfed naSim letopoctem [1].
Mykobakterialni DNA se podafilo izolovat i ze staroegyptskych mumii z obdobi 3000 — 2400
let pt. n. 1. [2]. Mykobaktéria tedy mizeme povazovat za vysoce adaptované patogeny velice
dobie vybavené proti zdkladnim mechanismim lidské imunitni reakce. Plivodce onemocnéni
byl popsan az v roce 1882 Robertem Kochem, ktera za tento objev obdrzel v roce 1905 jednu
z prvnich Nobelovych cen za fyziologii a medicinu. M. tuberculosis tak byva oznacovano

jako Kochuv bacil.

3.1.1 Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis — patogen zpusobujici vétSinu pripada tuberkulozy — je
nepohyblivé, nesporulujici, rovnéd ¢i mirné zahnuta tycka o rozmérech ptiblizné 3 x 0,3 um
[3]. Ve vztahu ke kysliku je to obligatorn¢ aerobni bakterie. V porovnéni s vétSinou ostatnich
bakterii se vyznacuje velice pomalym rastem a replikaci — generacni doba ¢ini asi dvacet
hodin. Oproti tomu napi. u Escherichia coli dochazi k bunéénému déleni ptiblizné¢ kazdych
dvacet minut.

Bunééna obaly mykobaktérii jsou velice bohaté¢ na lipidy, které tvoii asi 60 %
hmotnosti suSiny [4]. To je mnohem vice nez u vétSiny ostatnich druhti bakterii. Vysoce
lipofilni obaly jsou jednim z hlavnich faktord virulence mykobaktérii. Ptispivaji k maskovani
antigennich znak mykobaktéria (ochrana ptfed imunitni odpovédi hostitele), zapfticituji
rezistenci vi¢i mnohym béznym antibiotikim (bariérova funkce) a také umoziuji
mykobaktériim odolavat vyschnuti a pfezivat ve volném prostiedi. Dle soucasného poznani
se bunécné obaly mykobaktéria skladaji ze tfi vrstev. Tvoii je plasmatickd membrana,

bunécna sténa a vnéjsi nekovalentné pfipojend vrstva glykant, lipidi a proteint [5]. Bunééna
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sténa je tvofena zesitovanym peptidoglykanem, na ktery jsou navazany arabinogalaktany
esterifikované extrémné dlouhymi mastnymi kyselinami — tzv. mykolovymi kyselinami, které
jsou typické a kromé mykobaktérii se vyskytuji pouze u rodi Nocardia a Corynebacteria.
Mykolové kyseliny druhu Mycobacterium tuberculosis maji strukturu B-hydroxy kyselin
s hlavnim fetézcem o délce 54 - 63 uhlika (tzv. distalni fetézec). V poloze a je pak navazan
postranni alkylovy fetézec o délce 22 - 24 uhlikll (proximdlni fetézec). Distalni fetézec
obsahuje jeden az dva cyklopropanové kruhy, ptipadné methoxy nebo karbonylové skupiny.
Konfigurace v okoli n€kterych cyklopropanovych kruhtit mtze byt trans [6].

Obrizek 1: Struktura methoxymykolové kyseliny s celkovym poctem 85 uhlikii a
cyklopropanovym kruhem v konfiguraci cis.

proximalni, ¢, Fetézec
OH

SIS SN SO SS00S &
OH

distalni fetézec OCHs

Diilezitym novodobym meznikem v procesu poznavani charakteristik M. tuberculosis
bylo sekvenovani genomu M. tbc H37Rv vroce 1998 [7]. Autoii této price rovnéz

identifikovali velké mnozstvi gentl a jejich funkci.

3.1.2 Patogeneze tuberkulozy

Zpracovano dle literatury [3, 4].

Nejcastéjsim zdrojem ndkazy jsou mykobaktéria Sifend vzduSnou cestou ve formeé
aerosolu, uvoliiovana z dychacich cest infekénich osob s aktivni (otevienou) formou TBC.
Pted zavedenim rutinni pasterizace kravského mléka byla jeho konzumace ¢astym zplisobem
Siteni M. bovis.

Primarni tuberkuléza: Vdechnuté infek¢éni agens se dostava do plicnich sklipki, kde
je pohlcovéno alveolarnimi makrofagy. Tyto neaktivované makrofagy vSak nejsou schopny
mykobaktéria usmrtit a ty se dale rozmnozuji pifimo v lysozomech téchto makrofagh
(intracelularni parazitismus). S nimi jsou poté roznaSeny do regionalnich miznich uzlin a
mohou se dale lymfatickymi a cévnimi cestami Sifit do jinych ¢asti t€la. BEhem 10 — 14 dnii
nastupuje specifickd reakce imunitniho systému. Po prezentaci mykobakteridlnich antigent
dochdzi k produkci specifickych klont T-lymfocytl, které prostfednictvim uvoliovanych

lymfokint aktivuji makrofagy. T-lymfocyty a aktivované makrofagy se poté shlukuji kolem
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loziska infekce, dochazi zde ke splyvani bunc¢k a oddéleni loziska infekce od okolniho
prostoru. Toto lozisko se oznacuje jako granulom, specificky pojem pro granulom zplisobeny
mykobaktérii je tuberkl. Kromé vySe zminénych bunék se na tvorb¢é granulomu podileji i B-
lymfocyty a fibroblasty. Stfed granulomu je vyplnén nekrotickou tkani a odumfelymi
makrofagy — podle syrovitého vzhledu a konzistence se toto oznacuje jako kaseifikace
loziska. Reakce imunitniho systému obvykle vyrazn€ snizi replikaci mykobaktérii, které
z vét§i Casti vlivem nepfiznivych podminek ptechdzi do klidového stavu a stavaji se
perzistory, které mohou uvnitt loziska prezivat mnoho let. Lozisko pak byva postupem casu
kalcifikovano. Normalni reakci nekompromitovaného imunitniho systému na primarni infekci
je tak vytvoteni jakéhosi rovnovazného stavu mezi patogenem a imunitnim systémem.
Postprimarni tuberkuléza: K rozvoji postprimarni tuberkuléozy dochdzi bud'to
exogenni reinfekci ¢i reaktivaci primarniho loziska. Reaktivace loziska miize byt spontanni
nebo spojend s jinym onemocnénim (omezenim imunitniho systému). Reakce imunitniho
systému na postprimarni TBC je ve srovnani s primarni fazi infekce dalece prudsi. Vytvarené
granulomy jsou rozsdhlejsi a kaseifikace intenzivnéj$i. Aktivované makrofagy produkuji
velké mnozstvi proteolytickych enzymu, které zmékcuji az zkapalituji obsah granulomii a
prispivaji tak k lokalnimu Sifeni ohniska infekce. Dochdzi k propojeni loziska
s bronchoalveolarnimi cestami a jedinec se tak stava plné€ infek¢éni ve smyslu kapénkového
rozsevu infekce. Zaroven se objevuji typické symptomy aktivni TBC infekce, mezi které patii
kasel, bolest na hrudi, vykaslavani krve, horecka, poceni a pozdé&ji ztrata chuti k jidlu, ztrata

hmotnosti a inava.

3.1.3 Epidemiologie tuberkulozy

Tuberkuldza je onemocnéni, jehoz vyskyt se nachdzi pod intenzivni kontrolou mnoha
narodnich 1 mezindrodnich organili, znichZ nejvys§i vyznam méa Svétova zdravotnicka
organizace (WHO). WHO od roku 1994 kazdoro¢né uvetejnuje zpravy o TBC — Global
Tuberculosis Control.

Dle posledni publikované vyro¢ni zpravy WHO uvadéjici udaje pro rok 2010 byla
incidence (tj. pocet novych ptipadl v daném roce) 8,8 milioni ptipadd (128 piipadi /
100 000 obyvatel), prevalence (celkovy pocet infikovanych) 12,0 miliont (178 / 100 000
ob.), a mortalita (Umrtnost) 1,1 miliont (15 / 100 000 ob.). K této umrtnosti je tfeba pfipocist
umrti 350 000 HIV positivnich osob s TBC, nebot tyto piipady jsou oficidln¢ podle

mezinarodni klasifikace nemoci evidovany jako umrti v disledku HIV infekce. Odhady
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epidemiologickych ukazatelii, tak jak byly zvefejnény v jednotlivych vyrocnich zpravach
WHO za poslednich pét let, shrnuje Tabulka 1. V této tabulce miZeme aZz do roku 2009
sledovat trend stagnace ¢i mirného narGstu absolutnich c¢isel za soufasného poklesu

relativnich ukazateld — vliv populac¢niho nartstu.

Tabulka 1: Prevalence, incidence a mortalita dle odhadd WHO v letech 2006 — 2010. Absolutni
udaje jsou uvadény v milionech pfipadi, relativni znaci pocet ptipadi na 100 000 obyvatel, sloupec
HIV+, abs. udava absolutni pocet umrti HIV pozitivnich s infekci TBC.

prevalence incidence mortalita
rok ref.
abs. rel. abs. rel. abs. rel. HIV+, abs.
2006 14,4 219 9,2 139 1,5 21,6 0,23 [1]
2007 13,7 206 9,3 139 1,3 19,7 0,46 9
2008 11,1 164 9,4 139 1,3 20,0 0,50 [10]
2009 14,0 200 9,4 137 1,3 20,0 0,40 [11]
2010 12,0 178 8,8 128 1,1 15,0 0,35 [12]

Nicméné v posledni zpravé WHO z roku 2011 [12] (adaje za rok 2010) byly tyto
trendy ponc¢kud poopraveny. Relativni incidence v celosvétovém méfitku zvolna klesala
v obdobi 1990 az 1997. V roce 1997 - 2001 byl poté zaznamenan prudky nariist relativni
incidence v disledku vypuknuti epidemie HIV v Africe. Od roku 2002 relativni incidence
klesa rychlosti zhruba 1, 3 % rocné. Absolutni incidence zacala poté klesat s urcitym

zpozdénim (projevuje se negativni efekt populacniho ristu) v roce 2006.
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Obrazek 2: Svétovy trend relativni incidence, prevalence a mortality TBC. Nalevo: zelené
relativni incidence vcetné HIV pozitivnich, ¢ervené incidence pouze HIV pozitivnich. Uprostied a
vpravo: vyvoj relativni prevalence a mortality v letech 1990 — 2010 a vyhled do roku 2015.
Vodorovné pierusované cerné linie znazornuji cile WHO na snizeni prevalence a mortality TBC na 50
% vuci hodnotam z roku 1990 a to do roku 2015. Svétlejsi odstiny barev znazoriuji pasy nejistoty.
Mortalita nezahrnuje umrti mezi HIV pozitivnimi pacienty. Pfevzato z Global tuberculosis control:
WHO report 2011. WHO document no. WHO/HTM/TB/2011.16. 2011. [12]. Publikovano se
svolenim WHO.
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V soucasné dobé ma incidence TBC klesajici tendenci ve vSech Sesti regionech tak jak
ukazuje obrazek. Tempo tohoto poklesu se pohybuje od méné nez 1 % (vychodni

sttedomoi'ska oblast) az po 3, 7 % ro¢né (oblast Severni a Jizni Ameriky), viz Obrazek 3.
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Obrazek 3: Odhad relativni incidence TBC v jednotlivych oblastech svéta dle TBC. Zelen¢ odhad
relativni incidence, Cervené odhad mezi HIV pozitivnimi. Svétlejs$i odstiny barev znazoriuji pasy
nejistoty. Prevzato z Global tuberculosis control: WHO report 2011. WHO document no.
WHO/HTM/TB/2011.16. 2011. [12]. Publikovano se svolenim WHO.
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Obrazek 4: Odhad incidence (pocet novych pripadii) tuberkuldzy ve svété v roce 2010. Pievzato
z Global tuberculosis control: WHO report 2011. WHO document no. WHO/HTM/TB/2011.16. 2011.
[12]. Publikovano se svolenim WHO.
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3.1.4 Epidemiologie rezistentnich forem tuberkulozy

Z hlediska epidemiologické situace je vyznamnym problémem stale Castéji se
objevujici rezistence mykobaktérii vici standardné pouzivanym IléCivim. Dle zavedené
terminologie rozliSujeme tzv. MDR-TB — Multidrug-resistant tuberculosis — tuberkul6zu
rezistentni alespon vii¢i isoniazidu a rifampicinu; a dale XDR-TB — Extensively drug resistant
tuberculosis — tuberkul6zu definovanou jako MDR-TB s dalsi rezistenci vici fluorochinolonu
a nejméné jednomu dalSimu intravendzné¢ podavanému léCivu druhé volby ze skupiny
amikacin, kanamycin, kapreomycin.

Dokument WHO Multidrug and extensively drug-resistant TB (M/XDR-TB) [13]
zpravy jsou shrnuty v néasledujicich odstavcich.

V roce 2008 byl odhadovany celosvétovy vyskyt MDR-TB 440 tisic ptipadt, coz
predstavovalo 3,6 % vSech ptipadi TBC. Témér 50 % téchto ptipadd se pritom vyskytlo
v Indii a Cing. Dalsi typickou lokalizaci pro MDR-TB potom pfedstavuje tizemi byvalého
Sovétského svazu, konkrétné jeho severozapadni oblast. V roce 2008 pak v dusledku MDR-
TB zemielo odhadem 150 tisic lidi. Rizikovymi faktory pro vyskyt rezistence u daného
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pacienta jsou HIV a piedchozi (pravdépodobné tedy nespravné vedend) lécba TBC.
Znepokojivy je ovSem fakt, Ze incidence MDR-TB je pravidelné¢ zaznamenavéna i u
primoinfekce TBC. V nékterych zemich (vychodni Evropy a stiedni Asie) ¢ini pomér MDR-
TB vici vsem primoinfekcim TBC az 6 % - u piipada s ptedchozi 1é¢bou TBC je zde MDR-
TB zastoupena az v 50 % ptipadi.

XDR-TB byva vétsSinou diagnostikovana dodate¢nym stanovenim citlivosti patogenu
MDR-TB. Celosvétoveé bylo v roce 2008 5,4 % ptipadi MDR-TB diagnostikovano zaroven
jako XDR-TB, v rizikovych zemich (viz vyse) se jedna i o vice nez 10 %.

Velkym problémem zlstava diagnostika a zachyt pripadl rezistence mykobaktérii.
V roce 2008 bylo oficidln€ nahlaSeno pouze 29 423 piipadi MDR-TB, coz z odhadovaného
poctu 440 000 piipadl ¢ini pouze 7 %. Divodem je predevSim Spatnd dostupnost a nizka

kapacita testovani v nejpostizengjSich oblastech.

3.1.5 Tuberkul6za a epidemie HIV

Koinfekce TBC a HIV je zavaznym problémem v celosvétovém méfitku, ktery
znesnadiiuje kontrolu TBC a dosaZeni vytyCenych cili sniZovani incidence této choroby.
Nékteré odhady hovoii o tom, Ze az jedna tietina svétové populace je infikovana
tuberkulozou. U vétSiny jedinct s normdlni reakci imunitniho systému ovSem dojde
k ustanoveni rovnovahy mezi patogenem a vlastnim imunitnim systémem a infekce ptrechazi
do latentni — klidové faze, ve které muze pretrvat po cely zbytek Zivota dan¢ho jedince.
Omezeni imunitniho systému (napf. v disledku HIV) vede k rozvoji aktivni formy TBC
infekce. Imunokompromitovani jedinci s HIV maji dle dat WHO oproti HIV negativnim 21 —
34krat vyssi pravdépodobnost, ze se u nich rozvine infekce TBC (a toto riziko je vyssi
v rozvojovych zemich) [12, s. 61]. V roce 2010 bylo z celkové 9 milioni novych ptipada
TBC 1,1 milionu (tedy asi kazdy desaty) nalezeno u HIV pozitivnich [12]. V opacném smyslu
je mozné fici, ze kazdy diagnostikovany piipad TBC by mé¢l byt zaroven testovan na HIV,
nebot’ riziko koinfekce je vysoké. Budeme-li sledovat pomér pacientii s diagnostikovanou
TBC, ktefi se nasledn¢ podrobili HIV testu a byli pozitivni, vic¢i vSem, kteii se
s diagnostikovanou TBC testu HIV podrobili, dostaneme celosvétove 23 %. V rizikové Africe
je to potom primérné 44 %, v nejhtife postizenych zemich (napt. Svazijsko v jizni Africe) az

88 %. [12].
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Interakce mezi M. tuberculosis a virem HIV (né€kdy oznacovana jako synergismus) je
velmi komplexni a ne vSechny mechanismy tohoto jevu jsou objasnény. Zajemce o danou

problematiku je mozno odkazat naptiklad na tento piehledovy ¢lanek [15].
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3.2 Soucasna farmakoterapie tuberkulozy

Farmakoterapie tuberkulozy je z hlediska adherence pacienta k 1é€bé velmi slozitym
procesem. Standardni terapeuticky rezim (viz kapitola 3.2.5) trva v nekomplikovaném piipadé
plnych Sest mésicii, pficemz subjektivni obtize pacienta mizi Casto jiz po n€kolika tydnech
intenzivni terapie a byvaji vystfidany pacientem negativné vnimanymi nezadoucimi ucinky
podavanych 1é¢iv. Uvédomime-li si zaroven, ze nemocni TBC pochézeji vétSinou ze socialné
vyloucenych vrstev spolecnosti nebo z oblasti s nizsi dostupnosti kvalitni zdravotnické péce,
je jasné, ze dodrzovani doporucovanych lécebnych rezimi v plné délce je mnohdy obtizné
sledovano a vynucovano. Pfitom nedodrZzovani léCebnych reziml je pravdépodobné
nejcastéjsi pri¢inou Sifeni a vzniku rezistentnich forem tuberkulozy [16].

DOTS (Directly Observed Treatment Short-Course) jako iniciativa WHO je
celosvétové uznavana strategie kontroly tuberkulozy. Strategie se osvédcila jako vysoce
ucinnd a zaroven efektivni z hlediska nékladi, coz je velmi diilezité pro moznost jeji aplikace

1 v rozvojovych zemich. Jeji obsah lze shrnout do péti bodt:

e dostatecna politickd a finan¢ni podpora boje proti TBC

e dostupnost mikroskopického vysetfeni TBC ze sputa v laboratofich s kontrolou kvality
e kratkodoba terapie pod ptimym dohledem

e dostupnost vysoce kvalitnich antituberkulotik v Cas potfeby

e standardizovany systém dokumentace prubehu 1écby a hlaSeni vysledkt
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3.2.1 Antituberkulotika prvni volby

0O N OH
Ny | H
| NH, _— ~UN
2 N
N _NH,
0" N HO

PZA INH EMB
pyrazinamid isoniazid ethambutol

RIF
rifampicin

Isoniazid (INH)

Isoniazid, chemicky hydrazid kys. isonikotinové, byl pro antituberkulotickou 1é¢bu
objeven podobné jako pyrazinamid, tedy hledanim analogi antituberkuloticky ucinného
nikotinamidu.

Mechanismus téinku: Isoniazid je mykobakterialni endogenni katalasou-peroxidasou
KatG za u¢asti NAD" oxidovan na reaktivni nestabilni intermediat, ktery se stabilizuje vazbou
na NADH [17, 18]. Vzniké tak kovalentn¢ vazany adukt INH-NAD, ve kterém je zbytek kys.
isonikotinové vazan do polohy 4 nikotinamidové ¢asti NAD. Tento adukt poté funguje jako
inhibovanym enzymem je enoyl acyl carrier protein reduktasa (enoyl ACP reduktasa, neboli
InhA). Tento enzym je soucasti enzymatického komplexu FAS II (Fatty Acid Synthase I1) a je
tak esencialnim pro syntézu mykolovych kyselin mykobaktéria. Podobny u¢inek ma poté
adukt INH-NADP, ktery inhibuje NADPH zavislou beta-ketoacyl-acyl carrier protein
reduktasu MabA ([19], rovnéz soucasti systému FAS II) a dyhydrofolatreduktasu [20],

esencialni enzym pro syntézu nukleovych kyselin.
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Obrazek 5: Schéma aktivace isoniazidu piisobenim katalasy-peroxidasy KatG. Upraveno podle
Janin et al. [21].

NAD*

INH

Mechanismus rezistence: Nejcastéji mutace katG (40 — 90 % pitipadit), dale mutace
inhA, mabA a celé fady dalSich gent kodujicich cile zdsahu INH. Pro Gplny ptehled viz napf.
prehledovy ¢lanek [22, s. 1180].

Rifampicin (RIF)

Rifampicin patfi do skupiny ansamycinovych antibiotik, pro néz je charakteristicka
ptitomnost makrocyklického laktamového kruhu, ktery je tvofen aromatickou ¢asti molekuly,
jejiz dvé nesousedni mista jsou spojena alifatickym mustkem. RIF je antituberkulotikem
s nejvyssi baktericidni aktivitou z pouzivanych antituberkulotik, ptsobi baktericidné¢ na
rostouci i spici mykobaktéria. Zavedeni RIF do praxe umoznilo zkraceni lé€ebnych rezimu
TBC na Sest mésicii [22, s. 1179] a v zékladnich terapeutickych rezimech je podavan po celou
dobu 1é¢by. Vysoka lipofilita RIF je vyhodna pro pronikani skrz lipofilni sténu mykobaktéria
1 pfes hematoencefalickou bariéru pii 1é€bé mykobakteridlnich meningitid.

Mechanismus uéinku: Inhibice prokaryotické DNA dependentni RNA polymerasy.
Po navéazani na B jednotku tohoto enzymu zabraiiuje prodluzovéani nariistajiciho fetézce
syntetizované RNA [23].

Mechanismus resistence: Nejcastéji mutace rpoB, genu kodujiciho vyse zminénou

podjednotku. Rezistence je zkiizend s ostatnimi ansamycinovymi antibiotiky.
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Ethambutol (EMB)

Ethambutol (EMB), (25)-2-[2-[[(2S)-1-hydroxybutan-2-yl]amino]ethylamino]butan-1-
ol, je latkou typu jednoduchého aminoalkoholu. M4 bakteriostatické ti¢inky. Aktivni je pouze
jeho S,S-(+)- isomer. Farmakoforem se pak zda byt ehylendiaminové uskupeni.

Mechanismus ucinku: Mechanismus u¢inku EMB nebyl dosud plné¢ objasnén.
Vzhledem ke strukturni podobnosti s D-arabinosou je pravdépodobné, ze EMB zasahuje do
syntézy arabinanu a jinych od n¢j odvozenych komponent mykobakteridlni stény
(arabinogalaktanu, arabinomannanu) [24]. Tento zasah je zprostiedkovan inhibici riznych
druhti arabinosyl transferas [25]. Byly ovSem publikovany i prace popisuyjici jiné u¢inky EMB
na rizné druhy mykobakterii, napf. inhibici metabolismu RNA [26], inhibici metabolismu
fosfolipidii [27] nebo syntézy spermidinu [28].

Mechanismus rezistence: Mutace v oblasti klastru geni embABC kodujiciho

arabinosyl transferasy EmbA, EmbB a EmbC [29].

Pyrazinamid (PZA)

Chemicky amid kyseliny pyrazinkarboxylové, pyrazin-2-karboxamid. Vzhledem
k tomu, ze struktura pyrazinkarboxylové kyseliny a potazmo PZA je tstfednim motivem této

disertacni prace, je mu vénovana cela kapitola 3.3.

3.2.2 Antituberkulotika druhé linie

Mezi antituberkulotika druhé linie fadime latky, jejichz pouziti k terapii tuberkulozy
pfinasi oproti 1é¢iviim prvni linie ur€ité nevyhody. Témito nevyhodami mohou byt nizsi
ucinnost, vyraznéj$i nezddouci ucinky, pfipadné nedostupnost dané latky (napf.
v rozvojovych zemich). Antituberkulotika druhé linie hraji dalezitou roli v terapii tuberkulozy

rezistentni k né€kterému z 1é¢iv prvni linie.

Aminoglykosidova antibiotika

Aminoglykosidova antibiotika jsou trisacharidy az tetrasacharidy vyznacujici se
pritomnosti neobvyklych aminosacharidt. Jedna se o piirodni antibiotika izolovana z kment
Streptomyces nebo Micromonospora. Vzhledem k velkému poctu bazickych a polarnich

skupin obsazenych v jejich struktufe se Spatn¢ vstiebavaji ze zazivaciho traktu a je tudiz nutné
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u nich volit podani intraven6zni, intramuskularni nebo podéani do likvoru [30]. Mechanismem
ucinku vSech aminoglykosidovych antibiotik je inhibice bakteridlni proteosyntézy
prostfednictvim vazby na podjednotku ribosomu 30S [31]. Vzhledem k faktu, ze uspotadani
eukaryotickych ribosomtl je odli$né, jsou bakterialni ribosomy vhodnym cilem selektivniho
zdsahu. Castymi nezadoucimi u¢inky aminoglykosidovych antibiotik jsou nefrotoxicita a
ototoxicita (poskozeni sluchového nervu a vestibuldrniho aparatu) [32].

V terapii tuberkuldzy nelézd uplatnéni streptomycin, amikacin a kanamycin.
Vzhledem k polarnimu charakteru téchto molekul je ptekvapivé, ze jsou schopny pronikat
vysoce lipofilni mykobakteridlni sténou. Bylo oziejmeno, ze tento prunik se uskutecniuje
systémem tzv. porinti, tedy proteinovych kanala slouzicich k pfijmu hydrofilnich nutrient
[33, 34].

NH
HN™ NH,
0
HO», WOH
NH ~ HoN
NH OH
H,N ” Y OH OH WO, A
o
o -
HyC H,N OH NH;

kanamycin A: R' = NH,, R? = OH
kanamycin B: R" = NH,, R = NH,
streptomycin amikacin kanamycin C: R' = OH, R2 = NH,

_/- o \ \
O=* oH H . )
o) “CH;, Ho™ “IOH HO' "OH
HO w,,o H OH NH,
OH

Glykopeptidova antibiotika

Glykopeptidova antibiotika jsou ptirodni antibiotika izolovanad z rodu Streptomyces.
Stejné jako v pfipadé aminoglykosidii se pro svou polaritu nevstfebavaji ze zazivaciho traktu
a jsou proto uréena k parenterdlnimu podani. Rovnéz nezadouci ucinky jsou typické pro
1é¢iva peptidové povahy — ototoxicita a nefrotoxicita. V 1é¢b¢ tuberkulozy nachazi uplatnéni
kapreomycin, viomycin [21] a enviomycin [35]. Mechanismem uéinku je rovnéz inhibice
proteosyntézy, 1 kdyz molekularni interakce sribosomem je od aminoglykosidovych
antibiotik odlisna [36]. Vzhledem k objemnosti molekuly je pochopitelné, ze latky tohoto

typu vykazuji synergisticky ucinek s 1é¢ivy narusujicimi stavbu mykobakteridlni stény [37].
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Fluorochinolony

Ackoli fluorochinolony nejsou oficidlné registrovany jako antituberkulotika, jiz nyni
hraji vyznamnou roli v terapii MDR tuberkulézy. Jedna se vSak spiSe o star$i ofloxacin a
levofloxacin [47, 48]. Nov¢jsi chinolony v procesu klinického hodnoceni jsou uvedeny
v kapitole 3.2.3.

O
F COOH

| ofloxacin (racemat)
ﬁ N N levofloxacin (S enantiomer)

Thioamidy isonikotinové kyseliny a jiné thioamidy

Ethionamid (thioamid kys. 2-ethylisonikotinové) a prothionamid (thioamid kys. 2-
propylisonikotinové) maji podobny mechanismus ucinku jako isoniazid (INH) — jejich
cilovou strukturou je stejné jako v pfipadé INH protein InhA (enoyl ACP reduktasa) [38].
Ethionamid 1 prothionamid jsou proléciva, kterd jsou aktivovana mykobakteridlni
flavoproteinovou monooxygenasou (tj. FAD obsahujici oxidasou) oznafovanou jako EtaA
[39, 40]. Ta tato léciva oxiduje na S-oxid a dale pies staddium reaktivni sulfinové kyseliny na
2-ethyl resp. 2-propyl-4-amidopyridin. Pravé S-oxid by mohl byt nukleofilem napadajicim
rizné bunééné struktury (enzymy). Zda se, ze tento mechanismus aktivace je spole¢ny vsem
antituberkulotiklim obsahujicim thioamidovou skupinu, nebot’ oxygenasa EtaA oxiduje také
thiocetazon neboli (E)-N-{4-[(2-karbamothioylhydrazono)methyl]fenyl}acetamid,
thiobenzamid a isothionikotinamid [40] — obsoletni antituberkulotika thioamidové struktury.

To je pfi€inou zkiizené rezistence mezi antituberkulotiky této struktury.
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N R
| = ethionamid (R =-CHyCHa)
prothionamid (R =-CH,CH,CH3)

S” NH,

Kyselina para-aminosalicylova (PAS)

Kyselina p-aminosalicylova byla jako antituberkulotikum pouzivana od roku 1946
[41] a v urcité dob¢ byla povazovana i za antituberkulotikum prvni linie [42]. Dnes se vsak
pro nutnost vysokych terapeutickych dévek a velké riziko vzniku rezistence ve vyspélych
zemich nepouzivid. Kvili nizkym nakladim na vyrobu vsSak stile hraje urcitou roli
v rozvojovych zemich [43]. Mechanismus ucinku neni pfesné¢ znam. Muze se jednat o
interferenci s biosyntézou kyseliny listové (inhibice thymidylat reduktasy) na zakladé
strukturni podobnosti s p-aminobenzoovou kyselinou [44] nebo o interakci s metabolismem

zeleza v mykobakteridlni bunice na zakladé chelata¢nich vlastnosti PAS [43].

COOH
OH

PAS

NH,

Cykloserin a terizidon

D-alanin je klicovou slozkou pentapeptidu tvotficiho peptidoglykan bakterialni
bunécné stény. Cykloserin je cyklickym analogem alaninu, proto kompeti¢nim mechanismem
zasahuje do syntézy tohoto peptidoglykanového skeletu. Déje se tak inhibici enzymii D-
alanin-racemasy a D-alanin:D-alanin-ligasy [45]. Z poslednich dat vyplyva, ze inhibice D-
alanin racemasy by méla byt dominantnim mechanismem ucinku [46]. Terizidon svou

strukturou predstavuje zdvojenou molekulu cykloserinu.
O
O
HN HIN N o
! NH2 O \
0O \N NH
O
cykloserin terizidon
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3.2.3 Antituberkulotika v klinickych studiich

Nasledujici tabulka zobrazuje latky, které se nachdzeji v riznych fazich klinického
zkouseni jako antituberkulotika. Zahrnuje nové latky pifimo vyvijené jako antituberkulotika,
struktury nové generace odvozené od téchto novych antituberkulotik a latky s pivodné jinou
indikaci (antibiotika, chemoterapeutika) nyni testované jako antituberkulotika. Jsou zde vSak
zobrazeny 1 klinické studie s jiz zavedenymi antituberkulotiky, které maji za cil zhodnotit
jejich prospésnost v jinych podminkdch (napft. jiné terapeutické rezimy, terapie rezistentnich

forem). Stav je aktualni k zafi 2011.

Tabulka 2: Probihajici klinické studie antituberkulotik, stav v zaii 2011. Prevzato a upraveno

podle [47]. Aktualizovano dle [35].

Latka Druh studie Cilova struktura Faze
. L. TMC207 nova latka ATP synthasa 1T -1IT
Diarylchinoliny
TMC207 pro MDR-TBC nova latka ATP synthasa I
Pyrroly Sudoterb (LL3858) nova latka neznamy I
Ethylendiaminy SQ109 nova latka neznamy I
metronidazol nova indikace neznamy pro TBC I
Nitroimidazoly OPC-67683 nové generace syntéza lipidii a proteind | II - III
PA-824 nova generace syntézy lipida a proteint | II - III
Linezolid nova indikace syntéza proteind I
1,3-Oxazolidinony PNU100480 nové generace syntéza proteinti I
AZD5847 nova generace syntéza proteinti I
gatifloxacin nova indikace DNA gyrasa I
Fluorochinolony moxifloxacin nova indikace DNA gyrasa I
DC-159a nova latka DNA gyrasa prekl.
rifampicin * zavedené anti-TBC RNA polymerasa I
Ansamyciny
rifapentin * zavedené anti-TBC RNA polymerasa II-111

*) studie s novym vysokym davkovanim

Nésledujici pasdze uvadéji nékteré podrobnosti nejvyznamnégj$ich skupin novych

antituberkulotik v klinickém vyvoji.

Fluorochinolony

Ackoli fluorochinolony nejsou oficidlné registrovany jako antituberkulotika, jiz nyni

hraji vyznamnou roli v terapii MDR tuberkulézy. Jedna se vSak spiSe o star$i ofloxacin a
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levofloxacin [47, 48]. Nov¢jsi derivaty 8-methoxyfluorochinolont jsou zkouseny v terapii
nerezistentnich kmenii mykobaktérii. Z dosavadnich vysledkii vyplyvd, Ze nahrada
ethambutolu nebo isoniazidu ze zdkladniho terapeutického rezimu za moxifloxacin ci
gatifloxacin zkracuje dobu potfebné terapie z 6 — 9 mésicti na Ctyfi mésice [49, 50, 51]. DC-
159a je fluorochinolon nové generace pro terapii respiracnich chorob s dobrou

antimykobakterialni aktivitou [52].

0O

F COOH COOH COOH
| |
Y\N N
A OCH

HNJ OCH3A OCH

H 2
gatifloxacin moxifloxacin DC-159a

1,3-Oxazolidinony

Oxazolidinony patifi mezi syntetickd chemoterapeutika. Mechanismem ucinku je
inhibice syntézy proteinil. Narozdil od ostatnich antibioticky u¢innych latek s timto efektem,
které blokuji elongaci vznikajiciho peptidového fetézce, oxazolidinony blokuji vytvoreni
[53, 54]. Vsoucasnosti je jedinym registrovanym léCivem ztéto skupiny lizenolid,
obchodovany jako Zyvox (Pfizer). Spektrum ucinku zahrnuje pfedevSim grampozitivni
baktérie, vcetn€ rezistentnich na béZna chemoterapeutika — napf. MRSA — meticilin
rezistentni  Staphylococcus aureus [55]. Linezolid nachdzi uplatnéni v terapii MDR

tuberkulozy [56, 57].

0] 0]
/N Mo HO} / o
O\—/N@N\A\,H 5 N\_/NAQ*N\A\/H
F T F
linezolid eperezolid
Dalsi derivaty 1,3-oxazolidinonii jsou ve vyvoji. Latka PNU-100480, poprvé
piipravena v roce 1996 [58], je v soucasné dobé v produktovodu spolecnosti Pfizer [59].

V porovnani s linezolidem vykazal lepsi antimykobakteridlni aktivitu pfi stejné snasenlivosti

[60]. Dalsi derivat AZDS847 je vyvijen spolecnosti AstraZeneca [47].
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Diarylchinoliny — TMC 207

TMC 207 je nejucinnéjSim z fady diarylchinolinti (DIARQs) pfipravenych v roce 2004
[61, 62]. Mechanismem ucinku je inhibice podjednotky ¢ mykobakteridlni ATP synthasy [62,
63]. Vzhledem k velké rozdilnosti mykobakteridlni formy tohoto enzymu od eukaryotické
obdoby je tato struktura idealnim mistem selektivniho zadsahu vi¢i mykobaktériim. TMC207
ma velmi dobry steriliza¢ni ucinek, ktery byl v n¢kterych modelech tuberkulozy az stokrat
vEtsi nez v pripadé trojkombinace PZA, RIF, INH [64]. Velice dobra je i ti¢innost proti MDR
mykobaktériim a TMC207 nevykazuje skiiZzenou rezistenci s ostatnimi antituberkulotiky

prvni volby [62, 65].

TMC207

(1R,2S)-1-(6-brom-2-methoxychinolin-3-yl)-4-(dimethylamino )-2-(naft-1-yl)-1-fenylbutan-2-ol

Ethylendiaminy — SQ109

Ethylendiamin SQ109 byl syntetizovan jako soucast $ir§i knihovny analogi
ethambutolu (EMB) [66] a z této knihovny byl poté vybran jako nejvhodné&jsi kandidat [67].
Jeho struktura je charakteristickd isoprenylovymi jednotkami a objemnym zbytkem
odvozenym od adamantanu. Zakladni farmakofor EMB, tedy ethylendiamin, je zachovan.
SQ109 je dobfe uinny i proti kmenim rezistentnim na INH, RIF a EMB [67]. Z toho Ize
dovozovat, ze aC strukturné vychéazi z EMB, jeho uc¢inek bude zamétfen na jinou cilovou
strukturu. Mechanismus u€inku neni plné¢ objasnén.  SQI09 podléhd velmi rychlé

metabolizaci v jatrech a je tedy mozné, Ze se ve skuteCnosti jedna o prolécivo [68]. Klinické
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studie faze I potvrdily dobrou farmakokinetiku a dlouhy polocas, ktery umoziuje i podavani
jednou tydné [69].

Dalsi nové analoga diamint jsou i nadéle publikovana [70].

Nitroimidazoly PA-824 a OPC-67683

Nitroimidazoly jsou strukturné ptibuzné metronidazolu bé€zné pouzivanému k terapii
anaerobnich  infekci.  Antimykobakterialni  aktivita byla nejprve objevena u
nitroimadazofuranti, nicmén¢ tyto latky, vCetné¢ vadci struktury (a) byly mutagenni. [71].
Nitroimidazo[2,1-bJoxaziny, jejichz vid¢i strukturou se stala latka PA-824, pii zachovani
podobné antimykobakteridlni aktivity mutagenitu neprokazaly [72]. PA-824 ucinkuje na
rezistentni formy mykobaktérii a nebyla u néj prokazana zkiizena rezistence s zddnym jinym
antituberkulotikem [72]. Je baktericidni a ucinkuje 1 proti dormantnim mykobaktériim [73].
SAR vztahy ve skupin€ nitroimidazo[2,1-b]oxazinli a jinych nitroimidazold byly popsany

v piehledovém ¢lanku [74].

OzN‘Q\/N\)—\ N§< :><O
AN
a O,N
2-ethyl-6-nitro-2, 3-dihydroimidazo[2,1-b]oxazol PA-824

mutagennl' 2-nitro-6,7-dihydro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazinovy

skelet
OO

OPC-67683
CF;

6-nitro-2, 3-dihydroimidazo[2,1-bJoxazolovy skelet
Dalsi nitroimidazolovy derivat v klinickém hodnoceni, latka OPC-67683, ma na rozdil

od ptfedchozi fady k nitroimidazolovému kruhu pfipojen pouze péti¢lenny cyklus — oxazol.

OPC-67683 je tak predstavitelem a zaroven vid¢i strukturou 6-nitro-2,3-dihydroimidazo[2,1-
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bloxazoli. SAR v této skupiné byly rovnéZ publikovany [76]. Uginkuje taktéZ na rezistentni
mykobaktéria a ani u néj se zpravidla nevyskytuje zkiizena resistence s ostatnimi
antituberkulotiky [77].

Mechanismus obou zminénych latek je stejny a platny ziejmé pro celou skupinu
nitroimidazolovych antituberkulotik. Obé& vud¢i struktury, PA-824 1 OPC-67683 jsou
prolécivy, jejichZ nitro skupina je redukovana mykobakteridlnimi enzymy za vzniku vicero
reaktivnich dusikatych intermediati. Tyto intermedidty poté reaguji s jinymi enzymatickymi
systémy a narusuji syntézu lipidd (tvorbu mykobakteridlni stény) a proteinti mykobaktéria
[75, 77]. Mechanismus u¢inku PA-824 na ned¢lici se dormantni mykobaktéria je pak

zprostiedkovan intracelularnim uvoliiovanim oxidu dusnatého NO [78].

Pyrolly — Sudoterb (LL3858)

Prvni série antimykobakteridln¢ uU€innych pyrrol byla publikovana na konci
devadesatych let minulého stoleti. Latka s ozna¢enim BM212 byla G¢inna i proti resistentnim
mykobaktériim a nékterym atypickym mykobaktériim (MOTTs) [79]. Optimaliza¢ni studie
jiného autorského kolektivu déle vedly k latkdm podobné struktury a ucinku (b) [80]. Zatim
nejslibnéjsi latkou ze skupiny antimykobakterialné ucinnych pyrrold je Sudoterb (LL3858)
patfici do skupiny pyrrolii obsahujicich ve své struktufe motiv isoniazidu [81]. Mechanismus

ucinku antimykobakteridlnich pyrrolti neni dosud znam [47].

— 7\ /\
NN N S N N CF;
\ __/
N N N
cl F @ HN O
Z
cl |
N Sudoterb
BM212 b (LL3858)

3.2.4 Potencionalni nové cile pro farmakoterapeuticky zasah

S poznanim genomu M. tuberculosis a identifikaci jednotlivych gent a jejich funkci
[7] doSlo kvyraznému posunu v poznani fyziologickych a metabolickych procest
mykobaktérii. Proteomickou analyzou je tak mozné identifikovat vhodné bunécéné struktury a

enzymy, které by se mohly stat selektivnimi misty farmakoterapeutického zasahu. Piehled
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téchto novych potencionalnich cili ptesahuje ramec této prace, Ctenate je vSak mozno odkazat

na piehledovy ¢lanek [35] z roku 2011 shrnujici poznani v této oblasti.

3.2.5 Terapeuticka strategie a standardni terapeutické rezimy

Standardy pro terapii tuberkuldzy jsou zpracovavany a zvefejiovany mimo jiné WHO.
Poslednim ucelenym dokumentem WHO v této oblasti je ¢tvrté vydani standardt Treatment
of tuberculosis: guidelines [14]. Z tohoto dokumentu Cerpad i tato kapitola. Z mezindrodnich
standardi  WHO pak vychéazeji jednotlivé narodni standardy, které respektuji
epidemiologickou situaci TBC v dané lokalit¢ a ¢asto také dostupnost a farmakoekonomiku
jednotlivych 1é¢iv.

WHO pouziva kpopisu terapeutickych rezimii akronymy vytvoirené zndzvia
jednotlivych antituberkulotik. Z diivodu konzistentnosti této kapitoly s dokumenty WHO
pfejimame zde toto oznaceni:

e H = isoniazid; R = rifampicin; Z = pyrazinamid; E = ethambutol; S =
streptomycin

o cislovka pted zkratkami 1é¢iv udava dobu trvani 1écby v mésicich

Terapie tuberkulozy se skladd vzdy zkratSi intenzivni faze, ve které se obvykle
pouziva ¢tyfkombinace 1éCiv, ndsledovana pokracovaci fazi (obvykle 2 1éCiva) razné délky
trvani dle vnimavosti patogenu a klinického projevu infekce (aktivni / latentni).

Standardnim doporu¢enym rezimem pro pacienty s primoinfekci TBC je rezim
2HRZE/4HR - tedy dvoumésicni intenzivni faze isoniazid, rifampicin, pyrazinamid,
ethambutol nasledovana cCtyfmésicni pokraCovaci fazi isoniazid, rifampicin. V oblastech
s vysokou mirou rezistence vuci isoniazidu a kde nejsou dostupné testy citlivosti na isoniazid
se doporucuje ponechani ethambutolu béhem pokracovaci faze, tedy rezim 2HRZE/4HRE.
Vzdy pokud je to mozné, mélo by byt upfednostiiovano davkovani jednou denné pied
davkovanim trikrat tydné. Davkovani ttikrat tydn€ je mozno pouzit jen v odivodnénych
ptipadech a pokud je podani kazd¢ dadvky pifimo monitorovano.

U pacienti s pozitivnim ndlezem ve sputu by mélo byt vySetfeni sputa zopakovano po
ukoncéeni intenzivni faze terapie, tedy po dvou mésicich. Pfi pfetrvavajici pozitivité
opakujeme test po dalsim mésici (celkem po ukonceném 3. mésici terapie). V ptipadé¢

pozitivity je doporucovano provedeni vySetteni citlivosti a Gprava rezimu dle jeho vysledk.
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U pacienti s predchozi 1écbou TBC v anamnéze se doporucuje vzdy provést vysetieni
citlivosti patogenu alespoii Vvic¢i isoniazidu a rifampicinu, lépe pak pro vSechna
antituberkulotika prvni volby. Kde takovéto vySetieni citlivosti neni dostupné, mél by byt

nasazen empiricky rezim 2HRZES/1HRZE/SHRE.

3.2.6 Terapie rezistentnich forem tuberkulozy

V ptipadé multirezistentnich forem TBC (MDR-TB) je velka cast odpovédnosti za
lécbu pacienta pfesunuta na oSetfujiciho 1ékafe. WHO publikovala [14] obecna doporuceni
pro terapii MDR-TB, dle kterych jsou sestavovany terapeutické plany pro konkrétni oblast
(napf. narodni plany) na zaklad¢ epidemiologické situace, pfipadné individudlni plany pro
konkrétniho pacienta. Zakladem tuspésné sestaveného individualniho pldnu je samoziejmée
kvalitni vySetfeni citlivosti patogenu.

Dle ucinnosti a uzite€nosti v terapii MDR-TB jsou lé¢iva rozdélena do péti kategorii,
které uvadi Tabulka 3. Z této palety 1éCiv se sestavuje 1ééebny plan podle nasledujicich
pravidel:

e pouzit nejméné Ctyfi rizné latky, které prokdzou ucinnost vici izolatu

e nepouzivat latky, které navzajem vykazuji zkiizenou rezistenci

e pouzivat pouze bezpecna l1éCiva — vyhnout se 1é¢iviim s pochybnou kvalitou
nebo snezddoucimi Ucinky, které by byly pro konkrétniho pacienta
nebezpecné

e vybrat l1éCiva postupné z kategorii 1 az 3 — pfitom vybrat vSechny ucinné latky
z kategorie 1, doplnit jednim aminoglykosidem nebo polypeptidovym lécivem
ze skupiny 2, zahrnout jeden fluorochinolon ze skupiny 3

e pokud ptedchozi postup nevedl k nalezeni alespont 4 ucinnych latek, doplnit
1é¢ivy z kategorie 4

e pokud z kategorii 1-4 nebyla vybrana alesponi 4 ucinna léc¢iva, ptidat 2 dalsi
z kategorie 5

Vysledné terapeutické rezimy pro MDR-TB v praxi pak obsahuji pét az sedm IéCiv.
Doba podavéani injekéniho antituberkulotika ze skupiny 2 vymezuje v pfipadé¢ MDR-TB
rezimul trvani intenzivni faze. Ta by méla trvat minimalné 6 mésicii a zdroveil minimalné 4
meésice poté, co se pacient stal a setrval negativni dle vySetfeni sputa nebo jiné kultivace.

Celkova minimalni doporuc¢ena doba 1écby MDR-TB je 18 mésicii, v chronickych ptipadech
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s rozsahlym poskozenim plic az 24 mésicl. Nezbytnosti je samoziejmée diisledny monitoring

pribéhu 1écby.

Tabulka 3: Rozdéleni léciv pro terapii MDR-TB dle WHO. Uvedené zkratky 1é¢iv jsou pouZzivany
v materialech WHO. Upraveno podle [14].

* pyrazinamid (Z)
1. skupina — p. o. 1é€iva prvni | . cthambutol (E)
volby « rifabutin (Rfb)
* kanamycin (Km)
2. skupina — parenteralni + amikacin (Am)
16&iva * kapreomycin (Cm)

* streptomycin (S)

* levofloxacin (Lfx)

3. skupina — fluorochinolony | * moxiﬂqxacin (Mfx)
« ofloxacin (Ofx)

* p-aminosalicylova kys. (PAS)
. * cykloserine (Cs)

4. skupina — p. o. « terizidon (Trd)
bakteriostaticka lé¢iva 2. linie | . ¢thionamid (Eto)

* prothionamid (Pto)

* klofazimin (Cfz)
* linezolid (Lzd)

» amoxicilin/klavulanat (Amx/Clv)
5. skupina — 1é¢iva s nejasnou | . thioacetazon (Thz)

roli v terapii MDR-TB * imipenem/cilastatin (Ipm/Cln)
* isoniazid ve vysoké davce 16-20 mg/kg/den
* klarithromycin (Clr)
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3.3 Pyrazinamid

Pyrazinamid je bild krystalicka latka s teplotou tani 190-191 °C [82]. Syntéza
pyrazinamidu byla poprvé popsana v roce 1939 v patentu pochazejicim z laboratofi némecké
firmy E. Merck [83]. Pyrazinamid a jeho N-substituované derivaty (substituovanid amidova
funkce) zde byly zamysleny jako potenciondlni analeptika. K objevu antimykobakterialnich
vlastnosti pyrazinamidu doslo o vice nez dvacet let pozd¢ji, vroce 1952 [84, 85]. Cesta
vedouci k poznani PZA jako antituberkulotika pfitom pocala objevem antituberkulotické aktivity
nikotinamidu, tedy amidu kys. pyridin-3-karboxylové [86]. VSechny tyto prvotni studie byly

provedeny in vivo na myS§im modelu tuberkuldzy.

3.3.1 Mechanismus uéinku PZA

Ackoli od 50. let 20. stoleti byl PZA jednim z nejuzivanéjSich antituberkulotik, az do
nedavné doby bylo o jeho mechanismu ¢inku zndmo velmi malo a urcité pochybnosti dosud
pretrvavaji. PZA jako prolécivo pronika pasivni difuzi do mykobakterialni bunky, kde je
plisobenim pyrazinamidasy/nikotinamidasy pfeménén na kyselinu pyrazinkarboxylovou
(POA), vlastni u¢innou latku. Aktivity pyrazinamidasy/nikotinamidasy se pfitom zda byt
v pfimo imérném vztahu k vnimavosti daného mykobaktéria vici PZA [87]. Mechanismus
ucinku vlastni POA pak vysvétluje vSeobecné uznavana hypotéza autord Zhang a kol. [88].
Uvolnéna POA vystupuje z buiiky do extracelularniho prostoru pasivni difuzi a aktivnim (t;.
energii spotfebovavajicim) efluxnim mechanismem. Na tomto misté je nutno poznamenat, ze
u M. tuberculosis je tento efluxni mechanismus v porovnani s ostatnimi druhy mykobaktérii
malo aktivni, coz pfispiva k unikatni vnimavosti M. tuberculosis vaci PZA [89]. V piipadé
kyselého pH extracelularniho prostfedi se urCitd mala cast POA (pK, = 2,9) vyskytuje
v protonizované (neutralni) podobé HPOA — vypocet na zdklad¢ Handerson-Hasselbalchovy
rovnice viz Tabulka 4. HPOA jako neutralni molekula snadno pronikd pasivni difuzi do
intracelularniho prostoru (funguje tedy jako ptenaSe¢ protonu). U M. tuberculosis dochazi
v disledku nizké aktivity efluxniho mechanismu k akumulaci POA v plazmé. Acidifikace
plazmy pak mize vést k inaktivaci riznych vitalnich enzyml mykobaktéria. Zména gradientu
pH mezi intracelularnim a extracelularnim prostorem vede k zadvaznému ovlivnéni

membranovych transportnich mechanismu (pro néz je gradient pH hnaci silou) [88].
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Tabulka 4: Pomér HPOA/POA- v zavislosti na pH

pH 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5
HPOA / POA- (%) 0,788 0,251 0,079 0,025 0,008 0,003

Pasivni difuze POA je samoziejmé nespecificky mechanismus, ktery je sdilen s mnoha
latkami podobné povahy (slabé organické kyseliny). U¢inek POA na M. tuberculosis je tak
ocividné zavisly na deficientu specifického efluxniho mechanismu pro tuto kyselinu.
V souladu stimto ptedpokladem je i znamy fakt, Ze mykobaktéria snizkou turovni
metabolické aktivity jsou k ptisobeni PZA/POA vnimavéjsi [90], nebot’ snizena metabolicka
aktivita znamend 1 snizené mnozstvi dostupné energie vyuzitelné k uskutecnovani
specifického efluxu POA. V souladu s pfedchdzejicim tvrzenim jsou i pozorovani o tom, Ze
ruzné latky negativné zasahujici do energetického metabolismu butiky zvySuji U€inek PZA.
Tento efekt byl pozorovan naptiklad u N,N'-dicyclohexylkarbodiimidu (DCCD, inhibitoru
F1F0 ATPasy) [88]; 2,4-dinitrofenolu a kyanidu [91] a celé skupiny diarylchinolinti (viz
kapitola 3.2.3), které jako potencionalni nové antituberkulotika rovnéZz inhibuji FOF1 ATPasu
a mohou tak tézit ze synergismu ucinku s PZA.

NejcastejSim mechanismem rezistence M. tuberculosis vici PZA je ztrata enzymatické
aktivity pyrazinamidasy/nikotinamidasy zapfi¢inéna mutacemi v genu pncA [92, 93]

kédujicim tuto amidasu.

3.3.2 Mozné specifické ucinky pyrazinamidu a Kkys. pyrazinkarboxylové

Teorie uvedené v predchozi kapitole vysvétlovaly mechanismus u¢inku PZA/POA
jako nespecificky dé&j zalozeny pfevazné na fyzikalné-chemickych vlastnostech POA. Tato
teorie je podporovana faktem, ze se doposud nepodafilo izolovat mykobakterialni mutanty
rezistentni vii¢i POA [92], coz by mohlo znamenat, Ze pro POA neexistuje konkrétni bunécny
cil. Je ovSem také mozné, Ze cil POA sice existuje, ale je natolik dilezitym systémem, Ze jeho
mutace vede k zZivotu neschopnym jedincim. V pribéhu vyzkumu PZA, POA a jejich
derivati bylo ovSem vysloveno nékolik teorii berouci v potaz i mozny specificky u¢inek
téchto latek na konkrétni mykobakteridlni subcelularni cil. Nasleduje stru¢ny piehled téchto

teorii.
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PZA/POA jako fale$ny analog nikotinamidu v syntéze NAD"

Nikotinamid, tj. amid pyridin-3-karboxylové kyseliny, je spolu s kyselinou
nikotinovou jednou zmoznych vychozich latek v syntéze NAD' (nikotinamid adenin
dinukleotid). Pyrazinamidasa/nikotinamidasa (PncA) je prvnim enzymem této syntetické
cesty a PZA 1 nikotinamid je ji shodné metabolizovan na ptislusné kyseliny. Tato fakta vedla
k domnénce, Ze PZA/POA by mohl fungovat jako faleSny analog nikotinamidu/nikotinové
kyseliny a bud’to inhibovat néktery z enzymi této metabolické syntetické drahy nebo vést
k tvorb& nefunkénich analogii NAD". Toto tvrzeni viak dosud nebylo prokazano [87]. Situace
je navic komplikovana tim, Ze u mykobaktérii se stejn¢ jako u mnohych jinych
prokaryotickych organismii kromé prezentované biosyntézy NAD' z nikotinamidu &i
nikotinové kyseliny vyskytuje i syntéza NAD" de novo, vychazejici z aminokyselinovych

prekurzora [94].

Obrizek 6: NAD" a strukturni podobnost nikotinamidu a pyrazinamidu. Mozny mechanismus
ucinku.

N CONH,
nikotinamid

® >
L L
CONH,
PZA

Derivaty PZA/POA jako inhibitory Fatty Acid Synthase I

Fatty Acid Synthase I (FAS I) je komplex enzymu podilejicich se na syntéze vysSich
mastnych kyselin s dlouhym fetézcem. Tyto kyseliny jsou esencialni slozkou obal
mykobaktérii.

Inhibice biosyntézy mastnych kyselin byla jako mechanismus G¢inku navrzena pro 5-

chlorpyrazinamid (5-Cl-PZA) autory Zimhony a kol. [95], ktefi pozorovali, Ze rezistence
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ruznych mykobaktérii vici 5-CI-PZA je vazana na plasmidovy gen fasl, kodujici FAS 1.
Kromé 5-CI-PZA byla inhibice FAS I v této studii pozorovana i u samotného PZA 1 POA, i
kdyz pouze ve vysokych koncentracich (1000, resp. 1500 pg/ml). Boshoff a kol. [96] toto
pozorovani ovéiovali i na izolovaném enzymu FAS I a aktivitu potvrdili pouze pro 5-CI-PZA,
nikoliv PZA samotny. Zimhony, Ngo a kol. posléze publikovali FAS I inhibi¢ni aktivitu POA
a jejich estert, predev§im n-propylesteru [97, 98]. Jak vidno z pfedchozich citaci, informace
ohledné aktivity vi¢i mykobakteridlni FAS I jsou nékdy protichtidné, nicméné se zda, Ze
tento mechanismus ucinku mizeme potvrdit alespont u nékterych derivati PZA.

Poslednim pokrokem v této oblasti je studie z Cervna 2011 [99], ktera pomoci NMR
techniky potvrdila vazbu PZA i1 POA na izolovanou FAS 1. Z této studie vyplynuly nékteré
zajimavé souvislosti. Vazba PZA 1 POA byla sice slaba, ale jednoznacna, a bylo urceno i
pfesné vazebné misto. Piesnéji vazebnd mista, ktera byla odlisnd pro PZA a POA. PZA
soutezil o vazebné misto s NADPH - kofaktorem FAS. Vynoiuje se tak opét motiv strukturni
podobnosti PZA a nikotinamidu. Rovnéz je potvrzeno, ze jak PZA tak POA inhibuji
mykobakterialni FAS 1, a to kazda z té€chto latek odliSnym mechanismem. Bude zajimavé dale
sledovat, zda autofi proveii stejnou NMR metodou i vazbu jinych derivati PZA, napi. 5-CI-

PZA.

PZA/POA jako inhibitor trans-translace

Trans-translace [100, 101] je proces kontroly kvality translace vyskytujici se ve vSech
eubakteriich a v n€kterych eukaryotickych organelach. Pokud z néjakého diivodu (napt. zlom
v mRNA, vétveni mRNA, vyskyt neobvyklych kodoni) dojde k ptreruseni translaéniho
procesu (tedy procesu prepisu mRNA do podoby fetézce aminokyselin), piekladajici ribosom
zUstava asociovan s posSkozenou mRNA a casteéné vzniklym defektnim proteinem. Trans-
translace je mechanismus umoziujici uvolnéni a recyklaci tohoto ribosomu spojenou
s degradaci defektniho proteinu. Kli¢ovou roli v procesu trans-translace hraje tmRNA
(tansfer-messenger RNA), kterd plni informacni i pfenaSeCovou funkci [102]. Strucné
popséano, tmRNA piinasi (pfenaSecova funkce) alanin, ktery je navazdn na konec defektniho
proteinového fetézce. Posléze tmRNA vytésni z ribosomu pivodni defektni mRNA a sama se
stava templatem, ktery ribosom zacne piekladat (informacni funkce). Translaci tmRNA je
k defektnimu proteinu pfipojena sekvence oznacujici tento protein jako urceny k degradaci.

Samotna tmRNA pottebuje pro svou funkci n€kolik dalSich proteint.
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Nova studie publikovana v srpnu 2011 v prestiznim casopise Science [103] popisuje
inhibi¢ni u¢inek PZA (ptfesnéji POA) na trans-translacni proces Mycobacterium tuberculosis.
Studie prokazuje, Ze POA (nikoliv vSak PZA) se vdze na ribosomdlni protein RpsA. Funkci
tohoto proteinu je zprostfedkovani prvotni vazby mezi ribosomem a tmRNA. Po navazani
POA na ribosomalni RpsA je tak znemoznéno piipojeni tmRNA k ribosomu a cely trans-
translacni proces je inhibovan. Autofi tuto teorii dale podkladaji zjiSténim, Ze n&kolik malo
mutant Mycobacterium tuberculosis, které byly rezistentni k PZA a zaroveil neméli mutaci
v genu pro pyrazinamidasu (pncA), mély mutace v genu rpsA.

Trans-translace je zdsadnim obrannym mechanismem bakterii a je pochopitelné, ze
jeho dilezitost se projevuje predevSim v podminkach, které mohou vést k chybam
transkripcnich a translacnich procesti. Takovymi podminkami vedoucimi k bunéénému stresu
mohou byt i nedostatek zivin, hypoxie, kyselé pH, pfipadné pfitomnost inhibitort
energetického metabolismu. To jsou piesné ty podminky, ve kterych je obecné znama vyssi
aktivita PZA. Autoii studie [103] proto véfi, Ze tato teorie vysvétluje ucinky PZA 1épe nez
dosud vSeobecné uznavand teorie autori Zhang kol. o nespecifickém ucinku POA.

Minimalné je takto urcen dalsi specificky cil pro POA — ribosomalni protein RpsA.

3.3.3 Farmakokinetika pyrazinamidu

Farmakokinetika kazdého 1éCiva je podstatnou casti (podminkou) jeho
farmakodynamického ucinku. I sebetcinngjsi latka v in vitro podminkach nemize uspét jako
1é¢ivo, pokud neni schopné se v terapeutickych koncentracich dostat na ptedpokladané misto
svého pusobeni. Nazornym piikladem je pyrazinkarboxylova kyselina (POA), kterd svou in
vitro antimykobakterialni aktivitou vysoce prevysuje samotny PZA, v podminkach in vivo je
ovSem neucinna. V nasledujicich odstavcich proto nasleduje stru¢ny popis osudu PZA po
podani. Farmakokinetikou 1é¢iva rozumime jeho adsorpci, distribuci, metalismus a exkreci —
soubor téchto d&jii proto byva v odborné literatuie ¢asto oznacovan jako ADME.

Obvykla denni terapeuticka davka PZA pro dospélého cini podle nejnovéjsiho
doporuc¢eni WHO [14] 20-30 mg/kg denné, piipadné 30-40 mg/kg tiikrat tydné. Obvykle
tedy 2 g denné pro pacienty nad 50 kg télesné hmotnosti, resp. 1,5 g denné pro pacienty
s vahou pod timto limitem. Po peroralnim poddni se PZA rychle vstfebava a po podani
nala¢no dosahuje maximalni koncentrace v plazmé (cmax = 53,4 +/- 10,4 ug/ml) po 1-2 hod

(Tmax = 1,43 +/- 1,06 hod) [104]. Polo¢as PZA byl stanoven na 3,5 hod u déti a 6 hod u
dospélych [105], tato studie byla provedena na lidech s klinicky manifestovanou infekci TBC.
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Asi jedna tfetina podané davky PZA se rychle metabolizuje v jatrech na kyselinu
pyrazinkarboxylovou (POA) a je vyloucena zorganismu [106]. PZA 1 POA jsou dale
oxidovéany xantinoxidasou a aldehydoxidasou na 5-OH-PZA, resp. 5-OH-POA. Neni proto
pirekvapenim, ze allopurinol, bé&zné uzivany inhibitor xantinoxidasy, snizuje rychlost
eliminace PZA [106, 107]. Exkrece PZA a jeho metaboliti se odehrava prevazné ledvinami,
70 % podané davky se vylouci moci jako POA, 5-OH-POA, 5-OH- PZA a pouze 3 % jako

nezménény PZA.

Schéma 1: Metabolismus pyrazinamidu

Ny ~CONH,  jaterni amidasy N ~COOH
(. - J
N'p

ZA N poa

aldehydoxidasa

JIN\]/COOH
HO N HO N/

5-OH-PZA 5-OH-POA

l<: xantinoxidasa, :>l

3.3.4 Nezadouci uéinky pyrazinamidu

Nejcastéjsimi nezadoucimi ufinky PZA jsou poskozeni jater v dusledku jeho
hepatotoxicity a arthtralgie, pfipadné az akutni ataka dny, v disledku zvySenych hladin
kyseliny mocové v plazmé (hyperurikémie) po podavani PZA.

Hyperurikémie jako nezadouci ucinek PZA je zplsobena kompetici PZA s kys.
uvedeni PZA do klinické praxe [108] a z4jem o tuto problematiku pietrval [109]. Ackoli se
jedna jisté o nepiijemny problém, nebot’ se vyskytuje u vétSiny pacienti 1é€enych PZA, jen
malokdy se rozvine do té miry, aby byla ohrozena antituberkulotickd medikace (vysazeni
PZA). Naptiklad dle studie [110] provedené v Indii na 50 nemocnych s aktivni TBC se
zvySena hladina kys. mocové vyskytovala asi v 50 % piipadd (po Sesti az osmi tydnech
terapie), ale arthralgické obtize se vyskytly pouze asi u pétiny z téchto ptipadii (tedy celkové
asi u 10 % lécenych). Navic lze tyto obtize pomérné¢ snadno feSit dostupnou Iécbou

nesteroidnimi antiflogistiky, napf. kyselinou acetylsalicylovou.
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Mechanismus hepatotoxicity PZA nebyl dosud objasnén [111, s.759]. Rizikovymi
faktory jsou vyssi vék, malnutrice, alkoholismus, HIV infekce a chronicka virova hepatitida B
a C (HVB, HVC) [112]. Ptidani PZA ke kombinaci isoniazid (INH) + rifampicin (RIF)
zvysilo riziko hepatotoxickych projevi z 0,8 % na 2 % [113]. Zaroven bylo prokazano, ze
INH a jeho toxicky metabolit hydrazin zvySuje v in vitro usporadani citlivost jaterni bunécné

linie HepG2 viici hepatotoxickému plisobeni PZA [114].
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3.4 Chemické obmény struktury pyrazinamidu jako snaha o
vyvoj novych antituberkulotik

Jiz z&hy po uvedeni PZA do klinické praxe v 50. letech 20. stoleti se objevily snahy o
pfipravu U¢inn¢jSiho antituberkulotika vychazejictho ze struktury PZA. Vzhledem
k neznalosti mechanismu ucinku PZA se jednalo o snahy pievazné empirické. Nasledujici
Cast této prace vychazi zvyborného piehledu SAR derivath PZA prezentovaného
v monografii Burger's Medicinal Chemistry, Drug Discovery, and Development [111, s. 756-
758], ktery je doplnén informacemi o jinych derivitech PZA s publikovanou
antituberkulotickou aktivitou, véetné téch, které byly pfipraveny na Farmaceutické fakulté

v Hradci Kralové.

3.4.1 Polohové isomerie pyrazinového jadra

O 0 o] 0O
N
= = - =
N N N/N N\N
1 2 3

PZA
Dulezitost vlastniho pyrazinového jadra pro ucinek PZA byla zjisténa v roce 1952
zahy po objeveni aktivity PZA. Rogers a kol. [115] otestovali aktivitu ostatnich diazin-
karboxamidii na mySim modelu in vivo. Pouze pyridazin-3-karboxamid (2) vykazal slabou

aktivitu, pyrimidin-5-karboxamid (1) a pyridazin-4-karboxamid (3) byly neuc¢inné.

3.4.2 Jednoduché substituce pyrazinového jadra

o) o) 0 0 0
N N N HaC N N
X TNH; S TNH, ST ONH, (S N ST N
N~ NH, N~ “OH HO™ N N c1” N
4 5 6 7 8

Zavedeni aminoskupiny (4) a hydroxylové skupiny (5) do polohy 3 opét vedlo
k derivatim net¢innym na myS$im modelu (in vivo) [115]. Derivaty s aminoskupinou ¢i
hydroxyskupinou v poloze 5 nebo 6 byly sice pfipraveny, ovSem jejich antimykobakterialni
aktivita nebyla publikovana. Vzhledem k tomu, ze 5-hydroxypyrazin-2-karboxamid (6) je
jednim z hlavnich metaboliti PZA (blize viz 3.3.3), by informace o jeho aktivité byla jisté

zajimava.
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6-Methylpyrazin-2-karboxamid (7) peroraln¢ podavany v potravé mysim byl neuéinny
[116], nicméné Vontor a kol. [118] u této latky zjistil in vitro aktivitu proti M. tuberculosis
H37Rv.

5-chlorpyrazin-2-karboxamid (5-chlorpyrazinamid, 5-CI-PZA, (8)) je v jistém smyslu
publikoval Cynamon a kol. [119] dllezitou praci, ve které demonstroval aktivitu 5-CI-PZA,
kterd byla u vSech in vitro testovanych druhii a kmenii mykobaktérii lep$i v porovnani
s nesubstituovanym PZA. 5-CI-PZA ucinkoval i na mutanty M. tuberculosis rezistentni vici
PZA a rovnéz tak na kmeny M. bovis, M. kansasii, fortuitium, smegmatis a avium, tedy
organismy piirozen¢ rezistentni vii¢i PZA. VSechny tyto kmeny inhiboval in vitro (pH = 5,5)
s MIC v rozmezi 8 — 64 pg/ml, coz byl v porovnani s PZA (MIC > 2048 pg/ml) vyborny
vysledek. Vzhledem ke skute¢nosti, ze 5-CI-PZA byl G¢inny i proti organismiim s malo
aktivni ¢i neaktivni pyrazinamidasou, autofi jiz v této studii vyjadrfili podezteni, ze 5-CI-PZA
je bud’to jako prolécivo aktivovan jinym mechanismem nebo ma celkové jiny mechanismus
ucinku. Podezieni na jiny mechanismus u¢inku pak bylo zédhy potvrzeno studii [96], kterd
zjistila inhibi¢ni vliv 5-Cl-PZA na mykobakteridlni enzym Fatty Acid Synthase I (FAS I),
tedy jeden z enzymi podilejicich se na syntéze vysSich mastnych kyselin s dlouhym fetézcem,
esencialni slozky bunécné stény mykobaktérii. Nutno poznamenat, ze in vivo aktivita 5-Cl-
PZA nebyla dosud publikovéna.

Inhibice FAS I byla jako mechanismus G¢inku navrzena i u jinych derivati PZA (s 5-
Cl substituci i bez ni) a u nékterych téchto latek byla i potvrzena. Vice je o tomto problému

pojednano v kapitole 3.3.2.

3.4.3 Jednoduché obmény karboxamidové funkce
S o 0 0
= = — | = H
N N N
4 5 6

HN"‘!\N
Ng_-CN Noo" S
Ly [
N N
9

8
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JiZz v prvotni praci Kushnera a kol. [116] byla prozkoumana in vivo aktivita (po p. o.
podani my$im) sloucenin vzniklych jednoduchou obménou karboxamidové skupiny PZA
Byla tak provétena aktivita thioamidu (4), N-acetylovaného derivatu (5), N-methylovaného
derivatu (6), hydrazidu (7) a karbonitrilu (8). Zadna ztéchto jednoduchych obmén
karboxylové skupiny PZA nevedla k ucinné latce. Wichter a kol. [117] zkoumali in vitro
aktivitu isostert POA. Tatrazolylovy isoster POA 2-(1H-tetrazol-5-yl)pyrazin (9) byl shledan

neucinnym.

3.4.4 Estery pyrazinkarboxylové kyseliny jako proléciva

Priprava estertl karboxylovych kyselin jako lipofilnéjsich proléciv vlastni uc¢inné latky
je ve farmaceutické chemii hojné uzivanym postupem. Obecné piipravou lipofilnéjSich
proléciv obvykle sledujeme zlepSeni farmakokinetickych vlastnosti 1é¢iva — tedy dostupnosti
lé¢iva v predpokladaném misté plsobeni, v pfipadé mykobaktérii s velmi lipofilni bunécnou
sttnou 1 zlepSeny prinik do utrob mikroba — pfipadné ovlivnéni organoleptickych
charakteristik 1éCiva (maskovani nepfijemné chuti apod.). V pfipad¢ pouziti strukturné
specifickych alkoholli (napt. hormondlni povahy, obecné pak jakéhokoliv ligandu
interagujiciho s ur€itou strukturou v organismu) lze dosahnout castecné cilené distribuce
1é¢iva, tzv. targettingu. Vyhodami cilené distribuce jsou poté celkoveé nizsi davka potiebna

k navozeni terapeutické hladiny v misté piisobeni a mensi nezadouci (toxické) tcinky na jiné

tkané.
POA
0 11

NJ)J\ e /«:H CHs
7 °

Ji “

cl” N =11, 13, 15
12 13 14

Samotna kyselina pyrazinkarboxylova (POA, 10) in vitro je antituberkuloticky velice
ucinnd a s vysokou pravdépodobnosti se jedna o uinnou latku proléciva PZA (viz 3.3.1).
Nicméné v podminkéch in vivo se pravdépodobné kvili nevyhodné farmakokinetice ukézala
jako neucinna [121, 122]. Logickym krokem proto byla snaha o pfipravu lipofilnich estert
POA s lepsim farmakokinetickym profilem. O tento koncept se opét zaslouzil kolektiv kolem

Michaela H. Cynamona z Upstate Medical Institution, Syracuse, NY, USA. V ramci nékolika
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studii [120, 121, 122] z90. let 20. stoleti bylo pfipraveno témét sedmdesat riiznych esterti
odvozenych od POA, 5-CI-POA, 5-F-POA a 5-CH3-POA. Ptipravou téchto esterti se podafilo
ucinnost PZA v in vitro testech rozsifit i na Mycobacterium avium a M. kansasii. Jednou
aktivitou proti M. tuberculosis MIC = 0,06 ug/ml [121], tj. asi stokrat vyssi €innosti nez
PZA. U tohoto esteru byl navic pozdéji publikovan i jiny mechanismus G¢inku — inhibice
mykobakterialni FAS 1, viz kapitola 3.3.2. Problémem esterii jako prekurzorti POA je ovSem
jejich nizka stabilita v plazmé. Lidsk4d plazma obsahuje zna¢né mnozstvi riiznych esteras,
pfedevsim butyrylcholinesterasu, paroxonasu a albumin esterasu [123]. Piehledovy ¢lanek
[124] zabyvajici se SAR estert POA pfipravenych Cynamonem a kol. konstatuje, Ze stericky
chranéné estery odvozené od tercidrnich alkoholil, napft. fert-butyl 5-chlorpyrazinoat (12) and
2°-(2-methyldecyl) 5-chlorpyrazinoat (13) maji podobnou in vitro aktivitu jako n-propylester
a zaroven dostateCnou stabilitu v plazmé. Pozdéjsi studie [125] pak zkoumala aktivitu a
stabilitu estert POA s dlouhym nerozvétvenym alkylovym fetézcem — dodecylpyrazinoatu,
tetradecylpyrazinoatu a hexadecylpyrazinoatu (14). Rovnéz zde byla nalezena tadové lepsi
aktivita oproti PZA a zaroven dostatecna stabilita v lidské plazmé. Tato studie pak potvrdila 1

dostate¢nou rychlost hydrolyzy téchto esterti enzymy mykobakterialniho homogenatu.

3.4.5 N-substituované amidy pyrazinkarboxylové kyseliny

R': H, haloalkyl nebo niz&i alkyl

Q R’ R? a R* nezavisle na sobé alkyl, subst.
N\ )\ .R? alkyl, cykloalklyl, aryl, subst. aryl,
[ JI H N alkylaryl a subst. alkylaryl; nebo R?a
X N/ R3 R3 spolu tvofi 6-ti¢lenny hetorycyklicky

(substituovany) kruh
morfazinamid 16 R3: H, X, nizsi alkyl

Nejslibngjsim derivatem tohoto typu byl po dlouhou dobu morfazinamid, N-
(morfolin-4-ylmethyl)pyrazin-2-karboxamid (15). PtestoZze v nckterych aplikacich - a to
ptevazné v in vitro ucinku na intracelularni M. tuberculosis v makrofazich - byl morfazinamid
vyrazné lepsi nez PZA [131, 132], vin vivo experimentech nepiinesl oproti PZA Zadné
vyrazné vyhody [133] a od jeho dalsiho vyvoje bylo postupné upusténo. V nedavné dobé byl
zajem o tato aminomethylenova analoga (mezi které patii i morfazinamid) obnoven. Chung
a kol. [134] publikovali sérii 15 aminomethylenovych analogl a testovali je na aktivitu in
vitro na bunécné kultuie a modelu infikovanych makrofagi. Vysledky byly srovnatelné ¢i

spise horsi nez u PZA (25 — 100 pg/ml proti viici PZA vnimavym kmenlm M. tuberculosis).
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Ojedin¢le se vSak objevila i aktivita proti kmenlim rezistentnim na PZA. Duvéru v tyto
derivaty pak autofi projevili zfizenim patentu [135] na tato aminomethylenova analoga (16),
konkrétné na kombinacni terapii kmenG rezistentnich vici PZA  kombinaci
aminomethylenovy analog + rifampicin.

N-substituované amidy POA se mély také uplatnit jako proléciva, podobné jako tomu
bylo u ptedchozi popisované skupiny estert. VySe zminiovana studie [125] se kromé estert
zabyvala 1 analogickymi amidy, tedy N-dodecyl, N-tetradecyl a N-hexadecylpyrazin-2-
karboxamidem (15). Pfipravené amidy ovSem nebyly v dostate¢né mife hydrolyzovany
mykobakteridlnim homogenatem a byly tudiz témét neaktivni.

Fenylem N-substituované derivaty PZA, tedy anilidy kys. pyrazinkarboxylové, jsou
dlouholetym zijmem kolektivu kolem prof. Dolezala na Farmaceutické fakult¢ v Hradci
Kralové, ktery v této oblasti publikoval fadu praci [126, 127, 128, 129, 130]. Bylo pfipraveno
pres sto ruznych anilidd substituovanych na fenylovém 1 pyrazinovém jadie (17).
Nejuspesnéisi latky vykazaly v testovani TAACF pii koncentraci 6,25 pg/ml inhibici rastu M.

tuberculosis ptes 90 % - viz Tabulka 5.

Tabulka 5: Prehled nejucinnéjsich anilidi POA. Dolezal a kol.

} , , | Inhib. [%]
R R R pii 6,25 Citace
e} | X s pg/ml
—R }
RNy — H H 3-CF, 99 [130]
I N Cl | (CH;),C | 4-OH 97 [127]
—
22 °N R H, Cl Cl | (CH3)sC | 2-OH 96 [127]
2.
Cl | (CH3C | 3-F 88 [129]

Za ponckud vzdalengj$i N-substituované amidy POA muzeme povaZovat struktury
vzniklé Mannichovou reakci z pyrazinamidu, formaldehydu a piperazinu substituované¢ho
aromatickym cyklem. Sriram a kol. [136] publikovali celkem 17 latek této obecné struktury
(18), kde aromatem byl nejcastéji substituovany fenyl, ale také 2-pyridyl, 2-pyrimidyl nebo
benzyl. Z piipravenych derivati byly jednoznacné nejucinngjsi fenylové derivaty s vysokou
lipofilitou, které zaroven obsahovaly deaktivujici substituenty 4-CF; nebo 4-F. Aktivita téchto
latek byla velmi dobra, 0,78 resp. 1,76 pg/ml proti M. tuberculosis a podobnou aktivitu
vykazaly 1 proti MDR kmentim. V ramci studie autofi pfipravili i n€kolik latek, v nichz
vyuzili strukturniho motivu fluorochinolont. Nejucinnéjsi latka (19) vykazala MIC = 0,39

pug/ml proti PZA citlivému kmenu a MIC = 0,2 pg/ml proti MDR kmenu M. tuberculosis.
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3.4.6 Pyrazinamid jako soucast chinoxalinového skeletu

Derivaty chinoxalin-1,4-N-dioxidového skeletu vykazuji Sirokou paletu biologickych
ucinkli, mimo jiné UCinky antibakteridlni, antimykobakteridlni, antikandidozni,
antiprotozoarni a mutagenni [137]. Jen za poslednich deset let bylo publikovano 51
puvodnich praci zabyvajicich se antimykobakteridlnimi ucinky struktur obsahujicich
chinoxalinové a cCastéji  chinoxalin-1,4-dioxidové  jadro. Vyvoj téchto latek
s antimykobakteridlni aktivitou do roku 2005 zachycuje ptehledovy clanek [137].
Antimykobakterialni aktivita byla zaznamenana u rizné substituovanych derivatl, z nichz
vétSina nesla na pyrazinové ¢asti molekuly karbonitrilovou (20,22,24) nebo karboxylovou
funkci (21) a muzeme je tak povazovat za jistou obdobu pyrazinkarboxylové kyseliny.
V polohéch 6 a 7 chinoxalinového kruhu se osvédcila substituce halogenem (20,21,22,23) ¢i
methylem (24). V poloze 3 se pak Casto uplatnila substituovand aminoskupina (22,24)
pripadné jeji acetamidova podoba (20). Odkazy na ptivodni literaturu pro jednotlivé struktury

je mozno najit ve zminovaném pichledovém ¢lanku [137].
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Nasledujici studie pak provéfily aktivitu pfimo chinoxalin-1,4-dioxidového jadra s N-
substituovanou karboxamidovou funkci v poloze 2 — tedy velmi blizk4 analoga PZA. Prace
kolektivu Zaranz, Monge [138] prezentovala antimykobakteridlni aktivitu hodnocenou dle
metodiky TAACF (viz kapitola 4.1.1) 31 rGznych derivati obecné struktury 25, kde amidova
skupina byla substituovana (R’) rizn& substituovanymi fenyly, fert-butylem, nebo 4-
fenylpiperazin-1-ylem, ptipadné 4-benzylpiperazin-1-ylem. Jako nejucinnéjsi v této sérii se
ukézala substituce fenylem, naopak vloZeni piperazinového miistku mezi karboxamidovou
funkci a fenylové jadro vedlo ve vSech piipadech kneucinnym latkdm. Absolutné
nejucinnéjsi byl 6,7-dichlor-3-methyl-N-fenylchinoxalin-2-karboxamid 1,4-dioxid s MIC
proti M. tuberculosis 0,78 pg/ml. Dalsi tii anilidy pak mely MIC < 3,25 pg/ml.

(CS) O R3= /_< ) X1:H,2'CH3
R’ NG .R3 X
Q : i R3= —N_ N(CHy,
R2 l?l@ — / \ n=0.1 neucéinné
N
25 8 x?

X2: H, 2-OCHs,4-OCHs3, 4-Cl, 4NO
R1,R2=H, Cl, CHy

R3=-C(CHs)3

V ramci préace jiného autorského kolektivu [139] byly syntetizovany N-substituované
chinoxalin-2-karboxamid 1,4-N-dioxidy vétSinou s fenylem v poloze 3 chinoxalinového jadra.
Autofi v této studii zkoumali vliv propojovaciho alkylenového mustku —(CH;),- pro n = 0 az
3 mezi karboxamidovou skupinou a fenylovym jadrem. Nejlepsim se ukéazal byt methylenovy
mustek (n = 1). VétSina latek vykazala dle TAACF metodiky alesponi stfedni aktivitu, nejlepsi
latky pak vykazaly MIC proti M. tuberculosis v rozmezi 3 — 6 pg/ml. Studie rovnéz potvrdila
vhodnost substituce chinoxalinového jadra v poloze 6 a/nebo 7 desaktivujicimi skupinami,
pfedevsim chlorem. Tento zavér je v souladu s pozorovanim v rdmci pfedchozi zminované
série struktury 25.

Zavérem je mozno Kkonstatovat, ze ze skupiny chinoxalin-1,4-N-dioxidd bylo
publikovano mnoho latek se zajimavou antituberkulotickou aktivitou, v nékterych ptipadech
véetné aktivity proti kmenlim rezistentnim vici PZA. Otazkou zlistdvd mechanismus G¢inku
téchto latek ve smyslu zjisténi, zda se jedna o Ucinek zalozeny na strukturni podobnosti s
PZA/POA, nebo je mechanismus Gc¢inku odliSny. Dobré aktivita chinoxalin-1,4-N-dioxidl by
nas rovnéz mohla inspirovat ke strukturni obméné — vytvofeni N-oxidl - v sériich anilida

pyrazinkarboxylové kyseliny popisovanych vyse v kapitole 3.4.5.
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3.4.7 Jiné derivaty pyrazinamidu

Imramovsky a kol. [140] publikovali koncept novych antituberkulotik vzniklych
spojenim dvou samostatné antimykobakterialné¢ G¢innych fragmentt. Jako vychozi jednotky
byly pouzity PZA, INH, kys. para-aminosalicylova (PAS), EMB a ciprofloxacin. Kombinace
PZA s ciprofloxacinem (26), PAS (27) a INH (28) jsou zobrazeny nize. Tyto latky vykazaly
dobrou in vitro aktivitu proti M. tbc H37Rv v tadu jednotek nebo desetin ug/ml. Byla
zaznamenana 1 aktivita vi€éi MOTTs. ZvySena aktivita je dle autorli spojena s nartistem
lipofility (spojeni dvou fragmentli do jednoho celku). Latky jsou prevdépodobné ucinné az po

uvolnéni pivodnich fragmenta.
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(fenylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitrilti s riznou substituci na fenylovém jadie. Tato série

bude diskutovana na jiném mist€ této prace (kapitola 5.3.4).
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4 METODICKA CAST

4.1 Pouzivané syntetické postupy

V ramci této disertacni prace byly pro piipravu meziprodoktd a findlnach sloucenin
pouzivany vyhradné¢ metody diive popsané v literatufe [141, 142, 143]. Na tomto misté tak
neni tifeba tyto metody popisovat. Ze syntetického hlediska tato prace vychazi z ptedeslych
kvalifikacnich praci obhdjenych na katedie Farmaceutické chemie a kontroly léciv (Dlabal
[144], Dolezal [145], Jampilek [146], Palek [147]). Konkrétni podminky reakci a vytézky lze

nalézt v ptislusnych pracech, které tvoti ptilohy P1-P5.

4.1 Metodika biologického hodnoceni

Prestoze vétSina zde uvedenych metod je popsdna v jednotlivych komentovanych
publikacich autora, povazuji za vhodné zde uvést nékteré podrobnosti a souvislosti, které by
v jednotlivosti danych ¢lankd nemusely byt ziejmé. Predev$im stat’ o testovani v ramci
programu TAACF (viz dale) objasni pomérné slozitou metodiku testovani, kterd se navic

v prib¢hu Casu meénila a je tak pti¢inou rizné vyjadienych vysledkd.

4.1.1 Hodnoceni antimykobakterialni aktivity v ramci programu TAACF

Projekt TAACF (Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility)
[148] byl zalozen v USA v roce 1994 pti americkém Nérodnim institutu pro alergie a infek¢ni
nemoci (National Institute of Allergy and Infectious Diseases, NIAID). Az do bfezna roku
2010 byl tento projekt zaméfen vyhradné na podporu akademického vyzkumu novych
antituberkulotik. Laboratofe z celého svéta mohly na zékladé bezplatnych kontraktl zasilat
vzorky nové pfipravenych sloucenin k testovani. Zaroven bylo zajisténo, ze vlastnickd prava k
dané sloucenin¢ (publikovani, pfipadné patenty) ziistavaji s ptivodcem dané slouceniny.
Projekt TAACF v této podobé skoncil v bfeznu 2010 a v soucasné dobé se zaméfuje na
testovani vybranych strukturnich typi in vivo.

Velkym ptinosem TAACF bylo zprostfedkovavani spoluprice mezi riznymi
laboratofemi v¢etné napojeni do farmaceutického primyslu. Vysledky testii sloucenin, které

nejsou chranény vlastnickymi pravy, jsou publikovany na webu TAACF [149].
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Portfolio dostupnych testit v ramci TAACEF tvotily in vitro testy na urceni aktivity, in
vitro testy s infikovanymi makrofagy, in vivo testy na riznych mySich modelech, testy
biodostupnosti slou¢eniny na mys$im modelech, testy cytotoxicity na VERO buiikéch a dalsi.
Od roku 2001 bylo rovnéz zavedeno HTS (High-Throughput Screening) testovani na vybrané
subcelularni cile (enzymy).

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové méla v ramci kontraktu moznost testovani v
ramci TAACEF, ktery se tak stal zdrojem nékterych vysledk publikovanych v ramci této
disertacni prace. V ramci spravné interpretace je proto zapotrebi nastinit metodiku zakladnich
screeningovych in vitro testu.

e Level 1: Primary Assay Data. Vsechny slouceniny jsou testovany proti M.
tuberculosis H37Rv pfi tedéni 6,25 pg/ml. Vysledky jsou vyjadieny jako
procentudlni inhibice ristu detekovana jako pokles fluorescence. Slouceniny
vykazujici pii této koncentraci miru inhibice > 90 % jsou oznaceny jako ,,aktivni” a
postupuji do druhého kola hodnoceni — Level 2.

e Level 2: MIC Assay Data. Slouzi k pfesnému stanoveni MIC.

e Level 2: Cytotoxicity Assay Data. Stanoveni cytotoxicity na VERO bunkéch.
Cytotoxicita je vyjadiena jako ICsp — koncentrace testované latky hubici 50 %
bun¢k. Praktickym vyjadienim toxicity je tzn. index selektivity SI = ICsy/ MICyy.
Slouceniny s SI > 10 postupuji do tetiho kola hodnoceni — Level 3.

e Level 3: Macrophage Assay Data. /n vitro test na modelu makrofagu infikovanych
TBC. Sleduje se pokles ristu rezidudlnich mykobaktérii v makrofagu, vysledky
vyjadieny jako ECyy a ECy9, tedy koncentrace latky snizujici tento riist o 90 resp. 99
%. Latky s ECgp> 16 x MIC jsou oznaceny jako ,,neaktivni.”

e Level 3: SDRMIC Data Assay. ZjiStovani MIC vici vybranym kmenim M.
tuberculosis s rezistenci.

e Level 3: dalsi testy napt. na aktivitu viici M. avium
Shora uvedené schéma testovani bylo v prubéhu projektu TAACF mirné pozménéno:

e Primary Screen (Dose Response): Determination of a 90% Inhibitory
Concentration (ICyp). Primarni test, metoda MABA (viz kapitola 4.1.5). Nafedéné
latky (obvykle v rozmezi 100 — 0,19 pg/ml) jsou testovany vici M. tuberculosis.

Vysledkem jsou piimo hodnoty ICsy a ICoy. Slouceniny s ICq < 10 pg/ml jsou

oznaceny jako ,,aktivni“ a postupuji do dal$iho testu.
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e Secondary Screen: Determination of Mammalian Cell Cytotoxicity (CCsg). Test
na urceni cytotoxicity pro savci buiiky, VERO model. Ekvivalent vySe uvedeného

Level 2: Cytotoxicity Assay Data.

Vyse uvedend drobnd zména metodiky standardniho testovani vramci TAACF
vysvétluje, pro¢ u nekterych latek této prace (a publikaci naSeho autorského kolektivu) je
uveden pouze udaj o procentudlni inhibici a chybi konkrétné ur¢ené hodnoty ICsg a ICq. Je
tomu tak u latek testovanych dle star§i metodiky, které zaroven neprosly do druhého kola

testovani.

4.1.2 Hodnoceni antimykobakterialni aktivity ve spolupraci s Pardubickou
krajskou nemocnici a Fakultni nemocnici v Hradci Kralové

Testovani na antimykobakteridlni aktivitu provadéné ve spolupraci s Krajskou
nemocnici v Pardubicich (Odd¢leni klinické mikrobiologie) a pozdéji s Fakultni nemocnici
v Hradci Kralové (Ustav klinické mikrobiologie) byly vyznamnym zdrojem informaci o
antimykobakteridlni aktivité latek pfipravenych v ramci této disertacni prace. V porovnani s
testovanim v ramci TAACF byly vysledky poskytovany v kratS§im ¢ase a na rozdil od TAACF
byla testovana i i¢innost na jiné druhy mykobaktérii — M. kansasii a M. avium.

Test byl provadén mikrodilu¢ni metodou na mikrotitracnich destickach s vizualnim
odeétem. Testované kmeny mykobaktérii byly zakoupeny z Ceské narodni sbirky typovych
kultur (CNCTC, [150]) pfi Statnim zdravotnim tustavu. Jednalo se o nasledujici kmeny: M.
tuberculosis H37Rv CNCTC My 331/88, M. kansasii CNCTC My 235/80, M. avium CNCTC
My 80/72 a M. avium CNCTC My 152/73.

Testované latky byly rozpustény v DMSO a nafedény dvojkovou fadou. Testované
koncentrace byly nejprve 128 — 64 — 32 — 16 — 8§ — 4 — 2 ug/ml, pozd¢ji bylo fedéni zméneéno
na 200 — 100 — 50 — 25 — 12,5 — 6,25 — 3,13 pg/ml a nakonec o jeden fad posunuto k niz§im
koncentracim 100 az 1,56 pg/ml. Vlastni fedéni latek probihalo dvojim zptasobem. Dle
prvniho zpusobu byla pfipravena zasobni koncentrace testované latky v DMSO a dalsi fedéni
bylo provadéno dvojkovym fedénim do zkumavek s pfipravenou pidou. Dle novéjsiho
zpisobu fedéni se rozpusténa latka v DMSO dvojkové fedila do zkumavek s DMSO a
kultivacni ptida byla ptfidavana teprve do jamek mikrotitracni desticky. Tento druhy zpiisob se
ukézal byt vhodnéjsi pro latky s vyssi lipofilitou hiife rozpustné v testovacim médiu. Dle
starSiho postupu u lipofilngjsich latek totiz dochédzelo k ¢aste¢nému vysrazeni latky po ptidani

zakladniho fedéni v DMSO do kultivacniho média. Tento precipitovany podil se Casto jiz
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nepodafilo rozpustit ani dalSim fedénim do média, v disledku ¢ehoz mohlo dochazet ke
zkreslenym vysledkiim vinou neptesného fedéni. U novéjsiho zplsobu fedéni do DMSO byl
tento problém vyrazné omezen, ne-li odstranén.

Zakladni vodna suspenze mykobaktérii byla pomoci denzitometru upravena
na koncentraci 0,5 — 1 dle McFarlandovy stupnice. Z této zakladni suspenze byly ptipraveny
vysledné suspenze s fedénim 107 a 107, kterymi se inokulovaly mikrotitracni desticky.
Mykobaktéria byla kultivovana v Sulové ptidé (Trios, Praha) o pH = 5,5 — 5,7 v inkubétoru
pti 36 + 1 °C a zajisténi vhodné vlhkosti prostfedi o dobu 14 - 21 dni. Kritériem doby
kultivace je dostate¢ny narlst v kontrolni jamce — médium s 0,5% DMSO. I ptes pouZzivani
komeréné pfipravovanych pid muselo byt jejich pH pravideln¢ kontrolovano — posun pH
k vys$§im hodnotam se projevil jako snizeni €innosti PZA vici M. tuberculosis.
které¢ doSlo k viditelnému potlaceni ristu mykobaktérii. Aby byl odecet platny, nesmi se
hodnoty MIC pro fedéni mykobakterialni suspenze 107" a 107 ligit o vice neZ jeden ¥ad. Dale
musi byt viditelny nartist mykobaktéria v kontrolni jamce s DMSO bez testované latky —
vylouceni vlivu DMSO na riist kmene a ovéfeni viability kmene pro vylouceni falesné
pozitivnich vysledkl. V kontrolnich jamkéach se standardem (PZA nebo isoniazid) musi byt
viditelnd inhibice ristu — odliSeni moZné bakteridlni kontaminace vedouci k falesné
negativnim vysledkiim. Jako standard byl pouzivan PZA, kterd byl pozdéji u necitlivych
kmenit M. avium a M. kansasii nahrazen isoniazidem.

Obrazek 7 zachycuje schematické znazornéni mikrotitraéni desticky, zpiisob fedéni
latek a rozmisténi kontrol dle posledniho protokolu pro testovani antimykobakteridlni aktivity

pouzivaného ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové.

Obrazek 7: Schematické znazornéni mikrotitra¢ni desticky, zpisobu fedéni a kontrol dle posledniho
protokolu pro testovani antimykobakterialni aktivity. (K = kontrola rdstu, koncentrace v pug/ml).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
fedéni 10" 10° 10" 10° 10" 10° 10" 10° 10" 10° 10" 107
K K K KJIK KJK KJIK KJK K

100 100 }J100 100 §100 100 J100 100 J100 100 j100 100
50 50 50 | 50 |50 50 |50 50 J50 50 )50 @50
25 25 25 25125 25125 25125 25125 25
12,6 12,5 12,5 12,5)12,5 12,5)12,5 12,5112,5 12,5]12,5 12,5
6,25 6,25 6,25 6,25]6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 ]6,25 6,25
3,13 3,13 3,13 3,13 3,13 3,13 3,13 3,13 3,13 3,13 ]3,13 3,13
1,56 = 1,56 1,56 1,5611,56 1,56}1,56 1,56}1,56 1,56]1,56 1,56
PZA nebo INH] Latka 1 Latka 2 Latka 3 Latka 4 Latka 5
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Vzhledem k rozdilnym molekulovym hmotnostem testovanych latek by bylo piesnéjsi
a spravnéjsi provadét fedéni v molarnich koncentracich. V odborné literatufe se vSak velmi
casto antimykobakterialni aktivita udava v hmotnostnich koncentracich [pg/ml]. Hmotnostni
koncentrace také pouzivaji testovaci protokoly TAACF. Molekulova hmotnost nékterych
latek ptipravenych v této praci byla téméf trojnasobna v porovnani s molekulovou hmotnosti
standardu PZA. Proto tam, kde to bylo vhodné, byly vysledn¢ MIC [ug/ml] pfepocteny a
uvadény i jako MIC [umol/l]. Molarni vyjadieni bylo pouZivano i pii analyzach SAR.

4.1.3 Hodnoceni antifungalni aktivity

Hodnoceni antifungalni aktivity vii¢i vybranym oportunnim patogentim ¢lovéka bylo
provadéno na Katedie biologickych a lékaifskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové. Latky byly testovany mikrodiluéni bujénovou metodou [151]. Testovanymi kmeny
byly Candida albicans ATCC 44859 (CA), Candida tropicalis 156 (CT), Candida krusei E28
(CK), Candida glabrata 20/1 (CG), Trichosporon beigelii 1188 (TB), Aspergillus fumigatus
231 (AF), Absidia corymbifera 272 (AC), Trichophyton mentagrophytes 445 (TM).

Latky byly rozpuSttny v DMSO a dvojkové fedény v médiu RPMI 1640 s
glutaminem. Vysledna koncentrace DMSO byla mensi nez 2,5 % (v/v) a pomoci kontroly
bylo ovéteno, ze DMSO v této koncentraci neovliviiuje rust testovanych hub. Inkubace byla
provadéna v médiu RPMI 1640 s glutaminem pufrovanym na pH = 7,0 pomoci MOPS (3-
morfolinpropan-1-sulfonové kyseliny). Podminky: staticka inkubace za tmy, 35 °C. Hodnoty
MIC byly odecteny vizualné po 24 a 48 hod., v pfipadé¢ pomalu rostouciho Trichophyton
mentagrophytes po 72 a 140 hod. Jako standardy byly pouzity flukonazol, nystatin ¢i

amfotericin B.

4.1.4 Hodnoceni antibakterialni aktivity

Hodnoceni antibakterialni aktivity vi¢i vybranym patogentim bylo provadéno na
Katedie biologickych a lékatfskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Latky byly
testovany mikrodilu¢ni bujénovou metodou [152]. Testované kmeny pochazely z Ceské
sbirky mikroorganismti (Czech Collection of Microoranisms, CCM, [153]) pfi
Ptirodovédecké fakult¢ Masarykovy univerzity v Brné€. Jednalo se o kmeny: Staphylococcus
aureus CCM 4516/08, Escherichia coli CCM 4517, Pseudomonas aeruginosa CCM 1961.
Dalsi kmeny byly klinickymi izolaty ziskanymi na Oddéleni klinické mikrobiologie Fakultni

nemocnice v Hradci Kralové. Jednalo se o meticilin rezistentni Staphylococcus aureus H
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5996/08 (MRSA), Staphylococcus epidermidis H 6966/08, Enterococcus sp. J 14365/08,
Klebsiella pneumoniae D11750/08, multirezistentni Klebsiella pneumoniae J 14368/08 s
Sirokospektrou betalaktamasou (EBSL positive).

Testované latky byly rozpustény v DMSO a dvojkové nafedény tekutou pudou.
Kone¢na koncentrace DMSO byla < 1 % a pomoci kontroly bylo prokazano, Ze tato
koncentrace neovliviiovala riist bakterii. Bakteridlni suspenze byla pfipravena pifenesenim
inokula do isotonického roztoku a hustota této suspenze byla upravena na 0,5 dle
McFarlandovy stupnice (odpovida 1,5. 10 CFU/ml). Kultivace byla provadéna v tekutém
Miiller-Hinton agaru (MHA) pti pH = 7 a teploté 35 °C. Hodnoty MIC (definovany jako 95%

inhibice riistu vici kontrole) byly odecteny po 24 a 48 hod kultivace a jsou udavany v pumol/l.

4.1.5 Jiné in vitro metody testovani antimykobakterialni aktivity

Metody popisované v této podkapitole nebyly vétSinou piimo vyuzity v ramci této
prace. Casteénou vyjimkou je metoda MABA (viz niZe), jejiz princip byl vyuZzivan pii
stanovovani MIC v ramci testovani v programu TAACF (kapitola 4.1.1). Ostatni metody jsou
uvedeny pro vytvoreni ptehledu o fyzikalnich principech, které jsou vyuzivany pro detekci
rustu mykobaktérii.

Pomaly rist M. tuberculosis 1 jinych mykobaktérii je velmi limitujicim faktorem pfi in
vitro testovani na antimykobakterialni aktivitu. Neni vyjimkou, Ze na dostateCny naruast
kolonie pro odecet MIC je tieba cekat 1 tfi tydny. Obvykld doba nardstu pak ¢ini 10-14 dni a
je velmi proménlivd. To vyzaduje plnou pozornost testy provadéjiciho laboranta a je
prekdzkou mozné automatizace testovani, ktera by zvysila jeho kapacitu a vedla k urychleni
celého procesu vyvoje novych antituberkulotik. Rychlejsi testovani je tfeba i pro dostatecné
rychlé stanoveni citlivosti izoldtu od konkrétniho pacienta. Dikazem naléhavosti tohoto
problému je fakt, ze uz na pocatku 70. let minulého stoleti doSlo k rozvoji metod,
umoznujicich urychleni testovaciho procesu. Tyto metody jsou zalozeny na odli$né, zpravidla

fyzikéalné-chemické, detekci riistu mykobaktérii.

Radiometricka detekce ristu mykobaktérii — systém BACTEC

Metoda je zaloZena na utilizaci '*C zna¢eného substratu sledovanym organismem za
vzniku '"*C — CO,. V obecné mikrobiologii se tyto techniky objevily jiz na konci 60. let
minulého stoleti [154]. Praktickd mozZnost vyuzit tuto metodu i pro M. tuberculosis pak byla

demonstrovana autory Cummings a kol. [155], ktefi vyuzili '*C znageny glycerol a acetat.
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Standardnim a dodnes vyuZzivanym radioaktivnim substratem pro detekci riistu mykobaktérii
se oviem stala Middlebrookem [156] zavedena 1- '*C znaGena kys. palmitova (tedy znaGena
na uhliku C;). Kultivace mykobakterii je provadénd v uzaviené lahvi. Vznikajici radioaktivni
CO; je poté odvadén a jeho mnozstvi detekovano. V praci Siddiqi a kol. [157] byla poté
prokézana dobra shoda mezi vysledky této radiometrické metody a standardnim in vitro
testovanim. K rozliSeni antimykobakteridln€ aktivni latky od neaktivni v této studii postacilo
sledovani CO; po dobu tfi az ¢tyf dnli. Metoda je proto velice vhodna pro aplikaci v ramci
HTS (High-Throughput Screening, screening s vysokou kapacitou).

Instrumentalni provedeni této metody je casto pristroj BACTEC 460 ptvodné
vyvinuty firmou Johnston Laboratories (Towson, MD, USA) a do komerc¢ni sféry uvedeny

firmou Becton, Dickinson and Company (Franklin Lakes, NJ, USA).

Systém MGIT

Tento systém [158] je nejnovejSim produktem firmy Becton, Dickinson and Company
(Franklin Lakes, NJ, USA). MGIT znamend Mycobacteria Growth Indicator Tube.
Mykobaktéria jsou kultivovana ve specidlnich zkumavkach, na jejichz dné je v silikonu
inkorporovany  fluorescen¢ni  indikator  tris(4,7-difenyl-1,10-fenantrolin)ruthenium(II)
dichlorid — CAS: 36309-88-3 — viz Obrazek 8. Tento indikator zakotveny v matrici vytvari
chemiluminiscen¢ni senzor, jehoZ luminiscence je zavisla na koncentraci kysliku O, [159]. Na
zakladé zmény koncentrace O, v Case je odvozena intenzita ristu mykobaktérii. Vyhodou
systtmu MGIT neni ani tak absolutné¢ vyssi rychlost testovani jako spiSe absolutni

automatizace a velky pocet paralelné zpracovavanych vzorki (az 960).

Obrazek 8: tris(4,7-difenyl-1,10-fenantrolin)ruthenium(II) dichlorid

Ph Ph
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MABA - Microplate Alamar Blue Assay

Barvivo Alamar blue™ neboli resazurin je redoxni barvivo rozpustné ve vod¢ Siroce
pouzivané k detekci zivych bun€k a jejich ristu. Uplatnéni nalézd napt. i pii testech
cytotoxicity na savéich bunkach [160]. Resazurin ma v oxidované form¢ modrou barvu a
nevykazuje fluorescenci. Po vstupu do zivé buiky je redukovan vicero redoxnimi systémy
buiiky. Redukované forma je riZzova a vykazuje silnou fluorescenci [160, 161]. Tato zména
v zabarveni a fluorescenci je tak pfimym méfitkem pfitomnosti zivych bunék a jejich
viability. Vysledek lze odecitat spektrofotometricky nebo piesnéji detektorem fluorescence.
Vyhodami metody je snadné instrumentalni provedeni, finan¢ni nenaroc¢nost, stabilita barviva
a jeho netoxi¢nost vii¢i experimentatorovi i zkoumanym buitkam. Oproti metodé¢ BACTEC je
nespornou vyhodou absence radioaktivity a tudiz jednodu$$i zachdzeni s odpadovym
materidlem. Vhodnost této metody byla potvrzena i pro testovani antimykobakteridlni
aktivity. Vysledky mohly byt odec¢itany uz po sedmi az osmi dnech inkubace [162]. Rovnéz
byla ovéiena dobra shoda mezi vysledky testovani pomoci metod MABA a BACTEC [162,
163]. Vzhledem ke své rychlosti a nendro¢nosti je metoda MABA velice vhodna pro pouziti

v ramci HTS testovani [163].

Obrazek 9: Resazurin (Alamar Blue™) a jeho redukce
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5 KOMENTAR DOSAZENYCH VYSLEDKU A JEJICH
DISKUZE

VétSina dosazenych vysledkit byla tuspésSné publikovana v zahrani¢nich odbornych
recenzovanych casopisech. Tyto vysledky nebudou v této kapitole pro piehlednost uvedeny
v plném znéni. Publikované série budou spojeny do logickych celk dle struktury a bude
proveden komentdi téchto vysledkli s vyzdvihnutim souvislosti ve vztahu k ostatnim
vysledkiim této disertacni prace. Analytické data pfipravenych sloucenin, podrobnosti tykajici
se jejich syntézy a dalsi podrobnosti je mozno dohledat v ¢lancich, které tvoti ptilohy P1 —
P4 a P6 této prace. Priloha P5 pak obsahuje v dobé odevzdani nepublikované vysledky. Na
prislusnou ptilohu bude ctenar vzdy jasné odkazan.

Dosazené vysledky byly prezentovany i na odbornych konferencich formou

plakatovyvh sdéleni a prednasek. Uplny piehled vystupi je uveden v kapitole 9.

5.1 Priprava a  biologicka  aktivita  /N-fenylpyrazin-2-
karboxamidu

- komentar publikovanych ¢lanki tvoricich prilohy P1 a P2

Ptipravou N-fenylpyrazin-2-karboxamidi, neboli anilida kyseliny
pyrazinkarboxylové, se autorsky kolektiv kolem prof. Dolezala zabyva jiz nékolik let.
Slou¢eniny tohoto typu muzeme povazovat za lipofilnéjSi analoga pyrazinamidu (PZA).
Zaklad molekuly je tvotfen dvéma aromatickymi jadry, pyrazinovym a fenylovym, spojenymi
spojovacim miistkem — CONH-. Tato typicky ,,peptidova“ vazba by se mohla podilet na
vazbé této molekuly na receptory proteinové povahy, nebot' je zde moznost vytvoreni
dimerniho paru prostfednictvim vodikovych vazeb tak, jak ukazuje Obrazek 11. Zakladni
struktura N-fenylpyrazin-2-karboxamidii umoznuje obménu zavedenim riznych substituenti
na pyrazinové jadro i do fenylové ¢asti molekuly. Autor této disertacni prace se podilel na

syntéze téchto latek.
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Obrazek 10: Mozna vazba substituované karboxamidové skupiny latky na proteinovy fetézec
receptoru pomoci vodikovych mustk
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5.1.1 Prehled pripravenych latek

Bylo ptipraveno celkem 28 latek, z toho 20 v literatufe predtim nepopsanych. Latky

byly rozdéleny do dvou sérii a publikovany samostatné v odborné literature.

Tabulka 6: Prehled pfipravenych N-fenylpyrazin-2-karboxamida

pyrazinova &ast série 1 [P1] série 2 [P2]

spolec¢na pro ob¢ série fenylova cast fenylova cast
T 2 3 3 )
R R R R - N /@ -R3
H H 1. 4-CF; 1. 3-Cl X

1. N
2. [ H 2. 2-Br-3-CH; 2 4-Cl sz[ N/ H
3 H -CH(CH;); | 3. 3-1-4-CH; 3. 2,6-Cl,
4. -CH(CH;), 4 3,4-Cl,
4x3 =12 latek 4 x 4 =16 latek celkem 28 latek

5.1.2 Syntéza

Syntéza finalnich struktur probihala pomoci zavedenych metod pies chlorid ptislusné
kyseliny. Vychozi kyselina byla rozptylena ¢i rozpusténa v bezvodém toluenu a refluxovana
s ptidavkem thionylchloridu (SOCI;) po dobu 1 hod. Rozpoustédla byla vakuové odpatfena a
zbytky SOCI, byly odstranény opakovanou azeotropni destilaci s toluenem. Surovy chlorid
kyseliny byl bez prodleni rozpustén v bezvodém acetonu a za michéani ptikapan do roztoku
ptislusného anilinu s pyridinem za laboratorni teploty. Po ukonceni reakce byla rekéni smés
vylita do ledové vody, surovy produkt byl odfiltrovan a pfecistén metodou flash
chromatografie (silikagel, hexan - ethyl-acetat). Celkové vytézky se pohybovaly v rozmezi 43

—97 % s primérem okolo 80 %.
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5.1.3 Antimykobakterialni aktivita

Série 1

Antimykobakteridlni aktivita latek ze série 1 byla hodnocena v Pardubické krajské
nemocnici 1 vramci programu TAACF (viz kapitola 4.1.1). Dle aktivit zjiSténych
v Pardubické krajské nemocnici lze konstatovat, ze s vyjimkou 6-chlor-N-(2-brom-3-
methylfenyl)pyrazin-2-karboxamidu byly vSechny latky ze série 1 dobfe U¢inné proti M.
tuberculosis (MIC nejcastéji 2 — 8 pg/ml, pticemz PZA vykéazal MIC = 8 pg/ml). Pii stejné
substituci ve fenylové casti molekuly byly nejicinngjsi derivaty nesubstituované
pyrazinkarboxylové kyseliny (R', R* = H). Zavedenim chloru, fert-butylu nebo obojiho do
pyrazinové ¢asti molekuly doslo vzdy ke zhorSeni u¢inku (zvySeni MIC minimalné o jedno az
dvé fedéni). Porovname-li aktivitu z hlediska substituce fenylové ¢asti molekuly, mizeme
konstatovat, ze nejméné vhodnou se jevila 2-Br-3-CH; substituce. 4-CF; a 3-1-4-CHj
substituce pak davaly podobné dobré vysledky. Aktivita proti netypickym mykobaktériim
(MOTTs) byla pozorovana pouze u 6-chlor-N-(4-trifluormethylfenyl)pyrazin-2-karboxamidu
— MIC proti M. kansasii byla 32 pg/ml. Ostatni latky ze série 1 nevykazaly aktivitu proti
MOTTs.

Vysledky z TAACF byly ponékud nekoherentni s vy$ uvedenym. Jako nejlepsi latka
byl dle TAACF oznacen 5-tert-butyl-6-chlor-N-(3-jod-4-methyl)pyrazin-2-karboxamid s ICq
pro M. tuberculosis 0,819 ng/ml. Dalsi vyznamna aktivita byla zjisténa pouze u 5-tert-butyl-
6-chlor-N-(4-trifluormethyl)pyrazin-2-karboxamidu — ICqp = 20,7 pg/ml. Ostatni latky byly
neaktivni. Je otdzkou, nakolik jsou tyto udaje spravné — podezielymi se zdaji byt hodnoty

zjisténé v TAACEF pro dvé latky, u nichz byly hodnoty 1Csg vyssi ICyy.

Série 2
V sérii 2 mame k dispozici vysledky testovani dle star§i metodiky TAACF, tedy
udévané procento inhibice rustu pii jednotné koncentraci 6,25 pg/ml (viz kapitola 4.1.1).
Experimentalné zméfend lipofilita latek v této sérii rostla podle substituce na
pyrazinovém jadre v fad¢ pyrazin < 6-chlorpyrazin < 5-tert-butylpyrazin < 5-tert-butyl-6-
chlorpyrazinovy derivat. Dle substituce fenylu pak lipofilita rostla v fad¢ 3-Cl < 4-Cl < 2,6-

Cl, < 3,4-Cl,. Lipofilita ovSem nebyla urcujicim faktorem antimykobakteridlni u¢innosti.

vvvvvv
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jednozna¢né vyplynul pozitivni efekt zavedeni chloru do polohy 6 pyrazinového jadra (R' =
Cl). Naopak zavedenim fert-butylu do polohy 5 (R?) byla aktivita ve vétsing piipadi snizena.
Z hlediska substituce fenylové casti se jako nevhodnd ukézala 2,6-Cl, substituce, kterd ve
vSech ¢tyfech ptipadech poskytla neucinné latky. 3-Cl substituce poskytla mirnou aktivitu.
Nejlepsi aktivity byly dosazeny u 3,4-Cl, substituce a predevsim u 4-Cl substituce fenylové
¢asti molekuly. Jednoznacné tak vyplynul pozitivni efekt zavedeni chloru predev§im do
polohy 4 fenylového jadra.

Nejucinngj$imi latkami z této série tak byly 6-chlor-N-(4-chlorfenyl)pyrazin-2-
karboxamid a 6-chlor-N-(3,4-dichlorfenyl)pyrazin-2-karboxamid s inhibici ristu M.
tuberculosis 65 % resp. 61 % pfti koncentraci 6,25 pg/ml.

5.1.4 Zavér

Ve dvou sériich N-fenylpyrazin-2-karboxamidi byla zjiSténa zajimava antimykobakterialni
aktivita. Byly identifikovany substitu¢ni vzory, které mély jednoznaéné pozitivni efekt na tuto
aktivitu, substituce, které mely obojaky efekt, i substituce, které vedly ke snizeni aktivity.
Jelikoz se autorsky kolektiv kolem prof. DoleZala latkdm tohoto strukturniho typu vénuje jiz
delsi dobu, je potfeba se na latky uvedené v této disertacni praci divat v kontextu vSech dosud
ptipravenych N-fenylpyrazin-2-karboxamidti (celkem pies sto latek). Prehled téch
nejucinngjSich byl publikovan casopisecky (publikace P6) a uplny piehled vcetné
experimentalné uréenych parametrt lipofility 1ze nalézt jako soucast monografie (publikace

P7).
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5.2 Priprava a biologicka aktivita nearomaticky N-
substituovanych 6-amino-5-kyanpyrazin-2-karboxamidi a 3-
aminopyrazin-2,5-dikarbonitrili

- komentar publikovanych ¢lankii tvoricich prilohy P3 a P4

Tyto dvé série byly publikovany samostatné ve dvou oddélenych clancich [P3, P4].
Jedna se vSak o série, které se strukturné 1i$i pouze nédhradou jedné karboxamidové skupiny za
skupinu nitrilovou. Aspekty tykajici se syntézy téchto latek byly velmi podobné a i pfi
hodnoceni antimykobakterialni aktivity jsme mohli vysledovat spolecné zavislosti struktury a
ucinku (Structure-Activity Relationships, SAR). Proto jsou v této kapitole obé série spojeny a

popisovany jako uceleny soubor.

5.2.1 Prehled pripravenych latek

N. _CN Ri= N
JI \:[ JINICN = HN HNO
NC™ "N~ "R H,NOC™ "N~ "R! H\NO N
N-substituované N-substituované
3-aminopyrazin-2,5-dikarbonitrily ~ 6-amino-5-kyanpyrazin-2-karboxamidy \ /\
—N  N-CHj4 —N O
_/ _/

R! = -NH-CH, a2 -NH-CH,

Latky této téchto dvou sérii byly pfipraveny nukleofilni substituci vychozich
chlorderivati ~ 3-chlorpyrazin-2,5-dikarbonitrilu =~ [143] a  6-chlor-5-kyanpyrazin-2-
karboxamidu, pficemz druhd jmenovand latka byla dosud v literatufe nepopsana. Vychozi
latky  byly substituovany nearomatickymi aminy (alkylaminy, cykloalkylaminy,
diethylaminem a heterocyklickymi N-methylpiperazinem a morfolinem). Celkem bylo

ptipraveno 29 diive nepublikovanych latek.

5.2.2 Syntéza

3-Chlorpyrazin-2,5-dikarbonitril byl pfipraven dle literatury [143]. 6-Chlor-5-
kyanpyrazin-2-karboxamid byl pfipraven homolytickou amidaci zakoupeného 3-chlorpyrazin-
2-karbonitrilu. Touto reakci mohly principialné vzniknout dva rizné isomery v zavislosti na
poloze, do které se vaze karbamoylovy radikal. Skute¢na poloha byla ovéfena chemicky, kdy

ziskany neznamy polohovy isomer byl dehydrataci pomoci chloridu fosforylu dehydratovan
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na 3-chlorpyrazin-2,5-dikarbonitril, jehoz totoznost byla ovéfena porovnanim fyzikalng-
chemickych konstant s literaturou. Podrobnosti viz ptiloha [P3].

Samotna nukleofilni substituce probihala velice rychle i pfi laboratorni teploté. Pii
pouziti nadbytku aminu pro vyvazani vznikajicitho chlorovodiku byl vreakéni smési
detekovan vedlejsi produkt vznikajici nukleofilni adici aminu na karbonitrilovou funkci za
vzniku amidinového uskupeni (Obrazek 11). Tato vedlejSi reakce probihala pievazné u
primdrnich amind, u sekundarnich pouze omezené ¢i vibec. Nékolik téchto vedlejsich
produktli bylo izolovédno a struktura dvou z nich byla potvrzena NMR a MS. Ob¢ struktury
potvrzené NMR sice patiily do série kyankarboxamidl, nicméné na zaklad¢ elektronovych
pomérii se mizeme domnivat, ze 1 v piipad¢ dikarbonitrilti (které nabizi dvé —CN skupiny)
dochazelo kadici na totoznou karbonitrilovou skupinu v sousedstvi substituované
aminoskupiny. Nebyla pozorovana soucasna adice na obé —CN skupiny (Obrazek 11, c).
Vzhledem k velké rychlosti probihajici substituce chloru nebyl pozorovan ani produkt
s amidinovou skupinou a zachovanym chlorem (napt. Obrazek 11, d). Vedlejsi produkty
vykazovaly pii TLC (silikagel, hexan - ethyl-acetat 1:1 ¢i 2:1) téméf totozné retencni faktory
Ry, coz znemoznovalo dobrou separaci pomoci flash chromatografie. Tento problém byl
vyfeSen modifikaci mobilni faze pridavkem 1 % (v/v) 99 % kyseliny octové. Tato zména
vyrazné snizila Ry vedlejSiho amidinového produktu pii zachovani Ry hlavniho produktu a
umoznila tak dostatecné rozliSeni obou produktii (viz Obrazek 12). K omezeni vzniku
vedlejsiho produktu byl nadbytek aminu pro vazani HCI nahrazen indiferentni organickou

bazi (triethylaminem) a amin byl do reak¢ni smési pfidavan postupné béhem asi 15 minut.

Obrazek 11: Struktura vedlejsich amidinovych produkti (a, b) a dalSich teoreticky moznych, av§ak
nepozorovanych produkti (¢, d). Nejsou zobrazeny vSechny mozné kombinace.
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Obrazek 12: Vyrazna zména retencniho faktoru amidinového vedlejSiho produktu po modifikaci
mobilni faze 1 % (v/v) kys. octové. Mobilna faze hexan : ethyl-acetat 1 : 2, chromatogram 1 bez kys.
octové, chromatogram 2 s kys. octovou. A je cileny produkt, B amidinovy vedlejsi produkt, konkrétné
ethylaminoderivaty oznacené v ptiloze [P3] jako latky 3 a 16.
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Obrazek 13: Porovnani '"H NMR spekter cileného produktu a amidinového vedlejsiho produktu.
Megéieno v DMSO. V ptiloze [P3] jde o latky 3 a 16. Ve spektru amidinového vedlejSiho produktu je
mozno pozorovat signal amidinového vodiku posunuty vyrazné k niz§imu poli (10,79 ppm). Signaly
obou zbyvajicich vodikii NH v ethylaminovém seskupeni splyvaji v Siroky singlet (6,70 ppm).
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'"H NMR (300 MHz, DMSO) 5 10.79 (1H, bs, NH), 8.20 (1H, s, H3), 7.92 (1H, bs, NH,), 7.70 (1H, bs, NH,),
6.70 (2H, bs, NH), 3.49 (2H, q, J=7.1 Hz, NCH,), 3.18 (2H, q, J=7.1 Hz, NCH,), 1.22 (3H, t, J=7.1 Hz, CHy),
1.18 (3H, t, J=7.1 Hz, CHy).
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5.2.3 Antimykobakterialni aktivita

Ob¢ chlorované vychozi latky prokazaly zajimavou antimykobakteridlni aktivitu,
pficemz 6-chlor-5-kyanpyrazin-2-karboxamid efektivné inhiboval rlst vSech kment
testovanych mykobaktérii pti MIC = 25 pg/ml, coz je hodnota srovnatelnd s PZA (12,5 — 25
pg/ml) co se tyce aktivity proti M. tuberculosis H37Rv. Velky vyznam ma ale tato hodnota u
ostatnich kmentt M. kansasii a M. avium, nebot ty jsou vici PZA pfirozené rezistentni.
Obdobné zjisténi ucinil jiz Dlabal a kol. [141], ktery podobnou aktivitu nalezl u polohového
isomeru - 3-chloro-5-kyanpyrazin-2-karboxamidu — kde MIC byla 12,5 pg/ml proti M.
tuberculosis a 25 pg/ml proti M. kansasii. Tato GCinnost chlorovanych derivati proti
mykobaktériim rezistentnim na PZA nas vede k tivaze o jejich mechanismu ucinku, ktery by
se tak mohl liSit od u€inku samotné¢ho PZA. Je zndmo, Ze n&které 5-chlorované derivaty PZA
ucinkuji prostfednictvim inhibice mykobakteridlni FAS 1, jak je o tom podrobné pojednano
v kapitole 3.3.2.

Pfi porovnavani antimykobakteridlni aktivity u ostatnich latek v obou sériich miizeme
ucinit tyto spolecné zavéry o SAR: V homologickych fadach methylamino az oktylamino
derivati doSlo nejprve po substituci kratkym alkylem (C1-C4) k ptechodnému sniZeni nebo
vymizeni aktivity. S rostouci délkou alkylového fetézce se aktivita opét objevila, aby shodné
v obou sériich kulminovala u heptylamino substituovaného derivatu. U oktylamino derivatu
aktivita opet mirné poklesla, i kdyZ toto mohlo byt zptisobeno zhorSenou rozpustnosti téchto
latek v testovacim médiu. Cykloalkylamino substituce byly v obou sériich neuc¢inné. Rovnéz
tak substituce sekundarnimi aminy (vcetné heterocyklického N-methylpiperazinu a morfolinu)
byly neucinné. To naznaCuje vyznam zachovani vodiku na alkylaminové skupiné a
nevyhodnost zavedeni substituentu typu tercidrniho aminu pro antimykobakterialni aktivitu.
Tento vodik by mohl naptiklad hrat dilezitou roli pfi nevazebnych interakcich
s potencionalnim mykobakteridlnim receptorem - enzymem.

V obou sériich (vyrazngji v dinitrilové) se v alkylamino homologickych fadach
vyskytla mirna aktivita proti MOTTs (tedy Mycobacteria Other Than Tuberculosis, v tomto
ptipadé mySleno M.kansasii a M. avium). V kyankarboxamidové fad€ pouze u heptylamino
substituce (MIC = 100 pg/ml), v dikarbonitrilové fad¢ u vicero latek s nejlepsi hodnotou u 3-
hexylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu (MIC = 50 pg/ml).

Dolezal a kol. [164] pripravili nekolik polohovych isomerua
aminokyanpyrazinkarboxamidll diskutovanych v této kapitole. Jednalo se o N-substituované

derivaty 3-amino-5-kyanpyrazin-2-karboxamidti, tedy isomery liSici se pouze polohou
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substituované aminoskupiny. VSechny pfipravené latky (substituce diethylamino,
propylamino, dipropylamino, allylamino, diallylamino, butylamino, isobutylamino,
dibutylamino, pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl a morfolino) byly neaktivni. Latky substituované
vysSimy alkylaminy vSak nebyly pfipraveny. Pfipravou hexylamino, heptylamino a
oktylamino derivati v Dolezalové sérii (tedy obdoby nejucinnéj¢ich latek této kapitoly) by
bylo v budoucnu mozné zhodnotit vliv polohové isomerie téchto latek na jejich
antimykobakteridlni ucinek. Vyskyt aktivity pouze v jedné isomerni fadé¢ by svédcil o
mozném specifickém ucinku téchto latek (vazba na receptor), aktivita ve vice tadach

polohovych isomert by naopak naznacovala nespecificky mechanismus uc¢inku.

Zavéry SAR:

e substituce chlorem rozsifuje spektrum PZA na M. avium a M. kansasii (MOTTs)

e dikarbonitrily mirné u€innéjsi nez kyankarboxamidy vic¢i MOTTs

e dilezita role lipofility, kulminace aktivity u heptylamino derivati, vyssi alkylamino
derivaty problém s rozpustnosti v testovacim médiu

e substituce sekundarnimi aminy za vzniku terciarnich amind neti¢inna

e substituce cykloalkylaminy vede k neti¢innym latkdm

5.2.4 Antifungalni aktivita

Ze série dikarbonitrili byla vyznamné antifungalné ucinna pouze vychozi latka, 3-
chlorpyrazin-2,5-dikarbonitril. Hodnoty MIC odectené po 24 hod (72 pro Trichophyton
mentagrophytes, TM) se pohybovaly od 7,8 do 31,5 umol/l. Podobné hodnoty pro 3-
chlorpyrazin-2,5-dikarbonitril publikoval jiz Palek [143], nase méteni tedy potvrzuje jiz diive
publikovanou aktivitu této latky.

3-heptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril  vykazal velmi selektivni aktivitu vici
Trichophyton mentagrophytes o hodnoté MIC7zn04 = 3,9 umol/l, zatimco pro ostatni testované
druhy byla MIC7pa > 500 pmol/l. 3-Diethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril inhiboval
testované kmeny s MICaapog V rozmezi 62,5 — 250 pmol/l. Aktivita ostatnich testovanych latek

byla v porovnani se standardy nulova nebo zanedbatelna.
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5.2.5 Antimikrobialni aktivita

Z4dna zlatek téchto dvou sérii neprokézala antimykobakterialni aktivitu viéi

testovanym kmentm.

5.2.6 Zavér

Zjisténi slibné antimykobakteridlni aktivity pozitivné zavislé na prodluzovani
alkylaminového fetézce (rostouci lipofilité) nas inspirovalo ke konstrukci podobnych sérii, ve
kterych jsme vychozi chlorované slouceniny (nebo jejich polohové isomery) substituovali
lipofilnéj$imi benzylaminy s riznou substituci na fenylovém jadie. Chtéli jsme tak ovéfit vliv
dalsitho zvyseni lipofility na antimykobakteridlni aktivitu tohoto typu sloucenin. Dosud
nepublikované vysledky z téchto sérii jsou uvedeny v ptiloze [P5], struény komentar téchto

vysledki potom tvoii nasledujici kapitolu 5.3.
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5.3 Priprava a  biologicka aktivita  3-(benzylamino)-5-
kyanpyrazin-2-karboxamida a 3-(benzylamino)pyrazin-2,5-
dikarbonitrili

- v dobé odevzdani prace nepublikované vysledky

Naésledujici kapitola uvadi struény popis a komentat latek, které v dobé odevdani prace
nebyly publikovany. Neékteré udaje jsou proto ztéto Casti vynaty a tvofi ptilohu [P5].
V ptiloze ¢tenar nalezne pfedev§im analytickd data pfipravenych sloucenin a uplné vysledky
hodnoceni antimykobakteridlni aktivity.

Nasledujici dveé série latek maji k sobé navzajem podobny vztah jako série
komentované vyse v kapitole 5.2 — lisi se tedy navzajem pouze ndhradou jedné karbonitrilové
skupiny skupinou karboxamidovou. Duvody k ptipraveé téchto derivati byly dvoji. U vyse
zminénych sérii nearomaticky N-substituovanych aminokyanpyrazinkarboxamidi a
aminopyrazindikarbonitrili bylo pozorovano, Zze antimykoakteridlni aktivita rostla se
zvySujici se lipofilotou latek. Nésledujici série jsou tedy primarné pokusem o dalsi zvySeni
lipofility zavedenim alkylaromatického substituentu. Substituenty na aromatickém jadie byly
pak voleny c¢astecné dle Toplissova schématu [165] (4-Cl, 4-OCH3, 4-CHs, 3,4-Cl,, 3-Cl), i
kdyz jsme byli omezeni dostupnosti jednotlivych benzylamini. Druhym divodem je
strukturni analogie mezi témito sériemi a antimykobakteridlné u¢innymi latkami z ftad
ptfipravenych v minulosti Dolezalem (3-fenylamino-5-kyanpyrazin-2-karboxamidy, [166]) a
Palkem (3-(fenylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitrily, [143]). Latky prezentované v této kapitole

jsou tak strukturni analoga odvozena od ptfedchozich vlozenim methylenového mtistku —CH,-.

5.3.1 Prehled pripravenych latek

V ramci nasledujicich sérii bylo pfipraveno celkem 19 novych, pfedtim v literatute
nepopsanych struktur.
série 1 serie 2
3-(benzylamino)-5-kyanpyrazin-2-karboxamidy  3-(benzylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitrily

BSOS
e T

R = H, 4-CH3, 4-OCHs, 4-NH,, 4-Cl, 3-Cl, 3 ,4-Cl,, 3-NO,, 3-CF3, 2-CHj
celkem 19 latek
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5.3.2 Syntéza

Nasledujici schéma zachycuje ptipravu vychozich latek chlorovanych derivati VL1 a
VL2. Jak je patrno ze schématu, dikarbonitril VL2 je moZné ptipravit hned ze dvou rliznych
polohovych isomert chlorkyanpyrazinkarboxamidu, a obou téchto cest bylo vyuzivano.

Provadéné reakce jsou popsany v literature [141, 142, 143].
N\ CONHZa Sm&s b Cl N\ CN N\ CN N CN
| _ — N-oxidi ——> || > [ I > JI j/
N PZA % z z
N N Cl Cl N
: ‘ ‘ ‘
Cinidla:
_N__CN d CIn_-Ng -CN NooCN  a: H,0,, AcOH
Ji\ | - » + JI I b: POCly
= .
N N7 e HoNOC™ N~ HoNoc” ONT Yo ¢ HCONH,, (NH)4S20s
VL2 VL1

d: POCl3

Finélni latky byly z VL1 a VL2 ziskany nukleofilni substituci chloru za vybrané
benzylaminy. Rekce byla provadéna v THF za ptidavku K,COj; pro vyvazovani vznikajiciho
chlorovodiku. Pro vétSinu brnzylamini byla ke kompletaci reakce dostatecna laboratorni
teplota a reakce byla dokoncena za 20 — 30 minut (monitorovano na TLC). Pouze u benzyla
substituovanych siln¢ deaktivujicimi skupinami (3-CF; a 3-NO,) byla zapotiebi zvySena
teplota (reflux v THF). Findlni latky byly cistény flash chromatografii (silikagel, hexan :
ethylacetat gradientova eluce 0 — 30 % ethylacetatu) a ptekrystalizovany ze soustavy voda —
ethanol. Vytézky (po dvojim ¢isténi) byly uspokojivé, v rozmezi 43 - 82 %. Dalsi podrobnosti

1ze nalézt v ptiloze [P5].

5.3.3 Porovnani vypocitanych parametri lipofility s experimentalné
urc¢enym log k
V obou sériich byla lipofilita pfipravenych latek standardné vypocitdna komercné
dostupnym chemickym software (CS ChemOffice Ultra ver. 10.0, ACD/Log P ver. 1.0). Byly
tak ziskany tfi vypocitané parametry lipofility — logaritmus rozdélovaciho koeficientu
oktanol/voda log P vypocteny CS ChemOffice, log P vypocteny ACD/LogP a dale
logaritmus rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda uréené¢ho na zdklad¢ vazebnych interakci

Clog P vypocteny CS ChemOffice. V sérii 1 byl navic experimentdlné zméfen parametr
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lipofility log k&, ktery byl odvozen z reten¢niho asu béhem HPLC separace — podrobnosti viz
ptiloha [P5].

Ke zjisténi korelace vypocitanych parametrii v porovnani s experimentalné uréenym
log k byl pouzit nasledujici postup. Log k byl vynesen do grafu (logaritmické métitko) oproti
jednotlivym vypoctenym parametrim a byla provedena linedrni regrese. V piipadé idealni
shody by grafem byla piimka a rovnice regrese by byla urena s parametrem R? = 1. Parametr
R’ tak urluje schopnost vypodetniho algoritmu produkovat vysledky korelujici
s experimentalné ur¢enymi daty.

Nejlepsi korelace s experimentalnimi daty (R* = 0,944) byla zjiiténa u parametru Clog
P (CS ChemOffice), viz Obrazek 14. V piipadé log P (ACD/logP) bylo R* = 0,937 a v
piipadé log P (CS ChemOffice) bylo R* = 0,930. Latky, u kterych jednotlivé algoritmy
vyrazné chybovaly pii vypoctu lipofility, jsou na nasledujicich grafech oznaceny cervenymi
useckami, které odpovidaji velikosti chyby. Nejcastéji dochazelo k nadhodnoceni lipofility 3-
NO, derivatu (1h), nadhodnoceni lipofility 3-CF; derivatu (1i) a naopak podhodnoceni
lipofility 3,4-Cl, derivatu (1g). Statisticky je za dobry model povazovana korelace
s koeficientem detreminace R? v intervalu (0,85 — 1). Je tedy obecn& mozné konstatovat, Ze
vSechny testované algoritmy vypocitaly lipofilitu v dobré shodé s experimentalné zjisténymi

daty.
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Obrazek 14: Korelace mezi vypocitanym parametry lipofility a experimentalné zjistSnénym
log k v sérii 3-(benzylamino)-5-kyanpyrazin-2-karboxamidi (série 1). Cervené Gsecky znazoriuji
vyrazné odchylky od modelu korelace.
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5.3.4 Antimykobakterialni aktivita

Nasledujici odstavce popisuji struéné antimykobakteridlni aktivitu a zjisténé SAR
v pripravenych sériich 3-(benzylamino)-5-kyanpyrazin-2-karboxamid a 3-
(benzylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitrild. Antimykobakteridlni aktivita byla zavisla pfedev§im
na substituci aromatického jadra. Nebyla nalezena piima zavislost mezi lipofilitou téchto latek

a jejich antimykobakterialni aktivitou. Uplné vysledky lze nalézt v ptiloze [P5].

Série 1

Pét  latek  typu  3-(benzylamino)-5-kyanpyrazin-2-karboxamidi  vykazalo
antimykobakterialni aktivitu vi¢i M. thc H37Rv srovnatelnou nebo lepsi v porovnani s PZA.
Aktivita se pohybovala v rozmezi 12,5 — 25 pg/ml, PZA vykazoval MIC = 6,25 — 12,5 pg/ml.
Aktivnimi se ukdzaly substituce v poloze 4 fenylového jadra elektrondonorovymi substituenty
(4-CHs, 4-NH;) nebo naopak v poloze 3 substituenty silné elektronakceptorovymi (3-NO,, 3-
CF3). Nesubstituované benzylové jadro bylo v této sérii neaktivni. Rovnéz substitutuce
benzylového jadra chlorem (3-Cl, 4-Cl, 3,4-Cl,) vedla k neaktivnim latkam. Zadna

z pfipravenych latek pak v testovaném rozsahu koncentraci nevykazala aktivitu viici MOTTs.

Série 2

Série 3-(benzylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitrilti pfinesla pét latek aktivnich proti M.
tbc H37Rv v roozmezi MIC = 6,25 — 25 ug/ml. V souladu s pfedchozi sérii byly opét aktivni
elektrondonorové substituenty v poloze 4 benzylového jadra (4-CHs, 4-NH,), naopak
substituenty 3-CF3 a 3-NO; byly v této sérii bez t€inku. Na rozdil od pfedchozi série zde byla
zjisténa aktivita 3-Cl a 4-Cl substituovanych derivatl, které¢ vykazaly i dobrou aktivitu proti
M. kansasii. DalSim rozdilem v porovnani s ptfedchozi sérii byla aktivita derivatu
s nesubstituovanym benzylovym jadrem. Tato latka navic inhibovala i1 ostatni testovana
mykobaktéria (M. kansasii a dva riizné kmeny M. avium), jeji aktivita tedy byla v rozmezi
MIC = 12,5 — 25 pg/ml vici vSem (tedy i vici PZA rezistentnim) testovanym kmentim.
Muzeme ji tak proto oznazit za ,,vad¢i strukturu® této série. Tato série také potvrzuje mirné
zlepSenou ucinnost pyrazindikarbonitrili v porovnéni s kyanpyrazinkarboxamidy vici
MOTTs. Toto bylo pozorovano i v sérii nearomaticky substituovanych latek (viz kapitola
5.2). Rovnéz pyrazindikarbonitrily Palka a kol. [143] vykazovaly vesmés dobrou aktivitu
proti MOTTs.
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Pti celkovém hodnoceni antimykobakteridlniho Gc¢inku je vhodné zohlednit nasobné
vys$§i molekulovou hmotnost pfipravenych latek v porovnani s PZA a INH. Vyjadieno
v molarnich ~ koncentracich,  nejucinngj$i  latka  téchto  dvou  sérii  3-(4-
methylbenzylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitril (2b) byl dvakrat ucinnéjsi vaci M. tuberculosis
v porovnani s PZA. 3-(benzylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitril (2a) pak inhiboval rtist vSech
testovanych mykobakteridlnich kment s MIC [umol/l] na Grovni standardii PZA a INH (viz
ptiloha [P5], Tabulka 1).
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Porovnini antimykobakterialni aktivity s aktivitou drive pripravenych analog -

zhodnoceni efektu zavedeni methylenového mistku

Dolezal a kol. [166] v minulosti publikovali antimykobakterialni aktivitu v sérii 3-
(fenylamino)-5-kyanpyrazin-2-karboxamidut, které se od zakladni struktury 3-(benzylamino)-
5-kyanpyrazin-2-karboxamidii (série 1) 1i$i absenci methylenového spojovaciho mustku mezi
aminoskupinou a fenylovym jadrem. Podobné Palek a kol. [143] publikoval dobré
antimykobakteridlni aktivity 3-(fenylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitrilti, které jsou ve stejném
vztahu k sérii 2. Zékladni porovnani aktivit ptivodnich sériii a sérii s vlozenym methylenovym
mustkem pfinasi Tabulka 7. K pfekryvim sérii 1 a 2 s ptivodnimi sériemi Dolezala a Palka ve
smyslu stejné substituce aromatického jadra dochazi pouze v nékolika ptipadech (zvyraznény

tucné v tabulce).

Tabulka 7: Zhodnoceni efektu zevedeni methylenového mistku. Uvedena aktivita se vztahuje na
in vitro hodnoceni vuc¢i M. thc H37Rv.

N._-CONH; L .
JI j: aktivni substituce: R = H, 3-CH3, 3-OH, 4-OH, 4-CH;-3-NO,
NC N/ NH [166] MIC = 12,5 -25 ug/ml
Dolezal . K
| X neaktivni substituce: R = 2,6-(CHj3),, 3-Br, 4-Cl, 3,5-(CF;),,
J R 3-OCH;
Ny ~CONH; aktivni substituce: R = 4-CHj;, 4-NH,, 3-NO,, 3-CF;
JI /j: [P5] MIC = 12,5 - 25 pg/ml
NCT N7 TN | X série 1
H _ R neaktivni substituce: R = H, 4-OCH3, 3-Cl, 4-Cl, 3,4-Cl,

aktivni substituce: R = 3-Cl, 4-F, 2-OH-4-NO,, 2-CF3, 3-CF;

N CN
)I I /@R [143] | MIC=8- 16 pg/ml
NG N/ N Z Palek
H

neaktivni substituce: R = 3,5-Br,-4-OH

aktivni substituce: R = H, 4-CHj3;, 4-NH,, 3-Cl, 4-CI

N -CN
JI I [PS] | MIC =625 - 25 pg/ml
NCTONTNE S série 2
H 2R neaktivni substituce: R = 3,4-Cl,, 3-NO,, 3-CF3, 2-CH;

K iplnému posouzeni vlivu zavedeni methylenového mustku v téchto sériich by bylo
tteba zhodnotit aktivitu vice dvojic se stejnou substituci aromatického jadra. Nékteré obecné
zavéry je vSak mozné formulovat. I kdyz v nekterych ptipadech (Dolezal R = H, Palek R =
CF3) doslo zavedenim methylenového mistku ke ztaté antimykobakteridlni aktivity vici M.
tbc H37Rv, v jinych ptipadech byla aktivita zachovana (Palek R = 3-Cl). V obou skupinéch (s
methylenovym mustkem 1 bez néj) byla u mnohych latek zjisténa dobra aktivivta, je tedy
mozno uzaviit, Ze zavedeni methylenového miistku do téchto molekul neni primarné€ spojeno

se ztratou aktivity vici M. tbc H37Rv.
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6 Zavér

Uvodni &ast prace se zabyvala tuberkulézou (TBC) jako nemoci se zaméfenim na
soucasnou epidemiologickou situaci ve svété. Byly popsany rizikové faktory predstavované
predevsim rostouci rezistenci vici pouzivanym antituberkulotikiim a koinfekci TBC s HIV.
Byl podan ptehled v soucasnosti pouzivanych antituberkulotik prvni a druhé¢ linie jakoz i latek
nachdzejicich se ve fazi klinického testovani. Byly popsany zakladni terapeutické rezimy a
strategie uzivané k 1é€eni citlivych i rezistentnich forem TBC.

Poznani mechanismi Gc¢inku derivati POA s antimykobakteridlni aktivitou je
dalezitym predpokladem pro racionalni vyvoj novych antituberkulotik této struktury.
Pyrazinamid (PZA) je jedinym klinicky pouZivanym antituberkulotikem odvozenym od kys.
pyrazinkarboxylové (POA), proto mu v této praci byla vénovéana naleZitd pozornost. Byly
prezentovany teorie popisujici antimykobakterialni ¢inek PZA - vSeobecné uznavana teorie
zalozenad na nespecifickém ucinku uvolnované POA i teorie ptiznavajici PZA, POA nebo
jinym derivatim ucinek specificky, zaméfeny na konkrétni subcelularni cil. V dalsi ¢asti
podala tato prace farmaceuticko-chemicky zaméteny prehled strukturnich obmén PZA/POA
provadénych v minulosti ve snaze o ziskani novych antimykobakteridlné ucinnych latek.

V ramci praktické ¢asti této prace bylo pfipraveno celkem 76 derivati PZA/POA,
z toho 68 novych, v literature do t¢ doby nepopsanych, latek. Jednalo se o anilidy pyrazin-2-
karboxylové kyseliny, nearomaticky N-substituované 6-amino-5-kyanpyrazin-2-karboxamidy
a 3-aminopyrazin-2,5-dikarbonitrily, 3-(benzylamino)-5-kyanpyrazin-2-karboxamidy a 3-
(benzylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitrily. VSechny pfipravené latky byly testovany na in vitro
antimykobakteridlni aktivitu viaci M. tuberculosis H37Rv a vétSina 1 proti M. kansasii a
dvéma riznym kmenim M. avium. Ve vSech skupindch pfipravenych latek se vyskytly
derivaty sin vitro antimykobakteridlni aktivitou proti M. tuberculosis srovnatelnou nebo
lepsi v porovnani s PZA (MIC = 6,25 — 25 pg/ml). Pfi zohlednéni vyssi molekulové
hmotnosti pfipravenych latek v porovnani s PZA byly nékteré latky i dvakrat ucinnéjsi nez
PZA (vyjadieno jako MIC [pumol/l]. Tabulka 8 uvadi piehled latek s nejlepsi aktivitou. Byly
identifikovany i nové struktury s dobrym ucinkem vuci atypickym mykobaktériim M. kansasii
a M. avium rezistentnim vu¢éi PZA, viz Tabulka 9. Vztahy mezi strukturou a
antimykobakteridlni aktivitou v jednotlivych sériich byly diskutovany vyse.

N-substituované¢  6-amino-5-kyanpyrazin-2-karboxamidy a  3-aminopyrazin-2,5-

dikarbonitrily byly rovnéz dopliikové testovany na antifungalni a antibakteridlni aktivitu vaci
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vybranym lidskym patogentiim. Byla zjisténa pouze ojedinéla antifungalni aktivita, za
pozornost stoji selektivni aktivita heptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu vaéi Trichophyton
mentagrophytes (MICnoq = 3,9 umol/l, pro ostatni testované druhy MIC > 500 pmol/l).
Nebyla zjisténa zadna antibakterialni aktivita.

Ptipravené latky obohatily paletu derivatl pyrazinkarboxylové kyseliny pfipravenych
v minulych letech na Farmaceutické fakult¢ v Hradci Kralové. Tato prace je soucasti
dlouhodobého védeckého zdméru katedry Farmaceutické chemie a kontroly léciv. Byly
identifikovany nové antimykobakteridlné aktivni struktury, které se mohou stat vychozimi

latkami pro dalsi optimalizacni studie.
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Tabulka 8: Pi‘ehled latek s nejlepsi in vitro aktivitou proti M. tuberculosis H37Rv. Vyjadieno jako
MIC [pg/ml] nebo jako procento inhibice rustu pii koncentraci 6,25 pg/ml (TAACF). v zavorce

e

uveden ptepocet na MIC [umol/l] vzdy pro nejucinngjsi latku dané skupiny.

R' R? R’ Aktivita Odkaz
0 @ , Cl H 4-Cl 65 % pfi 6,25 pg/ml | [P2]
1 R
RIN\]*N = Cl H 34-Cl, | 61%pfi625ug/ml | [P2]
H
277 MICgo= 0,819 pg/ml
RN Cl | (CHysC- | 3-1-4-CH, ” He [P1]
(TAACF)
JIN\ICN 25pug/ml .
HaNoc” N e (68 pmol/1)
e Mt 12,5 pg/ml
)5 pug/m
Y A | X PN y [P3]
H,NOC™ N N H,NOC™ N~ N (48 pmol/1)
H H 6
N\ CN , . .
i I . a také oktylamino a hexylamino 12,5 - 25 pg/ml -
NN
NC N/ N analog (51 pmol/1)
N ~CONH,
JI /I R = 4-CHj, 4-NH,, 3-NO,, 3-CF 12,5 -25 pg/ml [P5]
AN = a- s T s I s I
NC™ N H/\GR 3 2 2 3 (47 umol)
N\ CN
JI I 6,25 - 12,5 pg/ml
NN R = H, 4-CH;, 4-NH,, 3-Cl, 4-Cl [P5]

G
— R
=

(25 pmol/l)

PZA 6,25 — 25 pg/ml (50 — 203 pmol/l)

Tabulka 9: Latky s vyznamnou in vitro aktivitou proti atypickym mykobaktériim. Aktivita

vyjadfena jako MIC [pg/ml], v zavorce piepocet na MIC [umol/1].

M. kansasii M. avium M. avium
Struktura (a) (b) © Odkaz
C
JINI N 25 25 25 P3]
oG NG (137) (137) (137)
N\ CN
JI /I 25 25 12,5 (P5]
NG N H@ (106) (106) (53)
JINj:CN R = 3-Clnebo 4-Cl
12,5
N H/\©/R ) >100 >100 [P5]
PZA >200 >200 >200 [P3, P4]
12,5-25 | 625-12,5 | 3,13-625
INH (91-182) (46-91) (23-46) | D3 P4]

a) CNCTC My 235/80, b) CNCTC My 80/72, ¢c) CNCTC My 152/73
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7 Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra Farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv
Kandidat: Mgr. Jan Zitko
Skolitel: Prof. PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D.

Nazev diserta¢ni prace: Derivaty pyrazinkarboxylové kyseliny jako potencialni antituberkulotika

(ptiprava a studium biologickych vlastnosti)

Tato prace se zabyva derivaty kyseliny pyrazin-2-karboxylové (POA) s potencionalnim
antimykobakterialnim u€inkem. V teoretické ¢asti prace je kromée struéného popisu tuberkulozy (TBC)
jako nemoci popsana epidemiologicka situace TBC v celosvétovém méfitku a pridruzené rizikové
faktory této nemoci v podob¢ rostouci rezistence k antituberkulotikiim prvni linie a koinfekce s virem
HIV. Dale jsou popsana v soucasnosti klinicky pouzivana antituberkulotika a podan piehled novych
antituberkulotik v klinické fazi testovani. Zvlastni pozornost je vénovana pyrazinamidu (PZA), ktery
teorie mechanismu ucinku PZA (POA). Dilezitou ¢asti této prace je prehled strukturnich obmén
PZA/POA provadénych v minulosti ve snaze o pfipravu novych latek s antimykobakteridlnim u¢inkem
a zhodnoceni prospésnosti a vyznamu téchto obmén.

V ramci praktické casti této prace bylo pfipraveno celkem 76 derivatd PZA/POA, z toho 68
novych, v literatufe do t¢ doby nepopsanych, latek. Jednalo se o anilidy pyrazin-2-karboxylové
kyseliny, nearomaticky N-substituované 6-amino-5-kyanpyrazin-2-karboxamidy a 3-aminopyrazin-
2,5-dikarbonitrily, 3-(benzylamino)-5-kyanpyrazin-2-karboxamidy a 3-(benzylamino)pyrazin-2,5-
dikarbonitrily. VSechny pfipravené latky byly testovany na in vitro antimykobakterialni aktivitu vaci
M. tuberculosis H37Rv a vétsina i proti M. kansasii a dvéma riznym kmentim M. avium. Ve vsech
skupinach pripravenych latek se vyskytly derivaty s in vitro antimykobakterialni aktivitou proti M.
tuberculosis srovnatelnou nebo mirné€ lepsi v porovnani s PZA (MIC = 6,25 — 25 pg/ml). Nékolik latek
pak vykazalo aktivitu i proti M. kansasii a M. avium. V jednotlivych sériich byly diskutovany vztahy
mezi strukturou a antimykobakterialni aktivitou danych latek i se zafazenim do kontextu s dfive
pripravenymi analogy podobnych struktur.

Nekteré latky byly rovnéz testovany na antifungalni a antibakterialni aktivitu vici vybranym
lidskym oportunnim patogentim. U testovanych latek nebyla az na né¢kolik vyjimek zjisténa vyznamna
antifungalni aktivita. Zadna z testovanych latek nevykazala antibakterialni aktivitu viiéi testovanym
kmentim.

Vysledky této disertacni prace jsou prispévkem k dlouhodobému vyzkumnému zaméru
katedry Farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv na Farmaceutické fakult¢ v Hradci Kralové

zaméefenému na studium novych antituberkulotik odvozenych od PZA (POA).
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8 Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Dpt. of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control
Candidate: Mgr. Jan Zitko
Supervisor: Prof. PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis: Derivatives of pyrazinecarboxylic acid as potential antituberculotics

(synthesis and biological evaluation)

This thesis deals with derivatives of pyrazine-2-carboxylic (POA) acid with potential
antimycobacterial activity. In the theoretical part of the thesis there is a short description of
tuberculosis (TB) disease, discussion of its epidemiology an associated risk factors of increasing
resistance to fist-line antituberculars and the co-infection with HIV. Antituberculars used in clinical
practice are described as well as the summary of new antituberculars under clinical trials is presented.
Pyrazinamide (PZA) as one of the most important first-line antituberculars is in the focus of this
thesis. Multiple up-to-date theories of PZA (POA) mechanism of action are described and discussed.
Importantly, a summary of structural changes of PZA/POA attempted in the past to prepare new
antituberculars is presented and the importance and relevance of individual structural changes is
discussed.

In the practical part of this thesis, 76 derivatives of PZA/POA were prepared, 68 of them were
new compounds not described in the scientific literature. The prepared compounds fall into several
groups of pyrazin-2-carboxylic acid anilides, non-aromatically N-substituted 6-amino-5-
cyanopyrazine-2-carboxamides and  3-aminopyrazine-2,5-dicarbonitriles,  3-(benzylamino)-5-
cyanopyrazine-2-carboxamides and 3-(benzylamino)pyrazine-2,5-dicarbonitriles. All prepared
compounds were tested for in vitro antimycobacterial activity against Mycobacterium tuberculosis
H37Rv and most of them against M. kansasii and two different strains of M avium as well. In all of the
structural groups proposed above, at least some compounds exerted activity of PZA or slightly better
(MIC = 6,25 — 25 pg/mL against M. tuberculosis). Few compounds were active even against the
strains of M. kansasii and M. avium. The relationships between the structure and antimycobacterial
activity are discussed within the series of compounds with the respect to previously prepared
analogues of similar structure.

Some of the compounds were tested even for antifungal and antibacterial activity against
selected human pathogens. None of the tested compounds exerted any antibacterial activity.
Antifungal activity was negligible with few exceptions.

The results of this doctoral thesis contribute to the long-term research objectives of the Dpt. of
Pharmaceutical Chemistry and Drug Control focused on the development of new potential

antituberculars derived from PZA (POA).
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