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1.UVODNI CAST




1.1. TUBERKULOZA

Tuberkuldza (TBC) patii v celosvétovém méfitku k velmi ¢asto se vyskytujicim
infekénim chorobam. Podle vyzkumu Svétové zdravotnické organizace (WHO) je
puvodcem Mycobacterium tuberculosis nakazena téméf jedna tfetina svétové
populace, a na nasledky choroby zemie ro¢n¢ piiblizné tii miliony lidi*.

Z historického pohledu lze fici, ze se jednd o nejstar§i onemocnéni lidstva.
Nalezy na kosternich pozutstatcich z doby kamenné, ale i na egyptskych mumiich
sved¢i o vyskytu kostni tuberkuldozy. V dobé stfedoveéku patiila tuberkuldéza k
nemoc velmi rozsifena a takovéto rozsifeni je patrné i dnes v rozvojovych zemich?.
V soucasné dobé je tedy tuberkuléza pandemicky rozSifena a tuberkuldéznimi
bakteriemi je infikovéana asi jedna tfetina lidstva, tj. 1,7 miliardy jedinct. Kazdoro¢né
je hlaSeno celosvétové asi 8§ milioni novych onemocnéni, z toho pfipadd na
rozvojové zemé asi 95% vyskytu onemocnéni a 5% na vyspélé staty. Ro¢né umira na
TBC asi 2 miliény osob, v CR asi 100 nemocnych, tj. 1 na 100 000 obyvatel®.

Tuberkuléza je celkové chronické infekéni onemocnéni, které je fazeno mezi
specifické zanétlivé procesy. Nazev onemocnéni je odvozen od latinského slova
tuberculum (uzlicek). Tuberkul6zni infekce ma dva zakladni morfologické projevy:
tuberkul6zni uzlik (tuberkl) nebo exsudativni typ tuberkuldzniho zanétu, tyto projevy
se mohou kombinovat. Pfi nepfiznivém vyvoji onemocnéni muze vzniknout
chorobna dutina, tzv. kaverna. TBC postihuje v 85% ptipadl dychaci Gstroji, v 15%
jiné organy, napi. mizni uzliny, klouby a kosti, urogenitalni trakt, k0zi, pleny
mozkové, perikard, peritoneum a gastrointestinalni trakt®.

Nejvétsim objevem v déjinach tuberkulozy byl v roce 1882 prikaz ptivodce
onemocnéni Robertem Kochem (odtud Kochiiv bacil). V roce 1891 objevil Koch
také tuberkulin. V roce 1921 byla pfipravena francouzskymi bakteriology Calmettem
a Guérinem prvni vakcina, obsahujici oslabeny kmen M. bovis. Tento kmen byl
nazvan jako bacil Calmettiv-Guériniv (BCG) a ockovani proti TBC kalmetizaci. Po
objeveni piivodce onemocnéni bylo cilem objevit ucinné 1écebné prostfedky. Do té
doby se pouzivaly pouze vitaminy, klid na lizku a klimatickd 1é¢ba. To sice

zpomalovalo prub&éh onemocnéni, ale pfesto nemoci podlehlo mnoho lidi. Obratem



se stalo na konci 2. svétové valky objeveni tfi antituberkulotik v kratkém ¢asovém
sledu (1944 streptomycin, 1946 kyselina para-aminosalicylova, 1952 vyuziti
antimikrobialni ucinku kyseliny isonikotinové). Pocatek uéinné antituberkulotické
1é¢by se datuje od padesatych let’.

Po zavedeni chemoterapeutik do praxe doslo k trvalému poklesu vyskytu
onemocnéni TBC. Bohuzel vsak jiz koncem osmdesatych a za¢atkem devadesatych
let minulého stoleti doslo ke stagnaci nemocnosti TBC a poté nasledoval v nékterych
zemich vyznamny vzestup poctu novych onemocnéni tuberkul6zou, soucasné i s
subsaharské Afriky a jihovychodni Asie, v Jizni Americe pak v Peru ¢i v Bolivii.

Vlivy podminujici rozvoj infekce jsou migrace infikovanych, Spatnd vyZiva,
nizkd Zivotni uroven, oslabeny imunitni systém, nedostate¢na osvéta, nizky
hygienicky standard, nedostatek financi a kvalitnich 1éCiv a také vznik vysoké
multilékové resistence (vice nez 30% i v rozvinutych &astech svéta)’.

Tudiz tuberkul6za zGstava i tak globalnim problémem, ktery postihuje vSechny

kontinenty svéta.
1.1.1. Etiologie TBC

Tuberkuléza je vyvolavana patogennimi mykobakteriemi: Mycobacterium
tuberculosis, M. bovis, M. africanum. Tato mykobakteria jsou oznacovéana jako
klasicka. V Ceské republice se jako vyvolavajici agens uplatituje prakticky pouze M.
tuberculosis. Atypicka mykobakteria jsou oznafovana anglickou zkratkou MOTT
(mycobacteria other than tuberculosis), napt. Mycobacterium avium, Mycobacterium
intracellulare (TBC ptaka), Mycobacterium kansasii, Mycobacterium ulceralis,
Mycobacterium xenopi. Onemocnéni zpisobena atypickymi mykobakteriemi se
nazyvaji mykobakteridozy. Postihuji plice a jsou podobné tuberkuldze. Objevuji se
&asto v souvislosti s poklesem odolnosti (imunity) a nepfenaseji se mezi lidmi®,

M. tuberculosis jako obligatorni aerob je imobilni kratka tyCinka, rovna nebo
lehce zahnuta o velikosti 1,5-5 pm. Obecné se mykobakteria odliSuji od ostatnich

mikroorganismt piedev§im skladbou bunééné stény, dlouhou generacni dobou (24-



48 hodin), fakultativnim intracelularnim parazitizmem, acidorezistenci (diky kys.
mykolové v bun&ené stén&) a schopnosti perzistence?.

Buné¢na sténa je silna a ma komplikovanou strukturu, ktera obsahuje Ctyti typy
polymert: peptidoglykan, arabinogalaktan, kyseliny mykolové a lipoarabinomannan.
Peptidoglykan je tvofen fetézci linearnich polysacharidi, které jsou spojeny kratkymi
peptidy.

Na peptidoglykan navazuje arabinogalaktan ptes diglukosylfosforylovy mustek
tvofeny rhamnozou a N-acetylglukosaminem. Stavebni jednotku arabinogalaktanu
ptredstavuje arabinofuranéza a galaktofuranéza. Furan6zové seskupeni poukazuje na
jedinecnost bunééné stény, protoze se oproti bézné pyrandze vyskytuje vyjimecne.
K termindlni arabindze arabinogalaktanu jsou esterovou vazbou vazany mykolové
kyseliny. Obsahuji 60-90 uhlikovych atomd a 3-hydroxy-2-alkylové substituenty.
Bunéénou sténu zakoncuje lipoarabinomannan.

Dnesni antituberkuloticky ucinné latky pusobi zdsahem do syntézy bunécné
stény a na enzymy, UcCastnici se jeji syntézy. FAS I (fatty acid synthetasa I) je
zodpovédna za biosyntézu mastnych kyselin z dvouuhlikatych prekursort
(acetylCoA), FAS II preménuje tyto mastné kyseliny na kyseliny mykolové, které
jsou vysoce zastoupeny v mykobakterialni bun&éné sténg **°.

Populace mykobakterii se podle Mitchinsona déli na n€kolik typi:

e Aktivni populace - tvoii nejvétsi cCast, aktivné se déli, je ulozena
extracelularné, roste nejlépe v prostiedi kaverny (zasadité pH a dobry piistup
kysliku).

e Polospici populace v neutrdlnim pH — lokalizovana v menSich kasedznich
loziscich, stfida se obdobi riistového klidu a obdobi déleni.

e Polospici populace v kyselém pH — uloZena ptfevazné intracelularné na
okrajich kaseifikované tkané, kde kyselé prostfedi a nedostatek kysliku
omezily schopnost déleni.

e Spici populace — bakterie se ned¢€li a nerostou.

Druhd a tfeti skupina, tzv. perzistofi, mohou po rozpadu makrofagi a
neutralizaci tkanového prostfedi znovu ziskat riistovou aktivitu a stat se puvodci

nového vzplanuti onemocnéni 112



1.1.2. Zdroj a prenos infekce

K pienosu TBC dochazi inhalaci kapének mensich nez 10 mikront vzniklych
pii kasli infikované osoby a pohlcenych makrofagy v alveolech. K vyvolani infekce
staci jen jediny mikroorganismus! TBC je chronicka nemoc a infikovana osoba $ifi
mikroorganismus M. tuberculosis dlouho pfed tim, nez je onemocnéni
diagnostikovano. Obvykle je infikovano 50 % nechranénych osob, coZz je méfeno
kozni tuberkulinovou zkouskou (PPD test - protein purified derivative of tuberculin).
Po vystaveni infekci onemocni asi 10 % - 15 % osob. Nékteti odbornici soudi, Ze pro
rozvoj nemoci u konkrétniho pacienta je rozhodujici jeho geneticka vybava. Urcity
vliv totiz mohou mit geny sdruzené s nasledujicimi molekulami - NO, alfa

interferon®®,

1.1.3. Diagnostika tuberkulozy

Diagnostiku TBC stanovuje odborny lékat - pneumolog. Vyuziva se hlavné
dvou metod. Dnes se diagnostika opird hlavné o bakteriologicky priukaz
vyvolavajiciho mykobakteria (nutné opakované a kvalitni mikrobiologické vySetieni
sputa). Bud’ orientatné¢ mikroskopicky pomoci Ziehlova - Neelsonova barveni,
specifického pro acidorezistentni mikroorganismy, nebo kultivaci sputa na pevném ¢i
tekutém médiu. Mykobakteria musi byt kultivovdana na specidlnich pro né
selektivnich ptidach. Na pevném médiu Ize ocekéavat dobu kultivace mésic i déle.
Nepostradatelné¢ je také rentgenové vySetfeni hrudniku, popiipadé dalSich
postiZzenych 0rgénﬁ12‘14. Mezi pomocné diagnostické metody patii tuberkulinovy test
(PPD test). Tuberkulin se vsttikuje do kiize a ndsledné posouzeni reakce (zkouska dle
Mantouxa) umozni zjistit, zda se nemocny Setkal s TBC (véetné ockovani).
Nevyhodou tohoto testu je hlavné v Evropé zkreslené stanoveni ptipadné diagnozy
vysokym procentem lidi ockovanych. Ve svété ockuje 64 zemi, z t€ch vyspélych se
neockuje jen v USA a Holandsku. Dalsi pomocné metody jsou ptipadné histologické
vySetfeni u aktivni TBC dychaciho tstroji 1 dalSich organl, epidemiologické
souvislosti a jiné¢ (bronchoskopie, pocitatova tomografie, krevni a imunologické

v ~ 13
vysetieni) =



1.1.4. Prevence onemocnéni

Soucasna prevence vzniku tuberkulozy je:

1. ockovani BCG vakcinou (podrobnéji bude uvedeno pozdéji)

2. vySetfovani infikovanych osob, jejich nasledna izolace, 1é¢ba a sledovani po
lécbe

3. chemoprofylaxe isoniazidem. Cilem profylaxe je zabranit vzniku onemocnéni

za urcitych rizikovych situaci:

0 kontakt s prokazanou plicni tuberkul6zou

0 nemocni pozitivné reagujici na tuberkulin v pribéhu dlouhodobé
glukokortikoterapie nebo terapie imunosupresivy, nemocni s dekompenzovanym
diabetem a nemocni s AIDS

Specialni soucasti terapie TBC je ockovani. Provadi se pomoci BCG vakciny
(bilkovinna kultivace M. bovis). Je to ziva oslabena vakcina, a proto je méné
bezpe¢na u imunosuprimovanych pacienti. Celkem 64 zemi svéta ma povinné
ockovani proti TBC.

Potencialni populace pro ockovani tvoii neinfikované osoby, aktivné nemocni
(u nich se jedna o imunoterapii) a také osoby s pozitivnim koznim testem, a to
neddvno infikované nebo latentné nemocné, jako prevence nemoci. Ockuji se také
infikované te¢hotné Zeny s negativnim koznim testem kvuli prevenci neonatalni
meningitidy.

Chemoprofylaxe je bud’ primérni (osoby neinfikovang, ale exponované nakaze)
nebo sekundarni (osoby infikované, zabrana pifechodu infekce v manifestni
onemocnéni, piipadné zébrana recidiv u zhojené ale dosud nelé¢ené TBC).

Chemoprofylaxe se provadi vétSinou ve formé monoterapie isoniazidem 300
mg denné po dobu 6 - 12 mésict. K prevenci periferni neuritidy se podava 10 mg

L +8,13
pyridoxinu denné™ ™.
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1.2. TERAPIE TUBERKULOZY

1.2.1. Soucasné moznosti 1écby TBC

Zasady 1écby antituberkulotiky jsou nasledujici:

. 1é¢iva se podavaji v kombinaci (davodem neni zvySeni efektu 1éCby, ale
zéabrana vzniku 1€ékové rezistence)

. 1é¢iva se podavaji v jedné denni davce (ukazalo se, Ze nejucinngjsi je vliv na
mykobakterie ve stddiu mnozeni. Musi se dat moznost bakteriim, aby se pomnozily a
pak zasdhnout jednorazovou davkou, kterd doséhne vysoké hladiny.)

. 1é¢iva se podavaji dlouhodobé

Moderni strategie TBC 1écby byla vypracovana WHO v devadesatych letech a
je celosvétové zavadéna do praxe. Spociva ve standardizovanych kratkodobych
chemoterapeutickych rezimech aplikovanych za individualni péfe o kazdého
nemocného. Uginny TBC program, kterym by byla snizena nemocnost, ma vylégit
alesponn 85 % nemocnych. Zakladem 1éCby zUstavaji po 1éta pouzivana léCiva s
baktericidnimi a sterilizacnimi vlastnostmi (zabijeji perzistory), se schopnosti
zabranit vzniku rezistence mykobakterii.

Léky se podavaji celkem Sest aZ osm mésicli pro pojisténi sterility tuberkulozni
1éze. Aby bylo dosazeno 1é¢ebného Ucinku, je nutno, aby nemocny vybral alespon
80% doporucenych davek. Monitorovani vysledki 1é¢by se d&je pravidelné
opakovanym bakteriologickym vySetfenim sputa. I po vyléCeni jsou pacienti
sledovani. Obvykle se v 1é¢bé vystaci s péti 1éCivy (isoniazidem (INH),
streptomycinem  (STM), rifampicinem (RMP), ethambutolem (EMB) a
pyrazinamidem (PZA)). Do prvni linie terapie jsou fazeny INH, RMP, PZA,
popiipadé EMB pii terapii étyimi léky. V Ceské republice je v terapii étyfmi léky téz
misto EMB pouZzivan STM.

Lécba plicni TBC probiha ve dvou fazich. V inicialni (intenzivni) fazi nemocni
dostavaji dva mésice Ctyfi léky denn¢ (INH, RMP, PZA, EMB/STM). V pokracujici
fazi se podava Ctyfi mésice kombinace INH a RMP denné nebo &tyfi mésice
intermitentné tato kombinace 3x tydné. Dal§i moZnosti je Sestimésicni denni

podéavani kombinace INH a EMB.
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Mezi dalsi 1éCiva patii: derivaty rifamycinu (rifapentin, rifabutin, rifalazil),
aminoglykosidy (amikacin, kanamycin), polypeptidova ATB (kapreomycin,
viomycin), makrolidy (erytromycin, Kklaritromycin), cefalosporiny (cefoxitin),
fluorované chinolony (ofloxacin, ciprofloxacin, pefloxacin, difloxacin) a poptipad¢ i
antileprotika (klofazimin, dapson). Jejich pouzivani ma opodstatnéni u onemocnéni,
ktera jsou vyvolana multirezistentnimi kmeny M. tuberculosis, u infekci atypickymi
mykobakterii a u nékterych mykobakterioz. SpiSe okrajovy vyznam maji tetracykliny
(doxycyklin), beta-laktamy (amoxicilin/kyselina klavulanova) a sulfonamidy

(sulfametoxazol/trimetoprim)®®.

1.2.2. Struktura a charakteristika zakladnich antituberkulotik

Antituberkulotika prvni volby

Isoniazid (INH)

INH, hydrazid kys. isonikotinové, byl poprvé syntetizovan v roce 1952. Pro
jeho snadnou vyrobu, levnost a vysokou ucinnost je INH celosvétové nejvice
pouzivanym lékem proti TBC.

Pisobi bakteriostaticky na bakterie, jejichz latkova vymeéna je méné aktivni,
baktericidné proti bakteriim ve stavu rychlého mnoZeni (aktivni latkova vyména).
Mechanismem ucinku je inhibice syntézy kyseliny mykolové (soucast bunétné
stény), vlastné¢ enzymu FAS e,

Ma dobrou absorpci z GIT, nevaze se na plazmatické bilkoviny, terapeutickych
hladin dosahuje v pleuralni, cerebrospinalni tekutiné, kazi, svalu a penetruje i pres

pouzdro tuberkulotické nekrotické 1éze. Mezi nezddouci Gcinky patii hepatotoxicita,
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neurotoxicita, alergické reakce. INH obsahuje v molekule hydrazidovou skupinu,

ktera je zodpovédna za nékteré 16kové interakcee (inhibice MAO)™.

Streptomycin (STM)
NH

)k HN™ “NH,
r_py - meonon

OH R, =-NH-CH,

OH

STM je aminoglykosidové antibiotikum, ziskava se ze Streptomyces griseus.
Pivodné mél Siroké spektrum tucinku a byl hojné vyuzivan, ale rychle se na n¢j
vyvinula rezistence. Aby se zabranilo dalSimu S$ifeni rezistence pouziva se dnes jen
v kombinacich s jinymi antibiotiky.

Jeho antibakterialni G€inek je dan poruchou proteosyntézy, ktery se vSak pii
nizké koncentraci projevi pouze na rostoucich bakteriich. Pii vyss§i koncentraci ma
baktericidni efekt. Vyvolava vazbou na 30 S ribozémy poruchy dekdédovani mRNA,
coz vede k inkorporaci nespravnych aminokyselin do polypeptidového fetézce a tim

, : _ . 16,17
ke znehodnoceni syntetizované bilkoviny'®

. Tyto falesné bilkoviny se mimojiné
zabudovavaji do cytoplasmatické membrany, tim se zvySuje jeji permeabilita a
bakterie ztraceji esencialni slozky.

STM ma malou terapeutickou §ifi a proto se musi davkovat velice piesné.
Spatné se absorbuje z GIT, je nutné parenteralni podani. Hlavnim nezadoucim
ucinkem je poSkozeni VIII. hlavového nervu (n. statoacusticus), coZ se projevuje

Selesty, miize viak nastat i iplna hluchota. Déle je nefrotoxicky'’.
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Ethambutol (EMB)

CH,

}H
N H,C
HO \—\
N
H OH

Je synteticky derivat ethylendiaminu. Je vhodny ke kombinované terapii.
Jedna se o opticky aktivni slouc¢eninu typu aminoalkoholu se dvéma izolovanymi
chirdlnimi atomy uhliku. Uginny je pouze pravotodivy S,S-(+)-izomer, zatimco
levotoCivy izomer je inaktivni a jeho dal$i stereoizomery jsou toxické (R,R-izomer
muze zpusobit slepotu).

Mechanismus uc¢inku spociva v polymerizaci arabinézy v bunééné sténé
mykobakteria, mistem jeho Uuc¢inku je arabinosyltransferaza, kterd katalyzuje
biosyntézu lipoarabinomannanu nezbytného pro zachovani integrity mykobakterialni
stény.

EMB se dobie absorbuje z GIT, c¢aste¢né se metabolizuje v jatrech, je
vylu¢ovan moci i stolici. Mezi nezadouci Gcinky patii optickd neuritida, reverzibilni

daltonismus (poruchy barvocitu v oblasti ¢ervené a zelené barvy), hyperurikémie,

é16’17’18_
0
N
| X NH,
—=
N

PZA je syntetickym analogem nikotinamidu. Pouziva se v kombinaci s INH a

bolest hlavy a zavrat

Pyrazinamid (PZA)

RMP. Je efektivni ve zkraceni pozadovaného casu terapie, coZz podporuje dobrou
compliance pacientﬁm.

PZA je prolécivo, vlastni u¢innou latkou je pyrazin-2-karboxylova kyselina, na
kterou se pfeménuje enzymem pyrazinamidazou. Mechanismem uc¢inku je inhibice
FAS 1, pyrazinova kyselina se zabudovava do nikotinamidovych nukleotidi FAS I

misto kyseliny nikotinové. PZA je ulinny pouze v kyselém prostiedi, to zlepSuje
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intracelularni akumulaci pyrazin-2-karboxylové kyseliny. PZA ptisobi pouze na M.
tuberculosis (ostatni mykobakterie nemaji pyrazinamidazu). Analog pyrazinamidu 5-
chlor-pyrazinamid vykazuje $ir$i spektrum G¢inku, je aktivni proti pomalu rostoucim
mykobakteriim (M. tuberculosis, M. bovis, M. avium) i proti rychle rostouci M.
smegmatis’.

PZA se dobie absorbuje z GIT, je vylucovan moci, nezaddoucimi Uc¢inky jsou

hepatotoxicita a hyperurikémie®’.

Ansamycinovd antibiotika

Ansamycinova antibiotika jsou z chemického hlediska makrocyklické laktamy,
maji plandrni aromatickou ¢ast molekuly pfemosténou dlouhym alifatickym
fetézcem obsahujici laktamovou vazbu. V soucasnosti ansamyciny patii mezi
nejvyznamnéjsi terapeutika tuberkuldézy. Mechanismus u¢inku spociva v inhibici
proteosyntézy prostfednictvim inaktivace bakteridlni DNA-dependentni RNA
polymerazy. Maji velmi Siroké antibakterialni spektrum zahrnujici vedle fady
grampozitivnich a gramnegativnich kokl i chlamydie, mykoplazmata a rickettsie,

vyznamny je u¢inek na mykobakterie.

e Rifampicin (RMP)

CH;

CHs

Je to polosynteticka latka, produkovana Streptomyces mediterranei, u¢inna na
M. tuberculosis, atypicka mykobakteria, ale i na jiné bakterie (Staphylococcus
aureus, Legionella pneumophila). Pouziti je vSak rezervovano hlavné pro terapii

tuberkulézy, a to v kombinaci s jinymi antituberkulotiky k 1é¢bé vsech forem a stadii
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TBC. Je-li podavan samostatné vyvoj rezistence je velmi rychly. Je ucinny proti
extra- i intracelularnim mikroorganismim, ma sterilizacni G¢inky i na spici bakterie.
Inhibuje syntézu RNA tvorbou stabilnich komplext s RNA polymerazou.

Velmi dobte se absorbuje z GIT, je vyluCovan zluci, a je induktorem jaternich
enzymi. Mezi nezddouci U¢inky patii hepatotoxicita, bolesti hlavy, anemie, horecky,

. L . 16,17
oranzoveé zbarveni modéi a stolice )

Antituberkulotika druhé volby

Kyselina p-aminosalicylovad (PAS)
0) OH

OH

NH

Jedno z nejstarSich antituberkulotik je latka velmi jednoduché struktury.
Mechanismus ucinku je vysvétlovan inhibici syntézy kyseliny listové, pisobi
bakteriostaticky.

Dobte se absorbuje z GIT, vylucuje se moci, distribuuje se i do tuberkuloidnich
1ézi, zvySuje plazmatickou hladinu isoniazidu. Nezadouci ucinky jsou GIT
intolerance a Casté alergické reakce. Vyhodou PAS je jeji nizka cena, nevyhodou
nutnost vysokych terapeutickych davek (denné 12-16 g) a vysoké riziko vzniku

rezistence. Ve vyspélych statech se prakticky nepouziva jiz ani v kombinacich'®.
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Ethionamid, Prothionamid

/

=

s NH,
ethionamid (R= ethyl)
prothionamid (R= propyl)

Jsou to relativné toxickd bakteriostatickd antituberkulotika, od jejichz
pouzivani se ustoupilo v 70. a 80. letech dvacéatého stoleti. Jejich pouziti v
monoterapii je nevhodné vzhledem k rychlému vzniku rezistence a vyznamné
toxicité. Maji omezeny vyznam pii 1é€bé plicni a mimoplicni tuberkuldzy, u niz se
podavaji vzdy v kombinaci s jinymi antituberkulotiky. Ethionamid se pouziva v
piipadé rezistence na antituberkulotika prvni fady, a rovnéz v terapii Mycobacterium
avium komplexu u pacientd se syndromem ziskané imunodeficience v piipadé
rezistence na léCiva prvni volby. Prothionamid je ucinny i proti M. leprae.
Mechanismem ucinku je inhibice syntézy bunécné stény, dochdzi k hydrolyze
thioamidové skupiny a vzniké isonikotinova kyselina.

Nezadouci uginky jsou gynekomastie, impotence, hepatitis'®*"*,

Cykloserin

Cykloserin je antibiotikum produkované Streptomyces orchidaceus. Inhibuje
inkorporaci D-alaninu do pentapeptidu peptidoglykanu bunécéné stény tim, ze
inhibuje enzym alaninracemazu. Narusuje tedy syntézu bunééné stény.

Dobie se absorbuje z GIT, je vyluovan moci jako parentni latka, proto je
vhodny pro 1écbu renalni tuberkulozy. Cykloserin zplisobuje poruchy CNS (bolesti
hlavy, tfes, kfeCe, zmatenost, psychdzy, halucinace), pfilezitostné se miize

vyskytnout hepatotoxicita'®*"2,
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Terizidon

Terizidon je derivat cykloserinu (kondenzacni produkt s tereftaldialdehydem).
Po resorpci z néj vznika cykloserin, je tedy jeho prolécivem. Uplatiiuje se pouze ve
vyjimeénych piipadech proti vysoce rezistentnim atypickym mykobakteriim. Jeho

i ew « ; 16,17,1
podavani mize vést k poskozeni CNS?®"18,

Fluorované chinolony

N N N N
L . L
F - F
o] OH 0 OH
ofloxacin ciprofloxacin

V terapii mykobakteridlnich infekci se klinicky vyuzivaji predev§im
ciprofloxacin a ofloxacin (dale také enoxacin, lomefloxacin, tosufloxacin, fleroxacin
atd.). Mechanismem ucinku je inhibice bakterialni gyrasy a bakterialni
topoisomerasy IV, plisobi baktericidné.

Dobfe se absorbuji z GIT, maji velmi dobry prinik do tkani a sekretil, vylucuji
se moci. Jsou celkové dobfe snaSeny, ale miize se vyskytnout nausea, zvraceni,

bolesti hlavy, fotosenzitivita, poruchy nervové a psychicke, zanéty Slach’®1"18.
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Kapreomycin, viomycin

N
HZNWW o NH
0

NH, O
HN OH
N
H
OH
viomycin
R
0 y O NH,
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2 N N 2
H H
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N N NH
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° D
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X

kapreomycin IA R=OH
kapreomycin IB R=H

Patfi mezi cyklickd peptidova antibiotika, k lécbé tuberkuldézy nejsou

pouzivana pfili$ Casto. Inhibuji proteosyntézu vazbou na 30 S podjednotku ribozomu.

Obé latky mohou piisobit nefrotoxicky a ototoxicky™**"*®,

Iminofenaziny

seonla

A

Cl

klofazimin
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Jsou to slouceniny pouzivané ptedevSim proti lepte, ale uplatnéni dosdhly i
Vv terapii n¢kterych mykobakteriéz zpiisobenych M. intracellulare. Nejdilezitéjsi je
klofazimin. Mechanismus ucinku spociva ve vazbé na DNA mykobakterii (guanin).
Toto baktericidni chemoterapeutikum je velmi dobfe rozpustné V tucich, a ma proto
velmi dlouhy biologicky polocas (70 dnti). Spektrum ucinku (M. leprae, M. avium)
ho ptfedurcuje k 1é¢bé lepry rezistentni na dapson, a vyuziti ma déle u pacientli se

syndromem ziskané imunodeficience™®?.

Makrolidy

azithromycin

Ze skupiny antibiotik typu makrocylickych laktoni se v terapii

mykobakterialnich infekci vyuZivaji hlavng klarithromycin a azithromycin®®*'.
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1.2.3. Lékova rezistence

Bohuzel jiz n€kolik let po objeveni a zavedeni prvnich antituberkulotik do
praxe se diky Iécbé jednim Iékem objevila a rychle rozSifovala rezistence
jednotlivych kmentt Mycobacterium tuberculosis. Klasickym piipadem vzniku
rezistence je mutace enzymil pottebnych k aktivaci 1éCiv. Ve svété je nejrozsitend)si
rezistence zejména na INH a PZA. V praxi se tento problém fe$i pouzivanim
kombinaci raznych 1é¢iv.

Dnes se ve svété objevuje novy fenomén. Je jim MDR (multi drug rezistance),
definovand jako soucasné rezistence na INH, RMP a dalsi struktury. U 1ékti prvni

volby vznika rezistence mutaci na téchto cilovych proteinech:

. INH: mutace v nasledujicich genech - katG, inhA a inhB

. RMP: mutace v beta podjednotce DNA dependentni RNA polymerase, rpoB
. PZA: mutace v pyrazinamidaze

. STM: ribozomalni mutace (s12 protein a 16S rRNA)

Zakladnim pravidlem je neptidavat zadné 1é¢ivo jednotlivé k terapii, kterd jiz
selhala, protoze je to nejjistéjsi cesta k selekci rezistentnich tlak.

Zajimavosti mtze byt napiiklad objeveni se “W kmene TBC” v USA (New
York City), ktery byl rezistentni hned na nékolik 1é¢iv najednou (INH, RMP, STM,
EMB a také kanamycin) B

1.2.4. Pokroky ve vyvoji novych antituberkulotik

Terapie TBC zlstava i nadale celosvétovym problémem. Hledani novych 1é¢iv
je vyzvou pro farmaceuticky vyzkum a vyvoj. Stdvajicimi problémy 1écby
tuberkul6zy jsou:

e rezistence mykobakterii
e dlouha doba 1é€by a s ni souvisejici non-compliance pacientt
e toxicita antituberkulotik
e vedlejsi a nezadouci uCinky lé€iv
Hlavnim cilem vyzkumu je proto zkratit dobu lécby a tak zvySit comliance

pacientl, najit léciva, ktera budou uCinnd 1 proti “multidrug resistant”
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mykobakteriim, budou mén¢ toxicka a budou mit méné¢ nezadoucich a vedlejsich
ucinki. Také je dilezité najit nové cile, kde v mykobakteriu zapisobit 1é¢ivy. Proto
je nutné mit dukladné¢ zmapovany genom M. tuberculosis, dale definovat zptsoby
biosyntézy v mykobakteridlni bunétné stén¢ a nakonec detekovat geny ovliviujici
latenci a virulenci.

Mezi nova perspektivni 1é¢iva 1ze zahrnout:
Diarylchinolin (”’J compound”)

Toto nové 1é¢ivo ucinkuje na aktivni populace M. tuberculosis a M. smegmatis,
avSak je velmi malo G¢inné zejména proti napi. E.coli nebo Staphylococcus aureus.
Rezistence na diarylchinolin vznika mnohom pomaleji neZ na dosavadni 1é¢iva TBC.
Mechanismem tuc¢inku je inhibice mykobakteridlni ATP synthazy, kterda je
esencidlnim enzymem ve vSech mykobakteriich, ale neni pifitomna v hostitelskych
buiik4ch, proto ma toto 1éiva mnohem vyssi selektivitu k mykobakteriim a je tedy
méné toxické. Velmi dobie pusobi synergicky s PZA a to na mykobakterie
nachdzejici se v plicich a ve slezing. Lécivo ma dlouhy biologicky polocas, dobrou

farmakokinetiku a farmakodynamiku a také zkracuje dobu 1é¢by na 2 mésice.

Br N

I
CH,
diarylchinolin
Flurochinolony

Nynéjsi flurochinolony jako je ofloxacin a ciprofloxacin patii mezi 1é¢iva druhé

volby. Jejich nové analogy jsou moxifloxacin a gatifloxacin, kter¢ maji delsi
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polocasy ucinku, jsou vice G¢inna proti M. tuberculosis a maji lepsi vysledky v

kombinaci s RMP a PZA , nez dosud pouzivana linie: INH, RMP a PZA.

N N N
| O
F
@) OH
moxifloxacin
CH,
HN)\ OMe V
PPy
| O
F
@) OH
gatifloxacin

Rifamycinové derivaty

Do této skupiny 1éCiv patii rifapentin, rifabutin a rifalazil.
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e Rifapentin

CH3

Rifapentin je cyklopentylovy analog RMP, ma vsak delsi biologicky polocas.
Je vyhrazen pro multirezistentni kmeny a atypickd mykobakteria. Je velmi dobie

snasen pacienty a zvysuje compliance tim, ze je podavan jen jedenkrat tydn¢.

e Rifabutin

CHj3

CH3

Rifabutin je spiropiperidylovy analog RMP. Je rovnéz vyhrazen pro

multirezistentni kmeny a atypickd mykobakteria.
o Rifalazil

Rifalazil mé srovnatelnou uéinnost s rifabutinem. Muze se kombinovat s INH nebo s

RMP. Pisobi mimojiné i na chlamydie a Helicobacter pylori.
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Nitroimidazopyran

Lécivo je hlavné G¢inné viici multirezistentnim mykobakteriim. Jedna se o
prodrug. Hlavni u¢inna latka (amin) inhibuje syntézu kys. mykolové a tvorbu
protein® inhibici glukdzo-6-fosfat-dehydrogendzy a nitroreduktazy. Uginkem je tato

latka srovnatelnd s moxifloxacinem.

O,N

: TN&O

OMe

nitroimidazopyran

Vyse uvedené latky predstavuji perspektivni 1éCiva tuberkulézyzo.

25



2. CIL DIPLOMOVE PRACE
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V soucasné dob€ hledani novych antituberkulotickych 1éCiv nabyvd na
vyznamu kvili znovuvyvstani epidemie tuberkulozy ve svéte, dale kvali 1ékové
rezistenci a také toxicité soucasnych antituberkulotik.

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv Faf UK v Hradci Kralové se
dlouhodobé zabyva syntézou potencialnich antituberkulotik?. Tato diplomova prace
je prispévkem k feseni tohoto vyzkumného ukolu katedry.

V roce 1996 byla navazana spoluprace s americkou instituci Division of AIDS,
National Institute of Allergy and Infections Diseases (NIAID), jez je soucasti
National Institute of Health (NIH), kterd umoziiuje zapojeni fakulty do
mezinarodniho  programu  screeningu nové piipravenych antituberkulotik
Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility (TAACF)®.

V ramci své diplomové prace jsem se zaméfil na syntézu substituovanych 3-
aryl-amino-pyrazin-2,5—dikarbonitrild. Vychozi latkou byly: 3-chlor-pyrazin-2,5-
dikarbonitril a rizné substituované aniliny - pfi jejich vybéru jsem navazal na prace
svého skolitele a konzultanta®?*,

Cile mé prace byly nésledujici:

o reSerSe zaméfend na soucasny vyznam tuberkuldzy ve svéte, jeji 1écbu a
potencialni antituberkulotika

o V dostupné chemické literatufe zjistit metody pfipravy vychozi latky
chemickych reakci

o Syntéza série slouc¢enin

o predani latek na biologické hodnoceni - antimykobakterialni a antimykotickeé
aktivity

o studium vztahu mezi lipofilitou a biologickou aktivitou

Obecny vzorec piipravovanych sloucenin (substituované 3-aryl-amino-pyrazin-
2,5-dikarbonitrily):
N CN
| N
jege

NC N N
I R
H
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3. TEORETICKA CAST
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3.1. VLASTNOSTI PYRAZINOVEHO JADRA

Pyrazin pfedstavuje vysoce symetrickou molekulu. Pyrazinovy kruh lze
znéazornit jako rezonan¢ni hybrid nékolika zékladnich struktur (Obr. 1). Jedna se o
slabé aromatickou slouceninu, kterd se svymi vlastnostmi blizi vlastnostem
tercialnich alifatickych amind. Pyrazin se chova jako slaba dvojsytna baze, a v
porovnani s ostatnimi diaziny a pyridinem je nejslabsi bazi®.

Obr. 1: Rezonanéni struktury pyrazinového jadra

)~

Srovnani aromaticity benzenu s nékterymi dusikatymi heterocykly?®

Sloucenina | % aromaticity
benzen 100

pyridin 82

pyridazin |65

pyrimidin |67

pyrazin 75

Srovnani bazicity nékterych dusikatych heterocyklﬁ25

Sloucenina | pKa (1.stupert)

pyridin 5.20

pyridazin |2.33

pyrimidin |1.30

pyrazin 0.65

Z hodnot hustoty m-elektronti v pyrazinovém a pyridinovém kruhu je ziejmé, ze
hustota & -elektronti je zvySena na dusikovych atomech, zatimco na uhlikovych atom

je hustota vyrazné mensi. Vypoctené hodnoty se od naméfenych hodnot témet nelisi.
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Je patrné, ze hustoty m-elektronti na a-uhlicich pyrazinu (1) a pyridinu (2) jsou velmi

podobné a Ize o¢ekavat i podobnou chemickou reaktivitu a-substituovanych pyrazint

a pyridiny 27252930,
-0,082 -0,100
N N
[ \j+0,041 | Xy +0,049
N/ ~ -0,010
+0,021
1) (2)

Meziatomové vzdalenosti jsou u pyrazinu a ostatnich diazinii sice podobné, ale
poloha druhého dusikového atomu znaéné€ ovlivni geometrii moleku1y26.

V ptipad¢ pyrazinamidu je pyrazinovy kruh planarni, vzdalenost C-H je 13,48
nm, C-C potom 13,83 nm. Vlivem amidové skupiny dochazi k protazeni
pyrazinového jadra, takZze tihel sevieny N1, a- a B- uhlikem je o 5° ostfejSi nez u
nesubstituované¢ho pyrazinu31 .

Pyrazin, stejné jako ostatni diaziny, nepodléhd snadno -elektrofilnim
substitucim. Pfimy elektrofilni atak je ztizen induktivnim efektem dusikovych atomu
pyrazinu a tedy existenci rezonancnich struktur, které jsou pficinou kladného naboje
na atomech uhliku heterocyklu. Mnohem 1épe vSak probihaji substituce nukleofilni,
zv14§te v piipadg, kdy se pyrazinovy kruh aktivuje prevedenim na N-oxid*.

Infracervena spektra pyrazinu a pyrazin N-oxidt vykazuji 4 roztazené v-vibrace
v oblasti 1600-1370 cm™. Vibrace v rozmezi 1600-1575 cm™ ma riznou (vétinou
slabou) intenzitu, v oblasti 1500-1520 cm™? slabou a7 stiedni intenzitu, v oblasti
1500-1465 a 1420-1370 cm™ se nachazeji vibrace stiedné silné intenzity. Valenéni
vibrace N-oxidii se objevuji v oblasti 1350-1260 cm™ a maji silnou intenzitu. U
monosubstituovanych pyrazini se vyskytuje jesté silny pas v oblasti 1060-1040 a
1030-1010 cm™. Navic maji pyrazinové derivaty je§té mimorovinné o(CH) vibrace
kruhu v oblasti 860-800 cm™. U nesubstituovanych pyrazinii 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®.

Priklady hodnot vIno&ti a vibraci pyrazinu jsou uvedeny v nasledujici tabulce®,
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Slou¢enina v aromatického kruhu c (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. METODY PRIPRAVY VYCHOZICH LATEK

Pyrazin, stejné jako ostatni diaziny, nepodléhd snadno -elektrofilnim
substitucim, mnohem 1épe vSak probihaji substituce nukleofilni, zv1asté v ptipade,

kdy se pyrazinovy kruh aktivuje pfevedenim na N-oxid.

3.2.1. Priprava N-oxidu

Plisobenim peroxidu vodiku v prostfedi ledové kyseliny octové na pyrazin-2-
karboxamid vznikd po Sesti hodinovém zahfivani pfi teploté v rozmezi 70-80 °C
ptrevazné 4-N-oxid pyrazin-2-karboxamid, v malé mife vznikaji i 1-N-oxid pyrazin-2-
karboxamid a 1,4-N,N-dioxid pyrazin-2-karboxamid. Po ochlazeni reak¢ni smési se

vyloucené krystaly odfiltruji a promyji vodou a ethanolem*%.

Oy e, (T“ ('YL (“ﬁ

3.2.2. Priprava halogenderivatu
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Chlorace smési N-oxidii pyrazin-2-karboxamidu se provadi metodou
nukleofilni halogenace a zaroven deoxygenace pomoci chloridu thionylu nebo
chloridu fosforylu za vzniku tii polohovych izomera 6-, 5- a 3-chlorpyrazin-2-

karbonitrilu. (Chlorid fosforylu, resp. thionylu ptsobi zaroven jako dehydratacni

&inidlo.)3*%3
POCI N\ N\ N\ - +
E j | — | H — [ j\ + POCI ™ +H
= —
N N ) N el
O\P/CI &y
~cl o ~cl

ETCONHET ET ey Y O

Jednotlivé polohové izomery Ize oddé€lit pomoci sloupcové chromatografie. Pro

jejich déleni neni vhodna destilace, z divodu jejich blizkych teplot varu.

3.2.3. Priprava amidu

K metoddm piipravy amidl patfi homolyticka amidace®’ . Zdrojem amidového
radikalu je formamid s redoxnim systémem tvofenym peroxidem vodiku a Fe?',
diterc. butylperoxidem a Fe®*, dibenzoylperoxidem, diterc. butylperoxidem,
peroxodisiranem amonnym ¢i draselnym a Fe** nebo Ag’, nebo peroxodisiranem
amonnym ¢i draselnym za zvySené teploty38.

Vlastnosti jiz pfitomného substituentu na pyrazinovém kruhu podmifiuji misto,
které¢ bude radikdlem atakovano. U monosubstituovaného pyrazinového derivatu
substituent s -M efektem (-COOC;Hs, -CONH,, -COCHjs, -CN) usmérnuje vstup
radikélu pfednostné do polohy 5 a vznika 2,5-disubstituovany pyrazin. Substituent s
+M efektem (-Cl, -OCHgs, -NH,) tidi atak radikalu do polohy 3 a vznika 2,3-
disubstituovany pyrazin. Pii amidaci 5-chlorpyrazin-2-karbonitrilu, ktery obsahuje
oba typy substituentti (tj. s +M i s -M) se ziska amid 6-kyan-3-chlorpyrazin-2-
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karboxylové kyseliny. Pfi amidaci 6-chlorpyrazin-2-karbonitrilu vznikne amid 5-

kyan-3-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny >,

cl<__N.__CN cl<__N.__CN
\[ \j/ HCONH2 . I \j/
2 (NH),S,0, 90°C ~
N 92508 H,NOC™ N

3.2.4. Priprava nitrild

Ptiprava nitrilt mé vétSinou povahu nukleofilni substituce. Aromatické nitrily
se vsak pripravuji nejCastéji z diazoniovych soli, Sandmeyerovou reakci. Dale je 1ze
pfipravit dehydrataci primarnich amidd, napt. za pouziti ¢inidla oxidu fosfore¢ného,

oxidu hlinitého nebo chloridu fosforylu® .

N CN Cl N CN
1y —=— 1J

= =

N CN N

H,NOC

Cl

3.2.5. Nukleofilni substituce na pyrazinovém jadie

Substituované derivaty 3-aryl-aminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu byly pfipraveny
nukleofilni substituci typu aminodehalogenace.

Vymeéna halogenu za aminoskupinu na arylhalogenidu vyzaduje obecné tvrdsi
reak¢éni podminky. Reakci usnadnuje pfitomnost elektronegativnich skupin (napft. -
NO,, -CN, -CONH,, -COOH), hlavné jsou-li v polohach ortho a para. Snadnost

substituce halogenu vzriista dale s poétem aktivizujicich skupin®'.
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+  HY — +  Hz

X = halogen
Z = elektronegativni skupina

NH2 NC /N
o ol
P '

=
NC N Cl

Tyto obecné zavéry lze uplatnit i v pfipadé nukleofilni substituce na
pyrazinovém jadfe. V rdmci mé diplomové prace jsem postupoval nésledovné:
reakce byla provadéna po dobu 12 hodin v nevodném prostiedi toluenu pod
ochrannou atmosférou argonu s ptidavkem triethylaminu, reakéni teplota byla 135-

140 °C %,

3.2.6. Souhrnné schéma pripravy

N-oxidace
halogenace (chlorace) a deoxygenace
homolytick4 amidace

redukce amidu

o > w0 N

nukleofilni substituce typu aminodehalogenace
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. POUZITE PRiISTROJE

U vSech pouzitych chemikalii byly ovéteny fyzikalni konstanty, rozpoustédla
byla pied pouzitim vysuSena a CiSténa obvyklym zpiisobem.

Prib¢h reakci a Cistota latek byly sledovany pomoci tenkovrstevné
chromatografie na deskdch SILUFOL UV 254 (Kavalier, Votice) za pouziti vyvijeci
soustavy ethylacetat-hexan (1:4). Detekovalo se UV svétlem o vinové délce 254 nm.

Preparativni chromatografie byla provedena pomoci FlashMaster Personal
(Flash Chromatography System, Argonaut, USA). Pouzita pratokova rychlost byla
30 ml/min., mobilni faze ethylacetat-hexan (0-20%), jako sorbent byl pouzit silikagel
(Kieselgel 60, Merck, Germany).

Teploty tani byly stanoveny pomoci Koflerova bloku (Nagema Rapido K8,
NDR) a jsou nekorigované.

Spektra 'H a *C NMR byla ziskdna pomoci Varian Mercury-Vx BB 300
spektrometru pti 300 MHz na Katedie anorganické a organické chemie. Vzorky byly
méfeny v dimethylsulfoxidu, 'H chemické posuny (d, ppm) jsou vztazeny
K tetramethylsilanu (TMS) jako vnitfnimu standardu.

Elementéarni analyzy byly provedeny na CHN analyzatoru EA1110CE (Fisons
Instruments S.p.A., Milano) na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv.

Infracervend  spektra  byla  zméfena na  Katedie  anorganické
a organické chemie na spektrometru Nicolet Impact 400. Krystalické latky byly
méfeny v tabletach bromidu draselného. VInocty jsou uvadény v cm™,

UV spektra byla méfena na pfistroji Waters Photodiode Array Detector 2996
(Waters corp., Milford, MA, USA).

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

Log K byl zméten pomoci HPLC chromatografie - Waters Alliance 2695 XE a
Waters Photodiode Array Detector 2996 (Waters Corp., Milford, MA, USA). Proces
byl monitorovan pomoci Millennium 32 Chromatography Manager Software,
Waters 2004 (Waters Corp., Milford, MA, USA).
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4.2. POUZITE CHEMIKALIE A PROVADENE REAKCE

Na vSechny reakce byl pouzita reagencia o Cistot¢ 99% a vyssi. Kde bylo
potieba, byly reakce provadény v bezvodém prostiedi pod ochrannou atmosférou

argonu.

4.2.1. Priprava 4-oxidu amidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny

e (f* ('T“ ('Y“z

K roztoku 340 ml (11,0 mol) 30-ti procentniho peroxidu vodiku v 520 ml (9,0

mol) ledové kyseliny octové bylo po ¢astech piidano 128 g (1,04 mol) amidu
pyrazin-2-karboxylové kyseliny. Smés byla zahiata na 70 °C a dale byla teplota
udrzovana na 70-80 °C po dobu 6 hodin. Po ochlazeni byla reakéni smés ponechana
pres noc v lednici. Vypadlé krystaly byly odsaty a promyty vodou?*.

Vytézek: 52,7 g, tj. 36,4 % teoretického vytézku
Sumarni vzorec: CsH 5 N3O 5
Mol. hmotnost: 139,11

4.2.2. Priprava 6-chlor-pyrazin-2-karbonitrilu

CONH,

U“’““ET (T ey, 0T O

CN

K 200 ml (2,24 mol) chloridu fosforylu bylo po ¢astech ptidano 52,7 g (0,38 mol)
smési oxidt amidu pyrazin-2-karboxylové kyseliny (hlavni podil ma 4-N-oxid amidu
pyrazin-2-karboxylové kyseliny). Smés byla zahtivana na teplotu 100 °C po dobu 1
hodiny. Poté byl obsah v bance ochlazen na teplotu 10-15 °C a reak¢ni smés byla

pomalu vylita na led. Teplota pfi hydrolyze nesmi pfestoupit 50 °C. Potom byl
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produkt extrahovan chloroformem po dobu 48 hodin. Byla ziskana reak¢éni smés,
ktera byla separovana chromatograficky za pouziti FlashMaster Personal
Chromatografy, mobilni fazi byl ethylacetat-hexan (0-20%). Dale byly jednotlivé
polohové izomery detekovany pomoci TLC chromatografie. K nasledujici reakci byl
pouZit pouze &isty 6-chlorpyrazin-2-karbonitril®.

Vytézek: 32,2 g, tj. 61 % teoretického vytézku
Sumarni vzorec: CsH » N3Cl
Mol. hmotnost: 139,54

4.2.3. Priprava amidu 3-chlor-5-kyan-pyrazin-2-karboxylové kyseliny

cl _N. _CN cl _N_ _CN
\[ \j/ HCONH, - I \j/
_ (NH,),S.0. 90°C _
N 92508 H,NOC™ N

V trojhrdlé litrové baiice opatiené teplomérem a michadlem bylo ve 201,5 ml

(227,8 g) formamidu rozpusténo 32,2 g (0,23 mol) 6-chlor-pyrazin-2-karbonitrilu.
Roztok byl zahtat na teplotu 90 °C a za michani byl po ¢astech pfi této teploté béhem
1,5 hodiny ptidavan pevny peroxodisiran amonny (0,26 mol). Po piidani veskerého
mnoZzstvi byla tmavohnéd4 smés michana jesté 1 hodinu pii 90 °C. Poté byla reakéni
smés ziedéna 200 ml vody, byla odsata nerozpuSténd sraZenina a filtrat byl
kontinuadln¢ extrahovan chloroformem po dobu 48 hodin. Po oddestilovani
rozpoustédla byl olejovity zbytek dan do lednice pies noc. Vypadlé krystaly byly
odsaty a prekrystalizovany z ethanolu?.

Vytézek: 4,2 g, tj. 10 % teoretického vytézku
Sumarni vzorec: CgH 3 N4OCI
Mol. hmotnost: 182,57

4.2.3.1.0ptimalizace homolytické amidace
Jelikoz piedchozi reakce je velmi ztratova (vytézek byl 10,0%), snazil jsem se
optimalizovat reakéni podminky tak abych dosahl co nejvyssiho vytézku produktu,

kterym je 3-chlor-5-kyan-pyrazin-2-karboxamid. S pouzitim nasledujicich

katalyzatorii jsem dosahl takovychto vysledk:
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Katalyzator % vytézek produktu reakce
Cu 11,3
Cu,0 11,7
AgNO3 9,4
FeS0O,4.7H,0 8,3

4.2.4. Priprava 3-chlor-pyrazin-2,5-dikarbonitrilu

N CN Cl N CN
e 1T

— —

N CN N

H,NOC

Cl

4,2 g (0,023 mol) 3-chlor-5-kyan-2-pyrazinkarboxamidu bylo zahiivano s 7,8
ml (0,087 mol) chloridu fosforylu pfi teploté 105 °C po dobu jedné hodiny.
Reakéni smés byla ochlazena na 10-15°C a opatrné nalita na led. Vypadlé krystaly
byly odsaty a filtrat byl extrahovan chloroformem. Poté byl chloroform oddestilovan
a latka precisténa krystalizaci ze zfedéného ethanolu 3,

Vytézek: 1,9 g, tj. 51 % teoretického vytézku
Sumarni vzorec: CgH N4CI
Mol. hmotnost: 164,55

4.2.5. Obecny postup pripravy N-substituovanych derivata 3-chlor-pyrazin-2,5-

dikarbonitrilu
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NH, NC._ N
bl T
| N

NC N Cl

R

R

V 30 ml bezvodého toluenu bylo rozpusténo 50 mg (0,304 mmol) 3-chlor-
pyrazin-2,5-dikarbonitrilu. K tomuto roztoku bylo pfiddno 31 mg trietylaminu a
ekvimoldrni mnozstvi substituovaného anilinu. Reak¢ni smés byla pfivedena k varu
pod zpétnym chladi¢em, reakéni teplota byla 135-140°C, smés byla zahiivana po
dobu 12 hodin v ochranné atmosféte argonu. Po ochlazeni bylo za snizeného tlaku
oddestilovano rozpoustédlo. Produkt byl vy¢istén pomoci flash chromatografie, za

pouZiti soustavy ethylacetat-hexan (0-209%)%.

4.2.5.1. Priprava 3-(3-trifluoromethylfenylamino)-pyrazin-2,5-
dikarbonitrilu (CN1)

CF,
N\ CN
X
NC N I}I
H
Vytézek: 33 mg , 9,4% teoretického vytézku
Sumarni vzorec: Ci3HgF3Ns
Molekulova hmotnost: 289,22
Teplota tani: 184-188°C
Vzhled:zluta krystalicka latka
Elementarni analyza |C H F N
Vypoéteno % 53.99 |2.09 19.71 |24.21
Nalezeno % 54.06 |(2.11 19.80 |24.22
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IC spektra:

UV spektra (Amax/log €): 284,3/3,20

'H NMR (300 MHz, CDCls), &: 9,67 (bs,1 H, NH), 9,38 (d,1 H,J=1,37Hz, H3), 8,62
(d,1 HJ=1,37Hz, H6), 7,89 (t1 H,J=2,07Hz, H2),7,59 (ddd,1 H,J=7,96Hz,
J=2,07Hz, J=1,10Hz, H4'), 7,30 (t,1 H,J=7,96Hz, HY5'), 7,13 (ddd,1 H,J=7,96Hz,
J=2,07Hz, J=1,10Hz, H6"), 1,45 (s,9H, CH3)

B3C NMR (75 MHz, CDCls), &: 168.0, 161.1, 143.0, 141.0, 139.0, 138.5, 134.8,
130.1, 124.6, 119.8, 117.6, 37.1, 29.7

4.2.5.2. Priprava 3-(3,5-dimethoxyfenylamino)-pyrazin-2,5-
dikarbonitrilu (D1)

H3C\O
N CN
| AN
AL
NC N I}I (l)
H CH

Vytézek: 37 mg , 43,3% teoretického vytézku

3

Sumarni vzorec: C14H11N50,
Molekulova hmotnost: 281,28
Teplota tani: 225-226°C
Vzhled: Zluta krystalicka latka

Elementarni analyza |C H N O
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Vypocteno % 59.78 [3,94 24,90 11,38
Nalezeno % 59.70 3.99 24.91 11.40

IC spektra:

UV spektra (Amax/log €): 290,3/3,76

'H NMR (300 MHz, DMSO), &: 9.85 (s, 1 H, H6), 8.65 (s, 1 H, H4"), 6.8 (s, 2 H, H2!,
H6'), 6.3 (s, 1 H, NH), 3.75 (s, 6 H, H3', H5')

B3C NMR (75 MHz, DMSO), §: 160.6, 152.5, 139.6, 137.9, 129.2, 119.4, 115.7,
114.8, 100.6, 96.6, 55.4

4.2.5.3. Priprava 3-(2,4-dimethoxyfenylamino)-pyrazin-2,5-
dikarbonitrilu (D2)

N CN O.
AL
=
NC N I}I
H O.
CH

3

Vytézek: 63 mg, 73,71% teoretického vytézku
Sumarni vzorec: C14H11N50,

Molekulova hmotnost: 281,28

Teplota tani: 188-191°C

Vzhled: ¢ervena krystalicka latka

Elementarni analyza |C H N O
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Vypocéteno % 59.78 3.94 24.90 11.38
Nalezeno % 59.81 3.96 24.90 11.42

IC spektra:

UV spektra (Amax/log €): 289,1/3,47

'H NMR (300 MHz, DMSO), &: 9.5 (s, 1 H, H6), 8.5 (s, 1 H, H3), 7.25 (d, 1 H,
J=9.03 Hz, H5", 6.7 (s, 1 H, NH), 6.55 (d, 1 H, J=9.48 Hz, H6"), 3.8 (s, 6 H, H2’,
H4")

BC NMR (75 MHz, DMSO0), &: 159.3, 155.1, 153.6, 136.7, 129.9, 127.7, 118.5,
117.3,115.7, 114.8, 104.9, 99.4, 55.9, 55.6

4.2.5.4. Priprava 3-(2-methoxyfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitrilu
(D3)

N CN
| N
/[ /I
NC N I}I
H O.
CH

Vytézek: 48 mg , 62,8% teoretického vytézku
Sumarni vzorec: C13HgN5O

Molekulova hmotnost: 251,25

Teplota tani: 167-172°C

Vzhled: Zluta krystalicka latka

Elementarni analyza |C H N O
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Vypocteno % 62.15 |3.61 27.87 6.37
Nalezeno % 62.23 |3.62 27.74 6.47
IC spektra:

UV spektra (Amax/log €): 279,6/3,35

'H NMR (300 MHz, DMSO), 5: 9.5 (s, 1 H, H6), 8.6 (s, 1 H, NH), 7.5 (d, 1 H,
J=12.00 Hz, H3), 7.25 (t, 1 H, J=12.12 Hz, H4"), 7.15 (d, 1 H, J=11.27 Hz, H6"), 7.0

(t, 1 H, J=10.81 Hz, H5’), 3.8 (s, 3 H, H2")

3C NMR (75 MHz, DMSO0), §: 153.1, 153.0, 137.2, 129.6, 127.3, 125.8, 125.5,

120.7, 118.3, 115.7, 114.7, 112.2,55.9

4.2.5.5. Priprava 3-(3-methoxyfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitrilu

N CN
| N
L
NC N I}I (l)
H CH

(D4)

Vytézek: 36 mg , 47,15% teoretického vytézku

Sumarni vzorec: C13HgN5O
Molekulova hmotnost: 251,25
Teplota tani: 191-193°C
Vzhled: zluta krystalicka latka
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Elementarni analyza |C H N O
Vypocteno % 62.15 |[3.61 27.87 |6.37
Nalezeno % 62.16 |3.62 27.79 6.41
IC spektra:

UV spektra (Amax/log €): 284,3/3,18

'H NMR (300 MHz, DMSO), &: 9.95 (s, 1 H, H6), 8.65 (s, 1 H, H2), 7.3 (t, 1 H,
J=13.88 Hz, H5'), 7.15 (s, 1 H, NH), 7.1 (d, 1 H, J=19.94 Hz, H4’), 6.65 (d, 1 H,
J=13.57 Hz, H6’), 3.9 (s, 3 H, H3’)

B3C NMR (75 MHz, DMSO0), &: 159.6, 152.6, 139.1, 137.9, 129.7, 129.3, 119.3,
115.7,114.9, 114.7, 110.4, 108.4, 55.3

4.2.5.6. Priprava 3-(3-N,N-dimethylaminofenylamino)-pyrazin-2,5-
dikarbonitrilu (D6)

N CN
| AN
Ji /I /©\ /CHS
NC N I}I I}I
H CH,

Vytézek: 38 mg , 47,32% teoretického vytézku
Sumarni vzorec: C14H12Ng

Molekulova hmotnost: 264,29

Teplota tani: 228-232°C

Vzhled: ¢ervena krystalicka latka
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Elementarni analyza |C H N
Vypocteno % 63.63 |4.58 31.80
Nalezeno % 63.59 [4.49 31.84
IC spektra:

UV spektra (Amax/log €): 270,1/3,14

'H NMR (300 MHz, DMSO), &: 9.6 (s, 1 H, H6), 8.55 (s, 1 H, H2"), 7.15 (t, 1 H,
J=9.52 Hz, H5'), 6.9 (s, 1 H, NH), 6.85 (d, 1 H, J=17.00 Hz, H6"), 6.5 (d, 1 H, J=7.99

Hz, H4’),2.9 (s, 6 H, H3")

BC NMR (75 MHz, DMSO), &: 152.8, 151.0, 138.5, 137.4, 129.4, 129.2, 119.0,

115.8, 115.0, 110.6, 109.4, 106.9, 39.7

4.2.5.7. Priprava 3-(4-methoxyfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitrilu

(D7)

N CN O.
PSR
7
NC N I}I
H

Vytézek: 68 mg, 89,07% teoretického vytézku

Sumarni vzorec: C13HgN50
Molekulova hmotnost: 251,25
Teplota tani: 179-182°C

Vzhled: oranzova krystalicka latka
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Elementarni analyza |C H N O
Vypocteno % 62.15 |[3.61 27.87 |6.37
Nalezeno % 32.07 |3.60 27.80 6.45
IC spektra:

UV spektra (Amax/log €): 290,3/3,26

'H NMR (300 MHz, DMSO), 8: 9.85 (s, 1 H, H6), 8.5 (s, 1 H, NH), 7.4 (d, 2 H,
J=22.97 Hz, H3', H5"), 6.95 (d, 2 H, J=22.95 Hz, H2’, H6"), 3.85 (s, 3 H, H4")

3C NMR (75 MHz, DMSO0), §: 156.9, 153.1, 137.1, 130.4, 129.5, 125.2, 118.6,
115.8,114.9,114.1,55.4

4.2.5.8. Priprava 3-(4-chlorofenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitrilu

(D8)
N CN Cl
AN
ey
NC N I}I
H

Vytézek: 43 mg , 27,67% teoretického vytézku
Sumarni vzorec: C1oHgCINs

Molekulova hmotnost: 255,67

Teplota tani: 196-199°C

Vzhled: zluta krystalicka latka
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Elementarni analyza |C H Cl N
Vypocteno % 56.38 |2.37 13.87 |27.39
Nalezeno % 56.46 [2.36 13.87 27.47
IC spektra:

UV spektra (Amax/log €):285,5/3,48
'H NMR (300 MHz, DMSO0), 5:
3C NMR (75 MHz, DMS0), 5:

4.2.5.9. Priprava 3-(4-chloro-3-methylfenylamino)-pyrazin-2,5-
dikarbonitrilu (D9)

N CN Cl
| N
NC™ N7 N CH,
H

Vytézek: 80 mg , 48,81% teoretického vytézku
Sumarni vzorec: C13HgCINs

Molekulova hmotnost: 269,70

Teplota tani: 135-138°C

Vzhled: zluta krystalicka latka

49



Elementarni analyza |C H Cl N
Vypocteno % 57.90 [2.99 13.15 |25.97
Nalezeno % 57.85 |[3.01 13.22 25.99
IC spektra:

UV spektra (Amax/log €): 287,9/3,37
'H NMR (300 MHz, DMSO0), 5:
3C NMR (75 MHz, DMS0), 5:
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5. BIOLOGICKE HODNOCENI

5.1. ANTITUBERKULOTICKA AKTIVITA

Nové€ syntetizované derivaty pyrazinu budou (nékteré uz byly) testovany na
antituberkulotickou aktivitu americkou instituci Division of AIDS, National Institute
of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), jez je soucasti National Institute of
Health (NIH). Tim jsou pracovisté¢ Farmaceutické fakulty UK v Hradei Kralové
zapojena do mezinarodniho programu vyhledavani antituberkulotické aktivity u nové
ptipravenych slouc¢enin - TAACF (Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and
Coordinating Facility).

Program TAACEF se sklada ze tii propojenych soucasti:

» pfijem a uchovavani slou¢enin (Southern Research Institute, Frederick)
= in vitro screening (Hansen's Diseases Center)

= in vivo screening (Colorado State University)?
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5.2. ANTIMYKOTICKA AKTIVITA

Nov¢ syntetizované derivaty pyrazinu byly testovany in vitro na antifungalni
aktivitu na Katedie biologickych a Iékatskych véd FaF v Hradci Kralové doc.RNDr.
Vladimirem Buchtou, CSc. a jeho spolupracovniky.

Ptipravené slouCeniny byly zkouseny pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody.
Testovana latka byla dvojité fedéna v roztoku RPMI 1640 s glutaminem, ktery byl
pufrovan na pH 7,0 pomoci 0,165 M roztoku MOPS (Sigma). Kone¢né koncentrace
latek se pohybovaly v rozmezi od 1000 do 0,975 uM. Soucésti testovani byly slepé
pokusy (bez ucinné latky) a urceni aktivity standardu (ketokonazol, KET) vuci
jednotlivym kmentim. MIC byly ode¢itany po 24 a 48 hodinach pii teploté 35°C.
V piipad¢ Trichophyton mentagrophytes byly MIC odecitany po 72 a 120 hodinach
inkubace. Vybrané sloueniny byly testovany na aktivitu proti Candida albicans
ATCC 44859, Candida tropicalis 156, Candida krusei E28, Candida glabrata 20/1,
Trichosporon beigelii 1188, Trychophyton mentagrophytes 445, Aspergillus
fumigatus 231 a Absidia corymbifera 272.

Testované kmeny-kod:

CA - Candida albicans ATCC 44849
CT - Candida tropicalis 156

CK - Candida krusei E28

CG - Candida glabrata 20/1

TB - Trichosporon beigelii 1188

TM - Trychophyton mentagrophytes 445
AF - Aspergillus fumigatus 231

AC - Absidia corymbifera 272

© N o o~ w NP

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC (umol.I™)

(kod) KET |[CN1| D1 | b2 | D3 | D4 | D6 | D7 | D8 | D9

TM | 72h| 0,98 | 125 [>125|>250| 125 | 125 |>125| 62,5

120 | 1,95 | 125 | >125|>250 | >125|>125|>125| 62,5

CA | 24h | <0,24 | 62,5 | >125 |>250 | 125 |>125|>125| >500

48h | <0,24 | 125 | >125|>250 | >125|>125|>125 | >500
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CT |24h| 1,95 |>125|>125|>250 |>125|>125|>125| >500
48h | 3,91 |>125|>125|>250 |>125|>125|>125| >500
CK | 24h| 0,98 |>125|>125|>250 |>125|>125 | >125 | >500
48h | 1,95 |>125|>125|>250 |>125|>125|>125| >500
CG | 24h| 0,49 |>125|>125|>250 |>125|>125 | >125 | >500
48h | 1,95 |>125|>125|>250 | >125|>125|>125| >500
TB | 24h | <0,24 | >125|>125 |>250 |>125 | >125| >125 | >500
48h | <0,24 | >125|>125 |>250 | >125 | >125| >125 | >500
AF | 24h| 7,81 |>125|>125|>250 |>125|>125|>125| 125
48h | 7,81 |>125|>125|>250 | >125|>125|>125| >500
AC | 24h | 31,25 | >125 | >125 | >250 | >125 | >125 | >125| 125
48h | 31,25 | >125|>125 |>250 | >125 | >125 | >125| 500

Pozn.: MIC je minimalni inhibi¢ni koncentrace, ktera je definovana jako

nejniz§i koncentrace latky vykazujici mikrobistaticky uginek*.

Tuén€ je vyznacena hodnota MIC, ktera se nachazi v ramci testovaného

rozmezi.

5.3.VYPOCET A ZMERENI LIPOFILITY PRIPRAVENYCH

LATEK

Lipofilita (log P) N-substituovanych derivatd 3-aryl-amino-pyrazin-2,5-

dikarbonitrilu byla vypo¢tena pomoci pocitacového programu ACD/ log P ver. 1.0.

Lipofilitu také charakterizuje hodnota log K, jez byla zméfena pomoci HPLC

chromatografie - Waters Alliance 2695 XE a Waters Photodiode Array Detector
2996 (Waters Corp., Milford, MA, USA) na koloné Symetry® Cis Sum, 4,6%250 mm,
Part No.WATO054275 (Waters Corp., Milford, MA, USA). Proces byl monitorovan
pomoci Millennium 32° Chromatography Manager Software, Waters 2004 (Waters
Corp., Milford, MA, USA).
Hodnoty log P a log K jednotlivych latek jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Testovana latka log P log K
CN1 3,50+0,56 0,7831
D1 2,70+0,54 | 0,6953
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D2 2,03+0,53 | 0,6940
D3 2,20+0,52 | 0,7202
D4 2,56+0,52 | 0,6799
D6 2,75+¢0,52 | 0,7334
D7 2,25+0,51 | 0,6607
D8 3,29+£0,52 | 0,7730
D9 3,75+0,52 | 0,8783
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6.DISKUSE

Cilem této diplomové prace byla syntéza série N-substituovanych derivati 3-
aryl-amino-pyrazin-2,5-dikarbonitrili, které maji v poloze 3 pyrazinového kruhu
zavedeny rizné substituovany primérni aromaticky amin. Pfi vybéru vhodnych
substituenti do bo¢niho aromatického jadra jsem navézal na praci svého Skolitele a
konzultanta.

Vychozi latkou pro dané reakce byl 3-chlor-pyrazin-2,5-dikarbonitril. Finalni
produkty byly pfipraveny metodou nukleofilni substituce aromatickych amint na
aromatickém jadie. Reakce probihala v prostfedi bezvodého toluenu pod ochrannou
atmosférou argonu za pfidavku triethylaminu a poskytovala dobré vytézky.
Totoznost a Cistota jednotlivych ziskanych latek byly kontrolovany TLC
chromatografii, teplotou tani na Koflerové bloku, elementarni analyzou, IC a UV
spektry a *H a *C NMR spektry.

Ptipravené slouCeniny byly ureny pro hodnoceni antimykobakterialni a
antifungalni aktivity v podminkach in vitro. Pro hodnoceni antimykobakterialni
aktivity byl pouzit klasicky kmen Mycobacterium tuberculosis. Pro hodnoceni

antimykotické aktivity bylo pouzito 8 druht hub, které jsou uvedeny v kapitole 5.2.
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Vysledky z testovani antimykobakteridlni aktivity zndme zatim jen u prvni
latky CN1, ostatni latky zatim nebyly potvrzeny. Z ptedchozich ziskanych vysledkt
biologického hodnoceni obecné vyplyva, ze antimykobakteridlné nejucinnéjsi jsou
latky s jedinym substituentem na arylu v poloze 3. Latka CN 1: 3-(3-
trifluoromethylfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril ma velmi vysokou aktivitu
(94% inhibice). Podobné vysokou miru inhibice by proto mohly vykazovat i
slouceniny D4 a D6, jelikoz maji také jediny substituent na arylu v poloze 3. U latky
D4, je to skupina —methoxy-, a u latky D6 se jedna o -N,N-dimethylamino- skupinu.
Lze tedy fici, Ze pravé poloha 3 na aromatickém jadfe substituentu ma pro vlastni
ucinek latky nezanedbatelny vyznam.

Testovany na antifungalni aktivitu byly vSechny piipravené latky. Bohuzel ani
u jedné z ptipravenych latek nebyla antimykotickd aktivita nijak vyrazna. Nejvyssi
aktivitu ze vSech syntetizovanych latek vykazovala in vitro vy$e zminovana latka
CN1:  3-(3-trifluoromethylfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril, a to proti
Trychophyton mentagrophytes, MIC=125 pmol.I" a proti Candida albicans, MIC=
62,5-125 umol.I* . Latka D7: 3-(4-methoxyfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril
vykazala dobrou w&innost proti Trychophyton mentagrophytes, MIC=62,5 pmol.I™.
Ostatni latky neprokazaly zadnou vyraznou antimykotickou aktivitu. Jako standard
pii testovani byl pouZzit ketokonazol.

U latek byla také hodnocena lipofilita, pomoci log P a log K. Nejvyssi lipofilitu
méla latka D9: 3-(4-chloro-3-methylfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril, a tomu
odpovidaji obé nejvyssi hodnoty obou logaritmi. Nejnizsi lipofilitu méla latka D2: 3-
(2,4-dimethoxyfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril podle log P a podle log K byla
vSak nejnizsi lipofilita naméfena u latky D7: 3-(4-methoxyfenylamino)-pyrazin-2,5-
dikarbonitril.
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7. ZAVER

V ramci diplomové prace bylo ptipraveno 9 dosud nepopsanych sloucenin:
e 3-(3-trifluoromethylfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril (CN1)
e 3-(3,5-dimethoxyfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril (D1)
e 3-(2,4-dimethoxyfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril (D2)
e 3-(2-methoxyfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril (D3)
e 3-(3-methoxyfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril (D4)
e 3-(3-N,N-dimethylaminofenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril (D6)
e 3-(4-methoxyfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril (D7)
e 3-(4-chlorofenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril (D8)
e 3-(4-chloro-3-methylfenylamino)-pyrazin-2,5-dikarbonitril (D9)

Produkty jsou charakterizovany teplotou tani, elementarni analyzou, IC, UV a

NMR spektry. Ptipravené slouceniny byly ureny pro hodnoceni jejich

antimykobakterialni a antifungalni aktivity v podminkach in vitro.
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Vsechny latky byly poslany do USA na testovani antimykobakterialni aktivity a
zatim zname vysledky jen u jedné z nich, CN1. Pro hodnoceni antimykobakterialni
aktivity byl pouzit klasicky kmen Mycobacterium tuberculosis. Latka CN1 m¢la
silny antimykobakteridlni U¢inek, 94% inhibice. Antimykobakteridlni ucinek lze
predpokladat u latek D4 a D6, které maji jediny substituent na arylu v poloze 3, coz
antimykobakteridlni aktivita nelze zatim dojit k Zadnému zavéru, jelikoz zbyvajicich
8 latek je stale v procesu testovani v USA.

Vsechny latky byly testovany na antimykotickou aktivitu. Nejsiln€jsi t¢inek
mély latky CN1 a D7, ostatni latky nemély zddnou vyraznou antifungalni aktivitu,
tudiz nebyl nalezen Zadny vyznamny vztah mezi lipofilitou latek a antimykotickou
aktivitou. Nejcitlivéjs$im kmenem na hodnocené latky byl Trichophyton

mentagrophytes.
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