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1 Uvodni éast
1.1 Tuberkuloza

1.1.1 Epidemiologie tuberkulézy

Tuberkuléza (TBC), zpusobena Mycobacterium tuberculosis, ktera se vyvinula z
pudni bakterie pied vice nez 10 000 lety, se stava ve 21. stoleti jednou z hlavnich pfi¢in
umrtnosti po celém svété. V padesatych 1étech minulého stoleti se podatilo uzivanim béznych
chemoterapeutik proti tuberkuldéze snizit pocet piipadtt nakazenych o 75%, coz vedlo K
zavéru, ze by tuberkul6za mohla byt Gplné eradikovana do roku 2010. AvSak od roku 1985
naopak doslo k nartstu poc¢tu infikovanych az k epidemickym rozmérim. V soucasnosti se
toto infekéni onemocnéni, postihujici pfedevsim dychaci systém, vyskytuje pfiblizné u 32%
lidské populace. V této skupin€ se asi u 8 miliond jedincl projevi onemocnéni v aktivni
forms a pro téméf 2 miliony lidi je smrtelné. * 2

Tuberkuléza je problémem hlavné v rozvojovych zemich, na které ptipada 95% vSech
pripadi. To je zplisobeno zejména vysokou hustotou populace, Spatnymi hygienickymi
podminkami a nedostatecnou zdravotnickou péci. Nejvétsi vyskyt piipadd tuberkuldzy, asi
33% z celkové nakaZené populace, pfipadd na oblast jithovychodni Asie. Nejvétsi pocet
nakaZenych v porovnani s poctem obyvatelstva je ale ve stiedni Africe, a to 350 pfipadli na
100 000 obyvatel, coZ je vice nez dvojnasobek v porovnani s jihovychodni Asii.b?

Velkym problémem se stava kombinace tuberkulozy s onemocnénim AIDS, jehoz
puvodce (HIV) oslabuje imunitni systém. U pacientli nakazenych tuberkulézou a zaroveil
HIV pozitivnich je n¢kolikanasobné vétsi pravdépodobnost vyvinu aktivni tuberkul6zy nezZ u
pacientd HIV negativnich. Hlavni pfi¢inou umrti pacientti s AIDS je pravé tuberkul6za, jedna
se piiblizné o 13% ze viech amrti.?

Za poslednich 40 let se stal velice vyznamnym faktorem pro Sifeni tuberkulozy také
vzrustajici pohyb lidi, a to zejména uprchlikli. Tuberkuléza se nejvice objevuje v
uprchlickych taborech a odhaduje se, ze pres 50% vSech uprchlikili je nakaZeno tuberkul6zou.
Tato skupina lidi je neustidle v pohybu, coz komplikuje terapii, jejiz délka je minimalné 6
mésici. 2

Ptedpoklada se, ze do roku 2020 dosahne pocet nove infikovanych jedincii 1 miliardy,
aktivni forma tuberkulézy se projevi u 200 milionti jedinct a 35 milionti lidi zemfe na

nasledky tuberkulozy.?



Obr. €. 1: Pocet piipadii onemocnéni tuberkuldézou na konci 20.stol. v jednotlivych

svétadilech 2
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Obr. ¢. 2: Pocet pfipadii umrti na tuberkulézu na konci 20. stol. v jednotlivych

svétadilech?

V roce 1991 byl pod Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) vytvofen projekt pro
piimou kontrolu nad pribéhem terapie, tzv. DOTS (Directly Observed Treatment Short-
course). Jeho ukolem je kontrola epidemie tuberkulézy a zamezeni rozsifeni rezistentnich
kment. Hlavnim cilem je diagnostikovat tuberkulézu co nejdiive a ihned zalit s 1é¢bou.
Spociva ve standardizovanych kratkodobych chemoterapeutickych rezimech aplikovanych za

individualni pé¢e o kazdého nemocného. Po 6 mésicich terapie se provadi kontrola, zda byla



nemoc uspéSné vylécena. DOTS se podili na vice nez 95% terapii tuberkul6zy, a to predevSim
v rozvojovych zemich. Velkou ulohu hraje také v boji proti rozvoji multirezistence

tuberkul6zy tim, Ze dohlizi na dodrzovani terapeutickych rezima.?

1.1.2 Etiologie tuberkulézy

Pro ¢lovéka je nejvyznamnéjsi Mycobacterium bovis a piedevsim Mycobacterium
tuberculosis, ktera je pfic¢inou vétsiny infekci. Vzacnéjsi je Mycobacterium africanum, ktera
se vyskytuje jen ve stfedni Africe. U HIV pozitivnich jedinct se objevily dalsi atypické
kmeny mycobacterium, vyvolavajici oportunni infekce.

Vsechny mykobakterie jsou grampozitivni, aerobni, acidorezistentni, velmi pomalu
rostouci, nepohyblivé tycky o velikosti 0,3-1,5um s vysokym obsahem lipidi v bunécné
stén¢. Tyto mikroorganismy jsou extrémné citlivé na teplo a svétlo, ale velice odolné vuci
chladu a suchu a jsou schopny preZit i n&kolik dni mimo hostitele, napiiklad v hlenu.?*

Obr. &. 3: Fotografie Mycobacterium tuberculosis®

Mycobacterium tuberculosis objevil némecky védec Robert Koch v roce 1982. Mezi
jeji obranné mechanismy patii vysoce hydrofobni sténa neprostupna pro mnoha 1é¢iva, velice
u¢inny efluxni systém, produkce enzymua ( B-laktamasy, aminoglykosidacyltransferasy),
inaktivujicich 1é¢iva nebo schopnost mutace bakterialniho chromozomu, ktera vede ke vzniku
rezistentnich kmeni.*

Asi nejvétsi problém predstavuje pravé jeji hydrofobni obal, ten tvoii celkem tii
struktury: plasmova membrana, bunécna sténa a pouzdro. Klicem k jeho odolnosti je bunécna
sténa, ktera je dvojvrstva a vyznacuje se velmi nizkou permeabilitou. Tvoii ji tzv. mykolyl
arabinogalaktan-peptidoglykanovy komplex. Sklada se z vrstvy peptidoglykanu, ktery je
pomoci diglykosylfosforylového mistku spojeny s arabinogalaktanem vézajicim rozlehlé
mykolové kyseliny, to jsou a-alkyl-B-hydroxy mastné kyseliny obsahujici 60 az 90 atomu
uhliku.*



Problém, ktery v soucasnosti nabyva velkého vyznamu je rovnéz vzrustajici rezistence
na terapii. Ta vznika v téch ptipadech, kdy rezistentni kmeny mykobakterii pferostou kmeny
citlivé. Rezistence mize byt na jedno nebo i na vice antituberkulotik soucasné, tzv.
multirezistence, ta vznika obyCejné po neuspé$né terapii. Rezistentni kmeny vznikaji
nahodnou genetickou mutaci bakteridlniho chromozomu jesté pted kontaktem mykobakterie s
1é¢ivem. Teoreticky miize vzniknout rezistence na jakékoliv antituberkulotikum, ale v praxi je
rezistence na néktera antituberkulotika castéj$i nez na jina. Napiiklad rezistence
Mycobacterium tuberculosis na isoniazid se objevuje v priméru 2,56x10® mutaci na bakterii
na generaci. Oc¢ekdvany pomér rezistentnich mykobakterii a citlivych bakterii u nelééené
populace je 1:10° pro isoniazid a streptomycin, 1:10° pro rifampicin a 1:10* pro rezistenci na
isoniazid i rifampicin. Divody vzniku rezistence jsou zejména chybna terapie, obvykle jen
jednim antituberkulotikem, chybné zvoleny 1é€ebny rezim a také nedodrZeni 1é¢by pacientem.
Timto zpGsobem se postupné usmrti citlivé kmeny, ale zaroveil se pomnozi kmeny odolné.
Ty mohou dale mutovat a vznikaji tak dvojité rezistentni kmeny, jejichz ptitomnost byla diive
velmi nepravddpodobna.”

V posledni dobé byly nové objeveny dalsi zbran¢ Mycobacterium tuberculosis. Jedna
z nich napiiklad zpusobuje vysokou virulenci. Imunitni systém pomoci T-lymfocyti znaci
mykobakterie proteiny C2a , které navedou makrofagy. Poté, co jsou mykobakterie pohlceny,
CZ2a odpada a ztraci pro télo vyznam. Tento C2a protein vSak dokaZze vyuZzit ve svilij prospéch
I sama mykobakterie, ktera diky nému ziska schopnost ptilnout k makrofagu a tim tak nartsta
jeji virulence. Putujici makrofagy tak mykobakterie v lidském téle vice rozsifi.

Také schopnost perzistovat v téle ¢lovéka po dlouhou dobu v tzv. latentni formé je
pro tyto mikroorganismy typicka. Vysvétlenim by mohl byt enzym isocitratlyasa, ktery
mykobakterie produkuji a ktery jim umoziuje vyuzivat mastné kyseliny jako zdroj energie.
Tato skute¢nost ma také spojitost s odpovédi imunitniho systému na infekci. Mykobakterie
totiz dokazi ptreprogramovat metabolismus makrofagii na metabolismus mastnych kyselin.
Makrotagové vSak neumi vytvofit isocitratlyasu, takZe nakonec mastné kyseliny nezpracuji a

hynou.?

1.1.3 Pfenos a rozvoj infekce

Zdrojem tuberkulézy je nemocny. Zakladni cesta ptfenosu infekce je inhalaci
kontaminovanych kapének (Mycobacterium bovis mize byt také pienesena kontaminovanym

mlékem). Kychanim, kaslanim nebo jen mluvenim rozsifuji lidé s plicni ¢1 laryngedlni



tuberkul6zou do prostoru kapénky s mykobakteriemi, které se ve vzduchu udrzi i nékolik
hodin. Po vdechnuti druhou osobou mykobakterie dosahnou plicnich alveol a vznika nova
infekce.

Pfenos zavisi prfedevSim na ¢tyfech faktorech:

1. infek¢énost nakazené osoby, tj. do jaké miry je schopna

kontaminovat okolni vzduch

2. prostiedi, ve kterém se kapénky S$iti

3. délka expozice druhé osoby

4, virulence toho konkrétniho kmenu mykobakterie

Multirezistentni tuberkuldza se $ifi stejnym zptsobem. Doba infekénosti prvni osoby
je vsak diky netspésné terapii mnohem delsi. Nejlepsi zpusob, jak omezit pienos infekce, je
izolace nakaZeného pacienta a ihned zagit terapii.> ®

Poté, co jsou zivotaschopné mykobakterie inhalovany, jsou oznaceny antigeny, které
tvoii T-lymfocyty, a pohlceny plicnimi makrofagy. Ty je vSak nejsou schopny vSechny znicit,
ncékteré mykobakterie pifezivaji a po smrti makrofiga jsou opct uvolnény. Takto se
mykobakterie velice rychle pomnozi a lymfou nebo krevni cestou napadaji dal§i organy.
Tuberkuléza postihuje hlavné plice, ledviny, mozek a kosti.?

Kumulace mykobakterii v makrofazich zpusobi vznik tuberkuléznich uzlikt
(primarniho komplexu). Tato faze je také nékdy oznacovana jako primarni infekce a Casto
probiha asymptomaticky. Druhou fazi je postprimarni infekce, kterd se muze objevit hned
nebo 1 po né€kolika letech pii oslabeni imunitniho systému jinou pfi¢inou. Tato faze je jiz
vyrazn¢ symptomaticka. K ptiznakim patii dlouhotrvajici kasel, febrilie, inavnost, hubnuti a
chrleni krve. Onemocnéni ma zpravidla chronicky raz, u mladsich dospé&lych muliZe probihat
rychle s infaustni progn(')zou.z’ °

Infikovany jedinec, u néhoz se neprojevila aktivni forma tuberkuldzy, nemtize nakazit

ostatni.’

1.1.4 Prevence tuberkulézy

Pro prevenci vzniku tuberkulozy ma nejvétsi vyznam ockovani BCG (Bacillus
Calmette-Guerin) vakcinou, kterou tvofi oslabeny kmen Mycobacterium bovis. Vakcinace
nesnizi riziko vzniku onemocnéni, ale zabranuje hlavné vzniku generalizovanych forem. V
Ceské republice je vakcinace povinna a provadi se 3.-5. den po narozeni s revakcinaci v 11

letech.’



V oblasti vakcinace probiha v soucasnosti vyvoj ctyf novych skupin vakcin. Mezi né
patii atenuované kmeny Mycobacterium tuberculosis, vakcinace proteinovymi subjednotkami,
vakciny na bazi nukleovych kyselin a také se pracuje na vylepsSeni dnes jediné uzivané
vakciny BCG.!

V prevenci je rovnéz dulezitd izolace 1é¢enych pacientl a bakteriologické vysetieni po
skonCeni terapie. Také se uziva chemoprofylaxe isoniazidem. Cilem chemoprofylaxe je
zabranit onemocnéni za uréitych rizikovych situaci, zejména pii terapii imunosupresivy,
onemocnéni silikozou, chronickd renalni insuficience, dekompenzovany diabetes, nemocni

s AIDS.’

1.1.5 Diagnostika tuberkulézy

V diagnostice TBC se vyuzivaji metody:

1. bakteriologické vySeteni sputa
2. rentgenoveé vysSetieni hrudniku ptipadné dalSich postizenych orgént
3. tuberkulinovy test, tuberkulin je o¢isténa bilkovina Mycobacterium

tuberculosis, ta se vsttikuje pod kuzi, reakce se odecita za 72 hodin (vzhledem
k ockovani celé populace je tento test v Ceské republice pouze orientaéni)

4. histologické vySetieni

S. v uvahu nutno brat epidemiologické souvislosti a predisponujici faktory
(diabetes mellitus, imunodeficience, imunosuprese)

6. mezi pomocné metody dale patii: bronchoskopie, bronchografie, vySetfeni

krve, mo¢i a imunologicka vysetteni’



1.2 Terapie tuberkulézy

1.2.1 Soucasné trendy v terapii

Terapie se zahajuje uto¢nou (inicidlni) fazi, kterd zpravidla trva dva mésice a spociva
v kombinaci 3 - 4 1ékd. Dochazi k podstatné eliminaci mykobakterii a k zahajeni reparacnich
procesi. Mezi zékladni antituberkulotika zafazujeme isoniazid (INH), rifampicin (RMP),
pyrazinamid (PZA), streptomycin (STM) a etambutol (EMP). Nemocni jsou obvykle
hospitalizovani a 1éky dostavaji denn¢.

Pokracujici 1é¢ba (zajist'ujici) zahrnuje podavani 2 ptipravki po dobu Ctyt az Sesti
mésict s cilem postihnout maximalni mnozstvi patogeni méné¢ metabolicky aktivnich a
inaktivnich po jejich névratu do ristové faze. Léky jsou aplikovany podle zavaznosti
onemocnéni denné nebo intermitentn€, a to ambulantné€. 78

Standardni terapeuticky rezim aktivni formy tuberkul6zy je 1é¢ba INH, RIF, PZA po
dva mésice a poté Ctyii mésice 1é¢ba INH a RIF. U pacienti s latentnim stadiem TBC, t].
pozitivni tuberkulinovy test, ale Zadné klinické pfiznaky, Se doporucuje chemoterapie,
spocivajici v kazdodennim uzivanim isoniazidu po dobu Sesti mésici.?

Nové pristupy k terapii tuberkuldzy slibuji zkraceni doby 1€€by. 16. listopadu 2005
byly na konferenci 45 th Annual Interscience Conference on Antimicrobial Agents and
Chemotherapy in Washington, D.C. prezentovany vysledky novych farmakoterapeutickych
postupd v 1é¢bé tuberkuldzy, zejména nové vyuziti gatifloxacinu. Tyto studie jsou v ramci
WHO soucasti programu: Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases
(TDR). Soucasna kombinace zakladnimi antituberkulotiky vyzaduje délku terapie minimalné
Sest mésicll. Nové vyzkumy vsak dokazuji, Ze po nahrazeni etambutolu gatifloxacinem se tato
doba zkrati na Ctyfi mésice. Pokud budou vysledky 1 nadale pozitivni, uvedeny postup bude

zaveden jiZ v roce 2009.°

1.2.2 Zasady terapie

P11 1é¢bé tuberkul6zy je nutné dodrzZet tyto zédkladni pravidla:

1. podéavani 1é¢iv v kombinaci (z divodu zabranéni rezistence)

2. podavani 1é¢iv v jedné denni davce (musi se dat cas mykobakteriim na
pomnozeni, v této fazi je 1écba nejefektivné;si)

3. 1é¢iva nutno podéavat dlouhodobé¢ (nevysazovat 1€¢ivo po odeznéni symptomﬁ)7

10



1.2.3 Rezistence na terapii

Z hlediska terapie lze rezistenci dé¢lit na dva typy: primarni a sekundarni. Primarni
rezistence se objevuje u pacientl, ktefi jeSté nebyli 1é¢eni a byli tedy infikovéani jiz
rezistentnimi kmeny. Sekundarni rezistence, nékdy také nazyvana ziskana rezistence, se
objevuje u pacientl, ktefi jsou 1éceni chybnym terapeutickym rezimem nebo terapii spravné
nedodrzuji.

Reseni pro vzniklou rezistenci miize byt pouziti kombinace antituberkulotik nebo uziti
ucinky nez bézné antituberkulotika. Také délka terapie se v téchto ptipadech prodluzuje az na
18-24 mésict. Lépe je rezistenci predchéazet, coz lze napiiklad tim, Ze se ucinnost daného

1éGiva ove&H in vitro jests pied zatatkem terapie.’

1.2.4 Monitorovani terapie

V ptipadé plicni tuberkulézy je nejvyhodnéjsim ukazatelem uspéSnosti terapie
mikrobiologické vysetieni sputa kultivaci. U pacienti 1é¢enych rezimem zahrnujicim terapii
rifampicinem a sou¢asné isoniazidem by se méla infekénost Giplné potlacit béhem dvou tydnu.
Pokud vsSak mikrobiologicky test prokadze opak, je infekce zplsobend rezistentnimi
mykobakteriemi nebo se tyto mykobakterie rezistentnimi staly. AvSak ve vétsin¢ téchto
piipadi byva pficina jina, a to noncompliance pacienta. Pokud tedy zvoleny terapeuticky
rezim vede k uspéSné 1écbe, nejvétsi hrozbou se pro néj stdvad sam pacient nedodrZzenim
terapie. Jednou z moznosti jak kontrolovat compliance pacienta je sledovani jeho moce,
kterou rifampicin zbarvi do ¢ervena za Ctyfi hodiny po jeho podani. Velice rozsifen je také
rentgen plic, ale tato metoda z hlediska sledovani prub&hu terapie jiz poskytuje informaci
daleko méng."

Podavéani isoniazidu, rifampicinu i pyrazinamidu je také spojeno s rizikem
hepatotoxicity, proto je nutné pied zahdjenim 1 béhem terapie provadét vySetteni jaternich
funkci. S ohledem na kinetiku antituberkulotik je rovnéz nutné sledovat i funkci ledvin. Pti

porusené funkci ledvin je nutné upravit ddvkovani, zejména u streptomycinu a etambutolu. Pfi

terapii etambutolem se také provadi o¢ni Vyéetfeni.8
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1.3 Chemické struktury a farmakologické viastnosti
antituberkulotik

1.3.1 Antituberkulotika prvni volby

Streptomycin

NH

HN NH,

HoN NH

o

(e]

HO
CH,OH

HO NHCH,

Streptomycin je aminoglykosidové antibiotikum izolované ze Streptomyces griseus.
Jeho molekulu tvofi tfi hlavni struktury: streptidin, streptaza a N-methyl-L-glukosamin. Pro
svou nizkou absorpci z gastrointestinalniho traktu je podavéan intramuskularni nebo velice
ziidka intrathekalni cestou. Pasobi baktericidné. Jde o antituberkulotikum prvni fady a pro
rychly rozvoj rezistence se pouziva v kombinaci. Kromé Mycobacterium tuberculosis je
udinny 1 proti jinym patogenim, napt. Brucella spp., Francisella tularensis, Pseudomonas
mallei, Listeria monocytogenes, Streptobacillus moniliformis, Spirillum minus.* % *2

Mechanismus jeho ucinku spociva v penetraci do vnitini membrany Mycobacterium
tuberculosis a nasledné vazbé& na 30s podjednotku ribozomi."
Jeho velkou nevyhodou je ¢astd manifestace nezadoucich uc¢inkl z divoda vysokych

davek. Jsou to hlavné rizné alergické reakce a toxické plsobeni na periferni a centralni

4 r . r 7 4 r 1
nervovy systém, zejména na osmy kranidlni nerv.
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Isoniazid

/

NH»

Isoniazid je hydrazid kyseliny isonikotinové. Pasobi baktericidné na extra- i intra-
celularni aktivné rostouci Mycobacterium tuberculosis, u neaktivnich forem pisobi
bakteriostaticky. Vzhledem k pomérné rychlému vzniku rezistence mykobakterii se pouziva v
kombinaci s ostatnimi antituberkulotiky.*" 12

V mykobakterii je oxidovan na kyselinu isonikotinovou za ti¢asti enzymu katalasy a
peroxidasy, obsazenych v cytoplazmé. Kyselina isonikotinova pro svij silny negativni naboj
obtizn¢ opousti buiku, proto se v nikumuluje a zasahuje do metabolismu kyseliny
nikotinové. Také inhibuje biosyntézu bunécné stény, resp. mykolickych kyselin, ovlivnénim
enzymu mykolatsyntetasy. 3

Je vyrazné hepatotoxicky (hlavné v kombinace s rifampicinem) a neurotoxicky.
Popisovany jsou také gastrointestindlni potize jako anorexie, nauzea, zvraceni a také rizné
kozni projevy jako ekzémy nebo prurigo. Vyjimecné se miiZze objevit i anémie nebo leukémie.
Podavani isoniazidu vede k deficitu pyridoxinu, proto se doporucuje soucasné podavat

pyridoxin pro sniZeni neurotoxicity isoniazidu.**

Pyrazinamid

o
N
X NH,
=
N

Pyrazinamid je strukturdlnim analogem nikotinamidu. Pisobi baktericidné na

Mycobacterium tuberculosis, zatimco Mycobacterium bovis a jini atypicti ptivodci jsou
rezistentni. Jeho vyznam spociva zejména v nasazeni v inicidlnich fazich terapie, jelikoz
zkracuje potfebnou délku lé¢eni. Vykazuje synergismus s INH a RMP a zkracuje tak terapii

¥ v r o 113,12
na sest mesicu.™ 5
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Je aktivni pfi slabé kyselém pH. Po proniknuti do mykobakterie je enzymem amidasou
transformovan na ucinnou formu pyrazinkarboxylovou kyselinu, ktera je vysoce specifickd k
Mycobacterium tuberculosis.*

Nezadouci ucinky zahrnuji pfedevSim hepatotoxicitu v zavislosti na davce. Jsou

popisovany i vyskyty dny, porfyre, horecky, myalgie, koznich alergicky reakci a zazivaci

obtize. !
Rifampicin
O

CH3

| CH3
CHa

Antibiotikum s Uzkym antimikrobidlnim spektrem plsobici bakteriostaticky, ve
vyssich davkach baktericidné. Patii do skupiny polysyntetickych antibiotik odvozenych od
rifamycinu B izolovaného z Streptomyces mediterrani. Jeho charakteristickou strukturou je
chromoforické naftochinonové seskupeni s dlouhym alifatickym pfemosténim. Je indikovan
nejen v 16b& tuberkuldzy, ale i v dalsich predevsim stafylokokovych infekcich. 12

Mechanismem Uc¢inku je inhibice prokaryotické DNA dependentni RNA polymerasy
vazbou na jeji B-podjednotku. Vysledkem je inhibice syntézy RNA. Lidské enzymy tato latka
neinhibuje. Rifampicin je velice lipofilni, diky ¢emuZ dobfe prochazi pfes mykobakterialni
sténu.’

Nevyhodou je rychly vznik rezistence, proto je nutna kombinace s isoniazidem nebo
etambutolem. Kombinace rifampicinu s isoniazidem ale na druhé strané zvySuje riziko

hepatotoxicity.*
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Etambutol

OH

H3C /\/N
N CH3
OH

Etambutol je synteticky aminoalkohol (ethylen-diamino-di-1-butanol) putsobici
bakteriostaticky na vétSinu kmentt Mycobacterium. Ve své struktuie ma dva chiralni uhliky,
pfi¢emz S,S usporadani je asi 600x ucinnéjsi nez R,R. Indikaci je kombinacni 1écba plicni
tuberkul6zy, zejména s isoniazidem a streptomycinem. Plsobi pouze na aktivné rostouci
kmeny, L1 12
Mechanismem uc¢inku je inhibice syntézy proteinli a nukleovych kyselin. Narusuje
také biosyntézu arabinogalaktanu, ktery je soucasti bunécné stény mykobakterii, a tim
piispiva ke zvyseni jeji permeability pro ostatni 16&iva.t
zelené barvy, proto se doporucuji oftalmologické kontroly béhem 1é¢by. Také muze dojit k

. , .11
zhor$eni zrakové ostrosti.

1.3.2 Antituberkulotika druhé volby

UZivaji se méné Casto a terapie t€émito latkami je obvykle provézena vétSim vyskytem

nezadoucich ucinku.

Kyselina p-aminosalicylova

COOH

OH

NH»

Struktura kyseliny p-aminosalicylové vykazuje vyznamnou podobnost s kyselinou
p-aminobenzoovou (PABA). Mechanismus u¢inku spo¢iva pravé v kompetici s PABA, to ma

za nasledek inhibici syntézy kyseliny listové, podobné jako je tomu u sulfonamidt. Receptory
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pro PABA musi byt znacné specifické, protoze kyselina p-aminosalicylova je proti vétSiné
bakterii neucinna, a naopak sulfonamidy neptisobi na mykobakterie. Kyselina
p-aminosalicylova byla dfive pouzivana pii dlouhodobé 1é¢bé tuberkulézy spoleéné
s isoniazidem a streptomycinem. Nyni je jeji pouziji v terapii velmi omezené vzhledem k

vysokému vyskytu nezddoucich U¢inkd. Jsou to zejména gastrointestindlni obtize, poruchy

ledvin a jater, bolest kloubti a neurologické poruchy. 14, 12
Kapreomycin
R
" 0 NH,
H )J\M
HoN N "
N N
H H
O
NH HN o)
H H
N N NH,
° T
(@] H le}
NH
/K Kapreomycin IA° R =0OH
N NH Kapreomycin IB R=H

H

Kapreomycin je polypeptidové antibiotikum, ziskavané ze Streptomyces capreolus.
Jeho pouziti je méné Casté a pouze v kombinaci sjinymi antituberkulotiky. Ve vysSich
davkach se u né& vyskytuji projevy toxicity: poskozeni ledvin, vedouci k retenci dusiku,
poskozeni osmého nervu, vedouci k hluchoté a vestibularnim porucham. Podava se

intramuskularng.'* 12

16



OH
(0]
HZNW H . "
NH, HN J\
o) N NH3
H
NH
NH
HO [e)
NH
[©) N NH
Hj\H/ HNT 2
HO °©

Viomycin je antibiotikum produkované ur¢itymi kmeny Streptomycet. Je to komplexni
bazicky polypeptid. Jeho nevyhodou je rezistence mykobakterii na viomycin, ktera se rozviji
velice rychle. Mezi nejzavaznéj$i nezadouci ucinky spojené s terapii viomycinem patii:
poskozeni ledvin a osmého nervu, které vede ke ztraté rovnovahy a hluchoté. Tyto ucinky

jsou u viomycinu vyrazn&jsi neZ u streptomycinu.** 2

Cykloserin

o

AN

NH

H,N o)

Cykloserin je antibioticky analog D-alaninu, ktery inhibuje alaninracemasu, brani tak
vyuziti alaninu pfi stavbé bunécéné stény. Diive se uzival pii infekcich mocového ustroji.
Nejzavazngj§i nezddouci reakce jsou ruzné dysfunkce centrdlniho nervového systému a
psychotické reakce, nékteré z nich mohou byt zvladnuty fenytoinem. Z téchto diivodl je dnes

jeho vyznam v terapii tuberkuldzy velmi maly.13’14' 12

17



Terizidon

Terizidon obsahuje v molekule dva cykloserinové podily. Tato latka je proléCivem
cykloserinu a ma tedy ve vysledném efektu stejné projevy. Opét se zde objevuji nezadouci
ucinky na centralni nervovy systém, proto je rovnéZz V terapii tuberkulézy fazena mezi

F 17w 1
rezervni 1é¢iva.t®

Ethionamid
S NH»
\
/ CH3
N

Ethionamid je chemicky pfibuzny isoniazidu. Je zajimavé, Ze i pfes tuto podobnost
neni rezistence vici isoniazidu zkiizend. BohuZel rezistence mykobakterii na ethionamid
vzniké velice rychle. Ve vysSich davkach se projevi vyrazné nezadouci G¢inky, zejména silné

drazdéni zaludku a neurologické poruchy.** 12
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Rifabutin

N\/<CH3
CHs

Rifabutin je bakteriostatické antibiotikum odvozené od rifamycinu a je piibuzné

rifampicinu. Uziva se u infekci multirezistentnich kmend Mycobacterium tuberculosis, dale u

HIV pozitivnich nemocnych s infekci Mycobacterium avium.® *2

Klofazimin

Cl

CH3

N N CHg

”
N N—<: :>—CI
H

Klofazimin je fenazinové barvivo. Jeho mechanismus G¢inku ziejmé souvisi s vazbou
na DNA. Klofazimin je poddvan zajména v terapii lepry, ale také se pouziva v kombinované
terapii mykobakterialnich infekci u pacienti s AIDS, vyvolanych zejména Mycobacterium

avium-intracellulare.** 2
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Klarithromycin

CH3

CHg

Klarithromycin patii do skupiny makrolidovych antibiotik, ktera se také v nekterych
ptipadech pouzivaji v terapii tuberkuldzy. Do této skupiny patii i roxithromycin, azithromycin
nebo rokitamycin. Mechanismus jejich u¢inku spociva v inhibici proteosyntézy, vazbou na
50s podjednotku ribozomu, tim zastavuje rdst mykobakterii. Pouzivaji se pouze

. . 1,12
Vv kombinované terapii.™

Ciprofloxacin

el

V terapii tuberkulozy se také uplatiuji nekteré fluorochinolony, vychazejici z kyseliny
nalidixové. Vedle ciprofloxacinu zde maji vyznam 1 ofloxacin, levofloxacin nebo
moxifloxacin. Mechanismem ucinku je inhibice DNA-gyrasy a DNA-topoizomerasy IV. Ve

vysledném efektu ptisobi baktericidng. Jsou pouzivany opét pouze v kombinacich. *2
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1.3.3 Potencialni antituberkulotika

V soucasné¢ dob¢ jsou v riznych stadiich vyvoje dalsi latky, které vykazuji
antituberkulotickou aktivitu a které by mohly v budoucnu vyznamné ptispét v terapii

tuberkuldzy. Mezi né patii naptiklad:

Thiolaktomycin

Tato latka patii do skupiny thiolaktont. Jeji antituberkulotickd aktivita spociva
V inhibici biosyntézy mykolovych kyselin, které¢ jsou soucasti bunééné stény mykobakterii.
Avsak, vzhledem k nedostatek informaci o jeji in vivo toxicité ¢i in vitro cytotoxicité, nelze

fici, jestli jeji minimalni inhibiéni koncentrace (MIC) 5ug/ml neptesahne toxickou hladinu.*

Tryptanthrin

O

O

Strukturdlné se jedna o indolylchinazolinovy alkaloid. Vykazuje ucinek proti
multirezistentnim kmentim mykobakterii, avSak i zde nejsou jesté¢ znamy vysledky testli na

toxicitu. MIC se v tomto piipadé pohybuje v rozmezi 0,5 — 1,0 pg/ml."
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Nitroimidazofurany, nitroimidazopyrany

V pribehu uzivani nitroimidazofuranii v oblasti chemoterapie rakoviny byla zjiSténa i
antituberkulotickd aktivita, avSak vzhledem k jejich mutagennim vedlej$im ucinkiim se jako
antituberkulotika neprosadily. Jinak je tomu u pfibuzné skupiny latek, u bicyklickych
nitroimidazopyranti. Patii sem napiiklad latka oznacovand PA-824, kterd vykazuje Gcinek jak
na rostouci, tak na latentni kmeny Mycobacterium tuberculosis. Mechanismy ucinku jsou
inhibice proteosyntézy a inhibice syntézy lipidi bunétné stény. Jeji MIC se pohybuje
v rozmezi 0,015 — 0,25 pg/ml.*

Oxazolidinony

N
U-100480 >:o

Oxazolidinony vykazuji antibiotickou aktivitu, vychazejici z jejich schopnosti inhibice
proteosyntézy. Patii sem 1 latka oznaCovand jako U-100480, ktera je u0Cinnd i1 proti
Mycobacterium tuberculosis. Pii testech na laboratornich potkanech vsak byla prokazana
toxicita, ktera vedla k dalSim obméndm struktury. Ve fazi klinickych zkousek neni zatim

74dn4 z téchto latek.
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Puriny

9-benzyl-2-chlor-6-(furan-2-yl)-purin

Zajimavymi latkami s antituberkulotickymi  ucinky jsou i 9-benzylpuriny
substituované v polohach 2, 6 a 8. Mezi latky s nejvétsi aktivitou patii 9-benzylpurin

substituovany chlorem v poloze 2 a furan-2-ylem v poloze 6.*

Benzopyran-2-ony

Calanolid A

Benzopyran-2-ony byly pivodné testovany na aktivitu proti viru HIV. U nekterych

vSak byla zjisténa i1 antituberkuloticka aktivita. Jednou z téchto latek je calanolid Al
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2 Cil diplomové prace

Vzhledem k celosvétové zvySujicimu se poctu ptipadii onemocnéni tuberkuldézou a
narustu vyskytu rezistentnich kment Mycobacterium tuberculosis vznika v soucasnosti
potieba vyvoje novych antituberkulotik. Pozadavky na tato 1éCiva jsou zejména: nové
mechanismy uc¢inku, které by zajistily odolnost vici rezistentnim kmentim, nizky vyskyt
nezadoucich ucinkt, ktery by zvysil compliance pacientl a snizil rizika terapie, a také vyssi
ucinnost, kterd by vedla ke zkraceni terapie. Nova lé¢iva musi byt schopna nahradit ta
stavajici. *°

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv se dlouhodob¢ zabyva studiem syntézy
novych derivatii pyrazinu S potencialni antimykobakteridlni a antifungalni aktivitou nebo
inhibiéni aktivitou na fotosyntézu.'®

Vramci své diplomové prace jsem se zaméfil na pripravu biologicky
(antimykobakterialné, doplinkoveé i antifungalné a herbicidné) aktivni derivaty pyrazin-2-
karboxylové kyseliny. Tato prace navazuje na vysledky, prezentované na fakultnim kole
Studentské védecké konference v roce 2005. Nékteré z mych vysledki byly také zvefejnény

formou plakatovych sd&leni na odbornych konferencich.™ *" 18

Mg¢ ukoly byly nésledujici:

1. ReSerSe zaméfend na soucasny vyznam tuberkuldzy ve svété, trendy v terapii a
potencialni antituberkulotika.

2. 'V chemické literatufe vyhledat metody pfipravy substituovanych amidi
substituované pyrazin-2-karboxylové kyseliny.

3. Pfipravit substituované amidy substituované pyrazin-2-karboxylové kyseliny a
dostupnymi metodami ovéfit strukturu pfipravenych latek.

4. Predat pfipravené¢ latky na testovani (antimykobakteridlni, antifungalni,
herbicidni).

5. Vypocitat lipofilitu (log P) nové pfipravenych latek.

6. Zhodnotit ziskana data a pokusit se najit vztah mezi strukturou, lipofilitou a

biologickym uc¢inkem latek.
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3 Teoreticka cast

3.1 Vlastnosti pyrazinového jadra

Pyrazin, 1,4-diazin, je vysoce symetrickou molekulou. Pyrazinové jadro je planarni

utvar, ktery mize byt znazornén jako rezonan¢ni hybrid nékolika zékladnich struktur (1.-4.).

e

Jedna se o slabé aromatickou slouceninu, ktera se svymi vlastnostmi blizi vlastnostem
terciarnich alifatickych aminli. Pyrazin se chova jako slaba dvojsytnd baze, kterd je v
porovnani s ostatnimi diaziny a pyridinem bazi nejslabéi.19

Tabulka &.1: Srovnani aromaticity benzenu s nékterymi dusikatymi heterocykly®®

Sloucenina % aromaticity
Benzen 100

Pyridin 82

Pyridazin 65

Pyrimidin 67

Pyrazin 75

Tabulka €.2: Srovnani bazicity n¢kterych dusikatych heterocyklﬁ19

Sloucenina pKa (1.stupei)
Pyridin 5,20
Pyridazin 2,33
Pyrimidin 1,30
Pyrazin 0,65
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Z hodnot hustoty m-elektronii v pyrazinovém a pyridinovém kruhu je ziejmé, ze
hustota m-elektronti je zvySena na dusikovych atomech, zatimco na uhlikovych atomech je
hustota vyrazné mens$i. Vypoctené hodnoty se od namétenych hodnot témét nelisi. Je patrné,
ze hustoty m-elektront na a-uhlicich pyrazinu a pyridinu jsou velmi podobné a Ize ocekavat i

podobnou chemickou reaktivitu a-substituovanych pyrazint a pyridinu.? %23

-0,082 -0.100
N\ N
[ j+0,041 | Xy +0,049
NG ~ -0,010
+0,021
1. 2.

Meziatomové vzdalenosti jsou u pyrazinu a ostatnich diazinl sice podobné, ale poloha
druhého dusikového atomu znaéné ovliviiuje geometrii molekuly.20

Pyrazin, stejné¢ jako ostatni diaziny, nepodléha snadno elektrofilnim substitucim.
Ptimy elektrofilni atak je ztizen induktivnim efektem dusikovych atomi pyrazinu a tedy
existenci rezonanc¢nich struktur, které jsou pfi¢inou kladného néboje na atomech uhliku
heterocyklu. Mnohem Iépe vSak probihaji substituce nukleofilni, zvlasté v piipadé¢, kdy se
pyrazinovy kruh aktivuje prevedenim na N-oxid.?*

IC spektra pyrazini a N-oxidd pyrazinu vykazuji Gtyfi roztazené v-vibrace v oblasti
1600-1370 cm™. Vibrace v rozmezi 1600-1575 cm™m4 riiznou (vétsinou slabou) intenzitu, v
oblasti 1500-1520 cm™ slabou a7 stiedni intenzitu, v oblasti 1500-1465 a 1420-1370 cm™ se
nachdzeji vibrace stfedné silné intenzity. Valen¢ni vibrace N-oxidl se nachazi v oblasti 1350-
1260 cm™ a maji silnou intenzitu. U monosubstituovanych pyrazinii se vyskytuje jests silny
pas v oblasti 1060-1040 a 1030-1010 cm™. Navic maji pyrazinové derivaty jesté mimorovinné
o (C-H) vibrace kruhu v oblasti 860-800 cm™. U nesubstituovaného pyrazinu tato vibrace
klesa pod 800 cm™. Substituenty se -M efektem posunuji hodnoty vino¢tu vibraci k vy$sim

mezim, substituenty s +M efektem tyto hodnoty sniZuji.25
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Tabulka &. 3: P¥iklady hodnot vlno&td a vibraci pyrazinovych derivata®

Sloucenina v pyrazinového kruhu o(C-H)
2-aminopyrazin 1590 | 1535 | 1488 | 1430 | 1175 | - 1059 | 1005 814
2-metylpyrazin - - - - - - - - 824
2-chlorpyrazin 1560 | 1522 | 1462 | 1387 | 1175 | 1133 | 1048 | 1009 839
2-pyrazinkarbonitril - - 1464 | 1401 | 1176 | 1148 | 1147 | 1013 851
2-pyrazinkarboxamid | 1585 | 1530 | 1485 | 1379 | 1181 | 1164 | 1054 | 1025 869
pyrazin - - 1488 | 1414 | 1150 | 1130 | 1063 | 1018 784

3.2 Priprava N-oxidu pyrazinu

Pyrazin, stejné jako ostatni diaziny, nepodléhd snadno elektrofilnim substitucim.

Dtvodem toho je induktivni efekt dusikatych atomi pyrazinu, ktery je pfi¢inou kladného

v

naboje na atom uhliku heterocyklu, tim se ztézuje ptimy elektrofilni atak. Vyhodnéjsi jsou

proto substituce nukleofilni, zejména pokud je pyrazinovy kruh aktivovan pfevedenim na

N-oxid. Aktivace na N-oxid se provadi nejastéji pomoci peroxidu vodiku v prostiedi

kyseliny octové. V zavislosti na délce zahtivani, reakcni teploté a molarni koncentraci

oxida¢niho ¢inidla probiha do stadia pyrazin-1-oxidu ¢i pyrazin-1,4-dioxidu.

2 mol 30% H,0, /AcOH

3
8 hod. 70 °C RN
| =
R NG

4 mol 30% H,0O,/AcOH

16-24 hod. 95 °C

R
R
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3.3 Halogenace pyrazinového jadra

Halogenpyraziny hraji v chemii derivatd pyrazinu velkou roli, jelikoZ mohou
poskytovat diky snadné vyméné atomu halogenu za nukleofil fadu derivati pyrazinu jinak
nedostupnych. Existuji tii klasické metody, jak lze halogenderivaty pyrazinu pfipravit. Prvni
zpusob je zalozen na piimé halogenaci pyrazinu v plynné fazi, druhy na zaméné hydroxylu ¢i
aminoskupiny na pyrazinovém jadfe halogenem pomoci chloridu nebo bromidu fosforylu.
Nejcastéji se halogenderivaty pyrazinu ziskavaji nukleofilni halogenaci N-oxidu pyrazinu.
Tato halogenace probihéd nejvice do polohy 2, méné do polohy 3. Z halogenacnich ¢inidel se

nejcasteji uziva chlorid fosforylu.28

N POCI N N
AN -
S i | S+ pogl + HF
_— | 2
— 7 =
N7 N N~ ~cCl
| e

e O\P/

3.4 Priprava acylhalogenidu

Acylhalogenidy jsou pro svou velkou reaktivitu velmi dilezitymi funkénimi derivaty
kyselin. Ze vSech acyhalogenidi maji nejvétsi vyznam acylchloridy. Acyhalogenidy se
ziskavaji reakci kyselin s halogenidy fosforu a siry: chloridem fosforecnym a fosforitym a
chloridem thionylu (thionylchloridem). V nékterych piipadech je vyhodné ¢inidlo pro
pfevadéni kyselin na acylchloridy fosgen, popi. chlorid oxalové kyseliny a pro citlivé
kyseliny benzoylchlorid.?

Vybér ¢inidla se fidi tim, jak snadno lze izolovat produkt ze vzniklé smési. Z tohoto
pohledu je ziejmé nejvyhodnéjsim chlorid thionylu, ktery dava plynné vedlejsi produkty, jez
z reakéni smési unikaji. Casto se ale musi pii piipravé acylchloridii pouzivat chloridu thionylu
v piebytku. Po skonceni reakce se reakéni smés zpravidla zpracovava destilaci. Chlorid
thionylu vSak vie jiz pfi teploté 76°C, proto se hodi tento, jinak velice snadny, zplisob je pro

o e s 29
ptipravu chloridd s vy$§im bodem varu.
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Pokud neni mozné piebytek chloridu thionylu oddestilovat vzhledem Kk blizkym

teplotam varu chloridu thionylu a vzniklého acylhalogenidu, odstrani se jeho piebytek

pridavkem kyseliny mravendi.?

HCOOH +  SOCl, co + SO, + 2HC

Acylchloridy se piipravuji z karboxylovych kyselin ptisobenim:*®

1. chloridu fosfore¢ného

0 0
r4 + po, —— rH4 + na + poc,
OH cl

2. chloridu fosforitého

O O
3 R‘q + PCy ——— 3 R—( +  HPO,
OH Cl
3. chloridu thionylu
O O
R‘4 + socl, ——= R‘( + so, + HCI
OH Cl

3.5 Priprava anilida karboxylovych kyselin

Anilidy ¢i amidy karboxylovych kyselin 1ze pfipravit z kyselin nebo 1 z vétSiny jejich
funkénich derivati.”

Z kyselin se amidy ziskavaji aminolyzou karboxylovych kyselin. Po pfevedeni
kyseliny na sl samoniakem nebo primarnim ¢i sekundadrnim aminem, ji podrobime
tepelnému rozkladu. Takto ziskdme primarni, sekundarni nebo terciarni amidy. Pro pfipravu

e qe “ o 2
anilidi mé tato metoda mensi vyznam. S
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o NH, o 200 °C O
ot N/ L SN
OH ONH, NH,

Dalsi moznosti, jak ziskat amidy resp. anilidy karboxylovych kyselin je aminolyza

amida karboxylovych kyselin.

NH, R
0 cucl, PS
R4 N . HN o
NH, " ‘NH,

¥

Muzeme také vyuzit aminolyzu esterti karboxylovych kyselin.

NH
@)

A
R ,{ + _ HN
OC,Hs R’ -C,H;OH @\
R

Dalsi moznosti je 1 aminolyza anhydridii karboxylovych kyselin.

/< R’ -RCOOH
RN\

Avsak nejvyhodnéjsi metodou piipravy anilidd karboxylovych kyselin je aminolyza
chloridu karboxylové kyseliny. Pro vazani uvolnéné kyseliny chlorovodikové se ptidava
bezvody pyridin. Reakce probiha za laboratorni teploty, tim je vyloucena substituce druhého

vodiku acylem.
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o  SOCl, /PCI o

R—J( ~ R—4Z

OH Cl
R
P
o NH, HN o)
=4+ .
Cl ) -HCl
R R

Reakce acylchloridl a anhydrid s amoniakem a aminy probiha se vétSinou provadé;ji
za laboratorni teploty, ale estery reaguji za této teploty pouze samoniakem. Pfi pouziti
acylchloridt k pfipravé amidi vznikd chlorovodik, resp. karboxylova kyselina pii pouziti

anhydridi, ktery vyzaduje molekulu baze ke své neutralizaci.?®
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité metody, pristroje a chemikalie

U vsSech pouzitych chemikalii byly ovéfeny fyzikalni konstanty, rozpoustédla byla
pted pouzitim vysusena a ¢iSténa obvyklym zptisobem.

Prubéh reakei a Cistota latek byly sledovany tenkovrstvou chromatografii na deskach
SILUFOL UV 254 (Kavalier, Votice, CR) za pouziti vyvijeci soustavy toluen - aceton (1:1).
Derivaty pyrazinu obsahujici volnou karboxylovou skupinu byly vyvijeny v soustavé
propanol - amoniak (2:1). Detekce byla provadéna UV svétlem o vinové délce 254 nm.

Vsechny analyzované latky byly ¢istény krystalizaci s aktivnim uhlim (voda, ethanol).

Teploty tani byly stanoveny na mikrovyhifevném stolku BOETIUS PHMK 05 (VEB
KOMBINAT NAGEMA, VEB Wigetechnik RAPIDO, Radebeul, DDR) a jsou
nekorigované.

Log P sloucenin byl vypocten pomoci programu ACD/logP ver. 1.0 (Advanced
Chemistry Development Inc., Toronto).

Chromatografické stanoveni log K (K — kapacitni faktor) pomoci HPLC provedl
PharmDr. Josef Jampilek, Ph.D. V laboratofich firmy ZENTIVA a.s. Praha.

Elementarni analyzy CHN na analyzitoru EA1110CE (Fisons Instruments S.p.A.,
Milano) byla provedena na KFCHKL FaF UK HK pani Hronovou.

InfraCervend spektra zméfila pani Vencovskda na KAOCH FaF UK HK pomoci
spektrometru Nicolet Impact 400. Latky pevného charakteru byly méfeny v tabletach bromidu
draselného (navazka 0,7 mg latky na 400 mg KBr), vlnodty jsou uvadény v em™ (15 mg v
0,25 ml rozpoustédla).

IH a 13C NMR spektra byla méfena na pfistroji Varian Merkury — Vx BB 300
(299,95 MHz — 1H and 75,43 MHz — 13C) Bruker Comp. (Karlsruhe, Némecko). Méfeni
provedl a spektra vyhodnotil doc.PharmDr. J. Kunes, CSc. z KAOCH FaF UK. Chemické
posuny jsou vztazeny k Si(CH3)a.

32



4.2 Schema provadénych reakci

4.2.1 Syntéza vychozich substituovanych pyrazin-2-karboxylovych
kyselin

o)
N
7 oH
Cy
N

OH /H ™ B
[ j/lk j/u\ OH /H* j)k
(NH,),S,0, %
AgNO,
H202 A

A oxidace
B alkalicka hydrolyza
C radikalova alkylace

N

+ D halogenace
O
oH /H"

Cc

0
0
cl OH cCl v
[ _Pocl, \[ TN on
_—
—
(NH,),S,0,

AgNO,
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4.2.2 Syntéza chloridu substituovanych pyrazin-2-karboxylovych kyselin

O O
X_ _N
X OH socl, ANy cl
| — | + HCl + SO,
= —
N N

R = H, terc-butyl
X=H, Cl

4.2.3 Syntéza anilida substituovanych pyrazin-2-karboxylovych kyselin

T X
! =
N R -HCl R™ N

R = H, terc-butyl
R’= 2-SH, 2-CI-5-CHj,, 4-CI-3-CH,
X=H,Cl
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4.3 Obecny postup pripravy

4.3.1 Priprava chloridl substituovanych pyrazin-2-karboxylovych

kyselin

0,005 mol substituované pyrazin-2-karboxylové kyseliny se rozpusti ve 20 ml
bezvodého toluenu v bance s kulatym dnem. Bailka je opatiena zpétnym chladiCem s
chlorkalciovym uzavérem. K roztoku se piida 0,05 mol (5,5 g) thionylchloridu a reakéni smés
se zahtiva pod zpétnym chladi¢em 1,5 hodiny pii teploté¢ 110 °C. Poté se nezreagovany
thionylchlorid oddestiluje za snizené¢ho tlaku na vakuové odparce. Na zavér se prida malé
mnozstvi bezvodého toluenu pro azeotropni oddestilovani zbytku thionylchloridu z produktu.

Surovy produkt v banice se dale necisti a pouZije se do dalsi reakce.

4.3.2 Priprava anilidi substituovanych pyrazin-2-karboxylovych kyselin

0,0017 mol substituované¢ho anilinu se rozpusti v 10 ml bezvodého acetonu v
Erlenmayerové barnce opatfené magnetickym michadlem. K roztoku se piida 0,0017 mol
(0,14 g) bezvodého pyridinu. Za stalého michani na elektromagnetické michacce je po
kapkach ptidavan roztok 0,0017 mol chloridu pyrazin-2-karboxylové kyseliny v bezvodém
acetonu. Smeés se micha asi jednu hodinu pfi laboratorni teploté. Potom se aceton oddestiluje
za sniZzen¢ho tlaku na vakuové odparce. Surovy produkt se cisti krystalizaci ze smési
voda:ethanol. Nasledné se provede kontrola pribéhu reakce pomoci TLC za pouziti vyvijeci

soustavy toluen:aceton (1:1). Na zavér se zméfi teplota tani ziskaného produktu.
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4.4 Principy biologického hodnoceni

4.4.1 Antituberkuloticka aktivita

Pripravené latky byly podrobeny testovani na antituberkulotickou Gc¢innost. Smlouva
podepsana 27. Cervna 1996 mezi Univerzitou Karlovou v Praze, Farmaceutickou fakultou
Vv Hradci Kralové a americkou instituci Division of AIDS, National Institute of Allergy and
Infectious Diseases (NIAID), jez je soucasti National Institute of Health (NIH), umoznuje
pracoviStim fakulty zapojeni do mezinarodniho programu vyhledavani antituberkulotické
aktivity u nove¢ pfipravenych sloucenin (Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and
Coordinating Facility, TAACF).

Program TAACEF se sklada ze tfi izce propojenych ¢asti:

1. pftijem a uchovavani sloucenin (Southern Research Institute, Frederick, USA)

2. invitro screening (Hansen's Diseases Center)

3. invivo screening (Colorado State University)

Southern Research Institute, tj. institut pfimo fizeny NIAID, je povéfen koordinaci
celého programu.

Primarni in vitro screening latek je provadén pii koncentraci 12,5 pg/ml proti
Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv v mediu BACTEC 12B za pouziti radiometrického
systétmu BACTEC 460.

Latky, u kterych je v primdrnim screeningu nalezena vyss$i nez 90% inhibice, jsou
zatazeny do dalsi faze testovani pii nizSich koncentracich proti Mycobacterium tuberculosis
Hs7Rv za ucelem urceni skuteéné MIC v mikrodiluénim Almar Blue testu (MABA). Zaroven
jsou latky zkouseny proti Mycobacterium avium. V ptipadé zjisténi dostatecné aktivity

nasleduje testovani cytotoxicity a dle experimenty na laboratornich zvitatech.*
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4.4.2 Antimykoticka aktivita

Nov¢ syntetizované derivaty pyrazinu byly testovany in vitro na antimykotickou
aktivitu na Katedfe biologickych a lékatskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové
doc. RNDr. Vladimirem Buchtou, CSc. se spolupracovniky.

Pfipravené slouceniny byly zkouSeny in vitro na antimykotickou aktivitu pomoci
mikrodiluéni bujénové metody. Testovana latka byla dvojité fedéna v roztoku RPMI 1640,
ktery byl pufrovany na pH 7 pomoci 0,165 M roztoku MOPS (3-(morfolino)-propansulfonova
kyselina). Kone¢né koncentrace latek se pohybovaly v rozmezi od 1000 do 0,975 uM.
Soucasti testovani byly jednak slepé pokusy (bez ucinné latky), jednak ur€eni aktivity
standardu (ketokonazol) viic¢i jednotlivym kmentim. MIC byly odecitany po 24 a 48 hodinach
pii teploté 35 °C. V piipadé Trichophyton mentagrophytes byly MIC zaznamenany po 72 a
120 hodinach inkubace. Vybrané slouceniny byly testovany na aktivitu proti Candida
albicans ATCC 44859 (CA), C. tropicalis 156 (CT), C. krussei E28 (CK), C. glabrata 20/I
(CG), Trichosporon beigelii 1188 (TB), Trichophyton mentagrophytes 445 (TM) , Aspergillus
fumigatus 231 (AF) a Absidia corymbifera 272 (AC).%*
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4.4.3 Herbicidni aktivita

Nov¢ syntetizované derivaty pyrazinu byly testovany in vitro na herbicidni aktivitu
vV Chemickém ustavu Prirodovédecké fakulty Univerzity Komenského v Bratislavé
RNDr. Katarinou Kralovou, CSc. Jednalo se o0 testovani redukce obsahu chlorofylu
v Chlorella vulgaris a o testy na inhibici pienosu elektroni v chloroplastech $penatu.

Chlorella vulgaris algae byla stacionarné kultivovana (7 dni, a to 16 hodin svétlo/ 8
hodin tma) podle popsané metodiky. Chlorofyl obsazeny v suspenzi zfas byl stanoven
spektrofotometricky  (Specord UV VIS, Zeiss Jena, Germany) po extrakci
N,N-dimethylformamidem. Antialgalni aktivita (inhibice tvorby chlorofylu) byla u
zkoumanych latek méfena v dimethylsulfoxidu v koncentraci 5,0.10° mol/l v ptitomnosti
DCPIP (2,6-dichlorfenolindofenolu) jako akceptoru elektront. Soucasti testovani bylo uréeni
aktivity standardu DCMU ( 3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylurea ).*

Inhibice rychlosti vyvoje kysliku byla rovnéz studovana na chloroplastech Spenatu
(Spinacia oleracea). Rychlost tvorby kysliku v chloroplastech Spenatu byla méfena
spektrofotometricky  (Specord UV VIS, Zeiss Jena, Germany) V pfitomnosti
2,6-dichlorfenolindofenolu (DCPIP) jako elektronového akceptoru. Vzhledem ke Spatné
rozpustnosti latek ve vodé byl jako rozpoustédlo zvolen dimethylsulfoxid (DMSO). Pouzita
koncentrace DMSO (max. 4%) neovliviiovala vyvoj kysliku. Schopnost inhibice studovanych
latek byla vyjadfena hodnotou ICs, kterd je definovdna jako molarni koncentrace slouc¢eniny
zpusobujici 50% pokles vyvoje kysliku vztaZzeny ke kontrolnimu vzorku bez studované latky.

Jako standard byl opét pouZit DCMU 2t
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5 Vysledky diplomové prace

5.1 Nové pripravené latky a jejich analyticka data

1. 2-thioanilid pyrazin-2-karboxylové kyseliny

Popis: hnéda krystalicka latka
Sumarni vzorec: C11HgN3;0OS

O
N :
N NH Mh: 231,27
| MnoJstvi: 151,5 mg
NG SH Vytézek: 38,53%
Tt: 171°C
Rf: 0,80
Elementarni analyza: vypocteno: C 57,13%, H 3,92%, N 18,17%, S 13,86%
naméreno: C 60,98%, H 3,30%, N 18,96%, S 13,91%

IC spektrum (KBr), cm™: 3433 (NH), 1704 (CO), 1522 (fenyl), 1457 (NH), 1317, 1293,
1058 (pyrazin)

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 9.49 (1H, t, J=1.4 Hz, H3), 8.85-8.79 (2H, m, H5, H6),
8.24-8.11 (2H, m, H3", H6"), 7.64-7.48 (2H, m, H4", HS5")

3C NMR (75 MHz, DMSO) & 166.7, 153.9, 147.0, 146.0, 145.0, 141.7, 135.5, 127.2, 126.6,
123.8, 122.9

2. 2-thioanilid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

Popis: Zlutohnéda krystalicka latka
Sumarni vzorec: C1;HgCIN3OS

O
Cl\[N\j/U\NH Mh: 265,72
MnozZstvi: 50mg
NG SH Vytézek: 11,07%
Tt: 173-175°C
Rf: 0,88
Elementarni analyza: vypocteno: C 49,72%, H 3,03%, Cl 13,34%, N 15,81%, S 12,07%
naméieno: C 53,03%, H 2,89%, N 15,04%, S 13,35%

IC spektrum (KBr), cm™: 3446 (NH), 1700 (CO), 1584 (fenyl), 1517 (NH), 1315, 1143,
1000 (pyrazin)

'H NMR (300 MHz, DMSO) 5 9.44 (1H, s, H3), 8.97 (1H, s, H5), 8.27-8.12 (2H, m, H3’,
H6"), 7.67-7.51 (2H, m, H4", H5")

3C NMR (75 MHz, DMSO) & 164.8, 153.8, 148.0, 146.5, 145.8, 139.9, 135.6, 127.4, 127.0,
124.0, 123.
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3. 2-thioanilid 5-terc.butylpyrazin-2-karboxylové Kyseliny

O Popis: svétle hnéda krystalicka latka
Sumarni vzorec: C;5H;7N30S
X NH Mh: 287,38
Mnozstvi: 167mg
NG SH Vytézek: 34,18%
Tt: 150,5°C
Rf: 0,95

Elementarni analyza: vypocteno: C 62,69%, H 5,96%, N 14,62%, S 11,16%
naméreno: C 64,73%, H 5,70%, N 14,79%, S 10,72%

IC spektrum (KBr), cm™: 3432 (NH), 2970, 2953, 2930 (terc-butyl), 1691 (CO), 1577
(fenyl), 1522 (NH), 1313, 1162, 1138 (pyrazin)

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 9.39 (1H, s, H3), 8.91 (1H, s, H6), 8.23-8.11 (2H, m, H3",
H6"), 7.63-7.46 (2H, m, H4", H5"), 1.40 (9H, s, CHa)

3C NMR (75 MHz, DMSO) & 166.9, 166.1, 154.0, 143.4, 141.6, 139.9, 135.4, 127.0, 126.4,
123.7, 122.8, 36.9, 29.6

4. 2-thioanilid 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

O Popis: bila krystalicka latka
Sumarni vzorec: C;5H15CIN3OS
AN NH Mh: 321,83
Mnozstvi: 144mg
NG SH Vytézek: 26,32%
Tt: 163,5°C
Rf: 0,95

Elementarni analyza: vypocteno: C 55,98%, H 5,01%, Cl 11,02%, N 13,06%, S 9,96%
nameéreno: C 58,46%, H 6,01%, N 13,67%, S 10,23%

IC spektrum (KBr), cm™: 3443 (NH), 2967, 2959, 2928 (terc-butyl), 1705 (CO), 1558
(fenyl), 1517 (NH), 1331, 1148, 1056 (pyrazin)

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 9.32 (1H, s, H3), 8.25-8.08 (2H, m, H3’, H6"), 7.67-7.47
(2H, m, H4", H5"), 1.51 (9H, s, CHa)

3C NMR (75 MHz, DMSO0) & 162.1, 153.9, 146.4, 145.1, 143.3, 137.8, 135.5, 127.3, 126.8,
123.9, 123.0, 38.6, 28.3
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5. 2-chlor-5-methylanilid pyrazin-2-karboxylové Kyseliny

O Popis: Seda krystalicka latka
Sumarni vzorec: C1oH1gCIN3O
AN NH Mh: 247,68
[ Mnozstvi: 175mg
NG cl Vyterek: 41,56%
Tt: 102°C
Rf: 0,86

Elementarni analyza: vypocteno: C 58,19%, H 4,07%, Cl 14,31%, N 16,97%
naméreno: C 58,36%, H 4,27%, N 16,78%

IC spektrum (KBr), cm™: 3428 (NH), 2924 (methyl), 1700 (CO), 1590 (fenyl), 1537 (NH),
1458, 1299, 1118 (pyrazin)

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 10.35 (1H, bs, NH), 9.31 (1H, d, J=1.4 Hz, H3), 8.97 (1H, d,
J=2.6 Hz, H6), 8.83 (1H, dd, J=2.6 Hz, J=1.4 Hz, H5),8.07 (1H, d, J=1.9 Hz, H6"), 7.44 (1H,
d, J=8.2 Hz, H3"), 7.05 (1H, ddd, J=8.2 Hz, J=1.9 Hz, J=0.8 Hz, H4"), 2.32 (3H, s, CHz)

3C NMR (75 MHz, DMSO) & 161.1, 148.6, 144.0, 143.9, 143.7 137.8, 133.8, 129.3, 127.0,
123.6, 121.9, 21.0

6. 2-chlor-5-methylanilid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

O Popis: oranzovohnéda krystalicka latka
cl N Sumarni vzorec: C;oHygCIloN30
AN NH Mh: 282,12
\[ MnoZzstvi: 275mg
N cl Vytezek: 57,34%
Tt: 132°C
Rf: 0,86

Elementarni analyza: vypocteno: C 51,09%, H 3,22%, CI 25,13%, N 14,89%
naméieno: C 51,21%, H 3,44%, N 14,80%

IC spektrum (KBr), em™: 3447 (NH), 2925 (methyl), 1696 (CO), 1590 (fenyl), 1538 (NH),
1300, 1170, 1144 (pyrazin)

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 10.24 (1H, bs, NH), 9.25 (1H, s, H3), 9.11 (1H, s, H5), 7.89
(1H, d, J=1.7 Hz, H6"), 7.44 (1H, d, J=8.2 Hz, H3"), 7.08 (1H, dd, J=8.2 Hz, J=1.7 Hz, H4"),
2.32 (3H, s, CHy)

3C NMR (75 MHz, DMSO) & 160.2, 148.3, 147.1, 144.0, 142.2, 137.8, 133.7, 129.3, 127.6,
124.9,123.1, 20.9
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7. 2-chlor-5-methylanilid 5-terc.butylpyrazin-2-karboxylové Kyseliny

O Popis: svétle hnéda krystalicka latka
Sumarni vzorec: C1gH1sCIN3O
AN NH Mh: 303,79
Mnozstvi: 161mg
NG cl Vytézek: 31,17%
Tt: 98°C
Rf: 0,93

Elementarni analyza: vypocteno: C 63,26%, H 5,97%, Cl 11,67%, N 13,83%
nameéieno: C 62,84%, H 6,70%, N 12,44%

IC spektrum (KBr), em™: 3440 (NH), 2986, 2960, 2928, 2865 (terc-butyl, methyl), 1697
(CO), 1585 (fenyl), 1532 (NH), 1413, 1257,1132 (pyrazin)

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 10.30 (1H, bs, NH), 9.24-9.20 (1H, m, H3), 8.94-8.90 (1H,
m, H6), 8.13 (1H, d, J=1.9 Hz, H6"), 7.43 (1H, d, J=8.2 Hz, H3"), 7.03 (1H, dd, J=8.2 Hz,
J=1.9 Hz, H4"), 2.33 (3H, s, CH3), 1.39 (9H, s, CHy)

BC NMR (75 MHz, DMSO) §167.8, ,161.1, 142.3, 141.3, 140.5, 137.8, 133.9, 129.2,
126.8, 123.2, 121.5, 37.1, 29.6, 21.0

8. 2-chlor-5-methylanilid 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové
kyseliny

O Popis: bila krystalicka latka
Cl N Sumarni vzorec: C;gH17CI,N30
X NH Mh: 338,23
MnoZzstvi: 171mg
N cl Vytézek: 29,74%
Tt: 147°C
Rf: 0,97

\

Elementarni analyza: vypocteno: C 56,82%, H 5,07%, CI 20,96%, N 12,42%
nameéieno: C 56,12%, H 6,03%, N 12,44%

IC spektrum (KBr), cm™: 3442 (NH), 2997, 2988, 2968, 2927, 2872 (terc-butyl, methyl),
1697 (CO), 1587 (fenyl), 1527 (NH), 1367, 1294, 1147, 1061 (pyrazin)
'H NMR (300 MHz, DMSO) vysledky nejsou zatim k dispozici

¥C NMR (75 MHz, DMSO) vysledky nejsou zatim k dispozici
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9. 4-chlor-3-methylanilid pyrazin-2-karboxylové Kyseliny

Popis: hnéda krystalicka latka
N NH Sumarni vzorec: C1oH0CIN;O
[ Mh: 247,68
N Mnozstvi: 68mg

Vytézek: 16,15%

Tt: 144°C

Rf: 0,73

Cl

Elementarni analyza: vypocteno: C 58,19%, H 4,07%, CI 14,31%, N 16,97%
nameéreno: C 57,35%, H 5,44%, N 16,64%

IC spektrum (KBr), em™: 3427 (NH), 2945 (methyl), 1679 (CO), 1589 (fenyl), 1537 (NH),
1399, 1288, 1169, 1022 (pyrazin)

'H NMR (300 MHz, DMSO) vysledky nejsou zatim k dispozici

B3C NMR (75 MHz, DMSO) vysledky nejsou zatim k dispozici

10. 4-chlor-3-methylanilid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

O
Cl N Popis: oranzovohnéda krystalicka latka
N NH Sumarni vzorec: C1oHgCI,N30
\[ Mh: 282,12

N/ MnoZzstvi: 278mg
Vytézek: 57,96%
Tt: 137°C
Rf: 0,82

Cl
Elementarni analyza: vypocteno: C 51,09%, H 3,22%, CI 25,13%, N 14,89%
namereno: C 50,81%, H 5,11%, N 14,44%

IC spektrum (KBr), em™: 3443 (NH), 2926 (methyl), 1690 (CO), 1589 (fenyl), 1541 (NH),
1377, 1172, 1144, 1009 (pyrazin)
'H NMR (300 MHz, DMSO) vysledky nejsou zatim k dispozici

¥C NMR (75 MHz, DMSO) vysledky nejsou zatim k dispozici
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11. 4-chlor-3-methylanilid 5-terc.butylpyrazin-2-karboxylové Kkyseliny

O
Popis: svétle hnéda krystalicka latka
NH Sumarni vzorec: CigH13CIN;O
Mh: 303,79
N Mnozstvi: 230mg
Vytézek: 44,54%
Tt: 122°C
Rf: 0,94

/

Cl
Elementarni analyza: vypocteno: C 63,26%, H 5,97%, Cl 11,67%, N 13,83%
nameéieno: C 62,44%, H 8,11%, N 13,54%

IC spektrum (KBr), em™: 3425 (NH), 2965, 2933, 2921, 2869 (terc-butyl, methyl), 1688
(CO), 1587 (fenyl), 1519 (NH), 1407, 1278, 1143 (pyrazin)

'H NMR (300 MHz, DMSO) vysledky nejsou zatim k dispozici

3C NMR (75 MHz, DMSO) vysledky nejsou zatim k dispozici

12. 4-chlor-3-methylanilid 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové
kyseliny

O
Popis: svétle seda krystalicka latka
NH Sumarni vzorec: C1H17CIoN3O
Mh: 338,23
N MnozZstvi: 213mg
Vytézek: 37,04%
Tt: 108,5°C
Rf: 0,97

Cl N

/

\

Cl
Elementarni analyza: vypocteno: C 56,82%, H 5,07%, CI 20,96%, N 12,42%
nameéieno: C 56,42%, H 6,35%, N 12,20%

IC spektrum (KBr), em™: 3442 (NH), 2970, 2957, 2931, 2909, 2871 (terc-butyl, methyl),
1698 (CO), 1589 (fenyl), 1530 (NH), 1366, 1261, 1147, 1060 (pyrazin)

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 10.58 (1H, bs, NH), 9.12 (1H, s, H3), 7.85 (1H, d, J=2.3
Hz, H2"), 7.72 (1H, dd, J=8.4 Hz, J=2.3 Hz, H6"), 7.39 (1H, d, J=8.2 Hz, H5"), 2.32 (3H, s,
CH3), 1,50 (9H, S, CH3)

BC NMR (75 MHz, DMSO) §1163.1, 161.0, 145.4, 142.7, 140.6, 137.1, 135.8 129.1,
128.6, 123.4, 120.1, 38.7, 28.2, 20.1
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5.2 Lipofilita pripravenych latek

Tabulka ¢.4: Chromatograficky stanovena hodnota Log K (K-kapacitni faktor) a
vypocitana hodnota Log P (ACD/logP ver. 1.0).

Latka

Y Log K Log P
1. 0,8142 1,22
2. 1,1105 2,34
3. 1,4225 2,91
4. 1,8256 4,03
5. 0,8264 2,10
6. 1,1600 3,23
7. 1,5864 3,79
8. 1,9841 491
9. 0,6403 2,59
10. 0,9804 3,71
11. 1,2979 4,28
12. 1,7291 5,40
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Graf ¢. 1: Lipofilita (Log P) pfipravenych latek setazenych podle jejich vychozich anilinti
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Graf ¢.2: Lipofilita (Log P) pfipravenych latek sefazenych podle jejich vychozich kyselin
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5.3 Vysledky hodnoceni antituberkulotickeé aktivity

Tabulka ¢.5: Hodnoty antituberkulotické aktivity ( % inhibice) pti MIC > 6,25 pug/ml

pro pfipravené latky.

@)
N\ NH
1
R N
R’
. Struktura Inhibice
Latka C.

-X -R -R’ (%)
1. H H 2-SH 18
2. Cl H 2-SH 16
3. H (CHs)sC 2-SH 24
4. Cl (CH3)sC 2-SH 8
S. H H 2-CI-5-CH3 5
6. Cl H 2-CI-5-CH3 15
7. H (CH3)sC 2-CI-5-CH3 0
8. Cl (CH3)sC 2-CI-5-CHj 1
9. H H 4-CI-3-CHs 53
10. Cl H 4-ClI-3-CHjs 0
11. H (CHs)sC 4-Cl-3-CHjs 0
12. Cl (CH3)sC 4-C|-3-CHjs 0
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5.4 Vysledky hodnoceni antimykotické aktivity

Tabulka ¢. 6: Hodnoty antimykotické aktivity pfipravenych latek ve srovnani s G¢innosti ketokonazolu (KET). Tuéné je vyznacena MIC,

ktera se nachazi v rdmci testovaného rozmezi.

Kmen (kéd) — MIC (umol/l)

Lévt ka CA CT CK CG TB AF AC ™
« 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 72h | 120h
1. 125 | >500 | 500 | >500 | 500 | >500 | 500 | >500 | 500 | >500 | 125 | >500 | >500 | >500 | 500 500
2. 125 >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 62,5 | >125
3. >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
4, >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
5. >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 125 >125
6. 62,5 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 62,5 | >125
7. >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 125 >500
8. >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125
9. 62,5 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
10. 156 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
11. >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
12. >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

KET | <0,24 | <0,24 | 195 | 391 | 098 | 195 | 049 | 195 | <0,24 | <0,24 | 7,81 | 7,81 | 31,25 | 31,25 | 0,98 | 1,95




5.5 Vysledky hodnoceni herbicidni aktivity

Tabulka ¢.7: Hodnoty herbicidni aktivity pro sérii piipravenych latek ve srovnani

s u¢innosti DCMU.

Inhibice fotosyntézy Redukce obsahu
) v (Spinacia oleracea) chlorofylu
Latka C. (Chlorella vulgaris)
|Og (1/ |C50) ICsg |Og (l/ |C5o) ICxg
(mol /dm®) | (mmol/dm®) | (mol /dm?) | (mmol/dm?)
1. 3,2340 0,583 3,9545 0,111
2. X X X X
3. 4,1083 0,078 3,8182 0,152
4, X X X X
5. X X 3,6795 0,209
6. X X 3,8875 0,130
1. X X X X
8. X X X X
9. 3,7124 0,194 4,8754 0,013
10. 3,2255 0,595 4,0953 0,080
11. 3,7200 0,190 4,3562 0,044
12. 3,6274 0,235 3,4769 0,333
DCM 0,0019 0,0073

Poznamka: X — u téchto latek nebylo mozné provést hodnoceni z diivodu nizké

rozpustnosti v DMSO nebo z duvodu vysrazeni latky v pribéhu testovani.



6 Diskuse
Uvodni kapitoly jsou vénovany problematice onemocnéni tuberkuldzou v soucasnosti.
Jsou zde informace postihujici zejména epidemiologii a etiologii tohoto onemocnéni, ale také

soucasnost a vyvojové trendy v oblasti terapie tuberkulozy.

Teoretickd a experimentalni Cast se zabyvaji charakteristikou pyrazinového jadra, jeho
reaktivitou, moznymi zpusoby pfipravy anilidi karboxylovych kyselin a metodikou

biologického hodnoceni.

Ve své diplomové praci jsem se zaméfil na syntézu latek ze skupiny anilidi rtizné
substituované pyrazin-2-karboxylové kyseliny. Na katedie bylo jiz v minulosti pfipraveno

nékolik sérii latek tohoto typu.

Série 12 latek byla pfipravena reakci chloridu pyrazin-2-karboxylové kyseliny s
pfislusnymi aniliny. Syntézy byly provadény ve dvou stupnich:
1. Piiprava chloridu pyrazin-2-karboxylové kyseliny v bezvodém toluenu.

2. Vlastni syntéza amidu pfislusné kyseliny aminolyzou.

Vytézky reakci se pohybovaly 11 — 58 % Vv zavislosti na reaktivité substituovaného
anilinu. TotoZnost a Cistota jednotlivych latek byly kontrolovany TLC chromatografii,
teplotou tani, elementarni analyzou, IC spektry, 'H a *C NMR. Cisteni latek jsem provadel

rekrystalizaci ze smési ethanol/voda.

Lipofilita (Log P) pfipravenych sloucenin se pohybovala v rozmezi 1,22 — 5,40,
pri¢emz nejnizsi lipofilitu vykazala latka ¢. 1 a nejvyssi lipofilitu latka ¢. 12. Zjisténa lipofilita
stoupa se vzrustajici molekulovou hmotnosti jak v sefazeni piipravenych latek podle jejich
vychozich anilidd, tak v sefazeni latek podle jejich vychozich kyselin (viz graf ¢. 1, 2).
V piipadé¢ sloucenin obsahujicich ve struktufe anilin substituovany chlorem a methylem byla
prokazana vétsi lipofilita pfi substituci 4-chlor-3-methyl nez u sloucenin se substituci 2-chlor-

5-methyl.

Vsechny latky byly podrobeny testovani antituberkulotické aktivity. Nejvyssi aktivitu,
53% inhibice, prokazala latka ¢. 9 (4-chlor-3-methylanilid pyrazin-2-karboxylové kyseliny),
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s lipofilitou 2,59. U latek ¢.7, 10, 11, 12 nebyla prokazana zadna aktivita. Nasledujici graf

ukazuje, ze, po sefazeni latek ve sméru stoupajici lipofility, se antituberkuloticka aktivita

Graf ¢. 3: Antituberkuloticka aktivita latek, sefazenych podle jejich lipofility

60
50 E
40

30

% inhibice

20

10+

2 9

8 6
B Antituberkuloticka aktivita (% inhibice) 11
O Lipofilita (Log P)

12
Latky byly podrobeny rovnéz testim na antimykotickou aktivitu. Nejvyssi
antimykotickou aktivitu in vitro vykazovala latka ¢. 10, a to proti kmenu Candida albicans.
Zajimavé aktivity mély i latky ¢. 2, 6 a 9 zejména proti kmenim Candida albicans a
Trichophyton mentagrophytes. Aktivitu vykazaly i latky ¢. 1, 5, a 7. AvSak v porovnani se

standardem (ketokonazol) jsou vSechny tyto aktivity velmi slabé.

Pfi hodnoceni herbicidni aktivity se v testech inhibice fotosyntézy u Spinacia oleracea
ukézala jako nejucinngjsi latka €. 3. Jesté zajimavéjsich vysledkii bylo dosazeno v testech na
redukci obsahu chlorofylu u Chlorella vulgaris, a to u latky ¢. 11 a pfedevsim u latky ¢. 9,

ktera se svou ucinnosti priblizila standardu DCMU.
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7 Zaver
Vramci své diplomové prace jsem piipravil 12 dosud Vv chemické literatuie

nepopsanych sloucenin:

2-thioanilid pyrazin-2-karboxylové kyseliny

2-thioanilid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

2-thioanilid 5-terc.butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny

2-thioanilid 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny
2-chlor-5-methylanilid pyrazin-2-karboxylové kyseliny
2-chlor-5-methylanilid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny
2-chlor-5-methylanilid 5-terc.butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny
2-chlor-5-methylanilid 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

© 0 N o g Bk~ wDhPE

4-chlor-3-methylanilid pyrazin-2-karboxylové kyseliny

10. 4-chlor-3-methylanilid 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

11. 4-chlor-3-methylanilid 5-terc.butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny

12. 4-chlor-3-methylanilid 5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny

Vsechny uvedené latky jsou charakterizovany elementdrni analyzou, teplotou tani,
IC spektrem a lipofilitou. Také jsou zde uvedena *H a *C NMR spektra t&chto latek, mimo

latky ¢. 8,9, 10, 11, u kterych nejsou zatim vysledky k dispozici.

Ptipravené latky byly podrobeny in vitro biologickému hodnoceni. Jednalo se o testy

antituberkulotické, antimykotické a herbicidni aktivity.
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