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1. Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Resitel: Pavlina Niklova

Vedouci diplomové prace: prof. PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Derivaty pyrazinu jako potencialni 1éCiva 1.

Tuberkuléza je celosvétovym zdvaznym problémem, a to pfedev§im z divodu
rychle se rozvijejici rezistence na aktudln€ pouzivana 1é¢iva. V terapii se proto pouzivaji
zasadné v kombinacich, aby se pfedeslo moznym komplikacim z diivodu selhani 1é¢by.
Také se rozviji snaha o vyzkum novych potencidlné uspésnych 1éciv, kterd budou mit
dostate¢nou aktivitu proti Mycobacterium tuberculosis, nejcastéjSimu plivodei tohoto
onemocnéni, a zaroven budou dostatecné bezpecna a tedy vhodna pro pouziti pfi terapii
tuberkulozy.

Na Katedfe farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy je vyzkum jiz dlouhodobé zaméfen na
syntézu novych potencialnich antituberkulotik, pfedev§im derivati pyrazinu.

V ramci této diplomové prace bylo za vyuziti mikrovinné syntézy ptipraveno
celkem pét derivati aminopyrazinu reakci s isokyandty s rizné dlouhymi alkylovymi
fetézci. VSechny ziskané latky byly charakterizovany pomoci teplot tani, elementarni
analyzy, IR spekter a NMR spekter a poté testovany in vitro na antimykobakteridlni,
antibakterialni a antimykotickou aktivitu. Zadna z latek nevykazovala antibakterialni
ani antimykotickou aktivitu. Také pfi testovani na antimykobakteridlni aktivitu se
u vétSiny latek aktivita neprokézala, kromé& N-oktyl-N'-(pyrazin-2-yl)mocoviny, u které

byla minimalni inhibi¢ni koncentrace proti M. tuberculosis a M. kansasii 25 pg/ml.



2. Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Author: Pavlina Niklova

Supervisor: prof. PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D.

Title of diploma thesis: Pyrazine Derivatives as Potential Drugs I.

Tuberculosis is serious global problem especially due to its fast resistance
development to currently used drugs. Therefore drugs used in therapy are only used in
combinations to avoid any possible complications due to treatment failure. In addition,
global research is focused on finding new potentially successful drugs with sufficient
activity against Mycobacterium tuberculosis, main cause of the disease, and acceptable
safety, therefore suitable for use in TBC therapy.

Research conducted at the Department of Pharmaceutical Chemistry and
Pharmaceutical Analysis of Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove, Charles University
is focused on the synthesis of potential new antituberculotics, especially pyrazine
derivatives.

This study deals with the synthesis of five aminopyrazine derivatives by
the reaction of aminopyrazine with different alkyl substituted isocyanates using
microwave reactor. All of the synthesized compounds were characterized by their
melting point, elementar analysis, IR spectra and NMR spectra and then tested in vitro
for their antimycobacterial, antibacterial and antifungal activities. None of the prepared
compounds showed any antibacterial or antifungal activity. Also most of them didn’t
show any antimycobacterial activity with the exception of N-octyl-N'-(pyrazine-
2-yl)urea. Its minimum inhibitory concentration against M. tuberculosis and M. kansasii

was 25 pg/ml.



3. Seznam pouzitych zkratek

ATCC American Type Collection Cultures

ATR technika zeslabeného Uplného odrazu, metoda IR spektrometrie
CCM Ceska sbirka mikroorganismi

CNCTC  Ceské narodni sbirka typovych kultur

CNS centralni nervovy systém

DMSO dimethylsulfoxid

EMA Evropska 1ékové agentura

FaF UK  Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova

FDA Utad pro kontrolu potravin a 16&iv

HIV virus lidské imunitni nedostatecnosti

IR infracervené zafeni

ISBT Informacni systém bacilarni tuberkulozy

logP rozdélovaci koeficient v soustavé n-oktanol/voda
M. Mycobacterium

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

NMR nuklearni magnetické rezonance

RTBC Registr tuberkulozy

TBC tuberkuloza

TLC tenkovrstva chromatografie

UZIs Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR
WHO Svétova zdravotnicka organizace



4. Uvod a cil prace

Svou diplomovou praci jsem vypracovavala na Katedfe farmaceutické chemie
a farmaceutické analyzy. Vyzkum na této katedie je zaméfen mimo jiné na pyrazin
ajeho substituce za ucelem ziskani novych latek predev§im s biologickou aktivitou
proti Mycobacterium tuberculosis, M. avium a M. kansasii. K obménam dochazi bud’
pfimo na pyrazinovém jadru nebo na vedlejSim fetézci. [1-5]

Cilem mé diplomové prace je nejprve provést resersi tykajici se problematiky
tuberkulozy, jeji epidemiologie a soucasnych moznosti 1écby. Dale se zaméfim na
aktudlni situaci ve vyzkumu a klinickém testovani potencidlnich antituberkulotik.
V ramci experimentalni ¢asti mé diplomové prace je cilem nasyntetizovat nékolik

derivatii aminopyrazinu reakci s isokyanaty a otestovat jejich biologickou aktivitu.

N
N NH, o X
- gy
o
* R C/ R\N N N/
H H

X \N/
N

obecné schéma pripravy novych latek
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5. Teoreticka c¢ast

5.1 Tuberkuloza

5.1.1 Zakladni charakteristika

Tuberkuléza (TBC) je infekéni onemocnéni prenasené kapénkovou infekci, které
postihuje pfedevsim plice, nicméné postizeny mohou byt idalsi organy. Typickym
projevem jsou uzliky (tzv. tuberkulomy), odtud také pochazi nazev onemocnéni, ktery
se pouziva od roku 1834. Hlavnim plivodcem je Mycobacterium tuberculosis, déle se

muze jednat o M. bovis nebo M. africanum. [6]

5.1.2 Epidemiologie

TBC je dle WHO devatou nej¢astéjsi pricinou umrti na svété. V roce 2016 se
timto onemocnénim celosvétoveé nakazilo 10,4 milionu lidi azemifelo zhruba
1,6 milionu lidi (z toho 1,3 milionu obéti bylo HIV-negativnich a 374 000 HIV-
pozitivnich). I kdyz ve vyspélych zemich je vyskyt tuberkuldozy pomérné vzacny, jsou
oblasti, kde je TBC neustdle aktudlnim problémem. Mezi oblasti s nejvyssi incidenci

TBC v roce 2016 pattily jihovychodni Asie a Afrika (viz Obr. 1). [7]
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Obr. 1: Odhadovany vyskyt TBC za rok 2016. Prevzato z Global tuberculosis
report, WHO, 2017. [7]
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Ceska republika patfi k zemim s nizkym vyskytem tuberkulézy. Dle UZIS u nas
také jeji incidence dlouhodobé klesa (viz Obr. 2). [8]

V Ceské republice je povinnost hlasit vyskyt onemocnéni do Registru
tuberkulozy (RTBC). Soucésti RTBC je také databaze Informacniho systému bacilarni
tuberkulozy (ISBT), kterda slouzi laboratofim k hlaSeni pozitivnich vysledki
mykobakteriologickych vysetfeni. Vroce 2016 bylo do RTBC nahldSeno celkem
517 ptipadi onemocnéni tuberkuldézou bez rozliSeni jeji formy. Ve vétSiné ptipadi
(86,7 %) se jednalo o formu plicni, u ostatnich pak mimoplicni. Nejvyssi pocet
nemocnych, celkem 105, byl evidovan v Praze, nejnizsi pak v Jihoceském kraji. Mezi
nakazenymi bylo vice muzii nez zen, témét 70 % ptipadu. [8, 9]

Vyvoj poétu hlaSenych onemocnéni TBC

na 100 000 obyvatel
Trend of notified cases of T8 per 100 000 inhabitants
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Obr. 2: Vyvoj poctu hlasenych onemocnéni TBC na 100 000 obyvatel. Prevzato
z Tuberkuléza a respiracni nemoci, UZIS, 2014. [10]

5.1.3 Pivodce onemocnéni

Hlavnim ptivodcem onemocnéni je Mycobacterium tuberculosis, ale v menSim
poctu piipadi maze byt TBC zplsobeno infekci Mycobacterium bovis, popf.
Mycobacterium africanum. [11] Jednd se o aerobni tyCinky s velmi lipofilni
membranou, jejiz hlavni slozkou je mykolova kyselina. [12] Tato silnd lipofilita je
pfi¢inou acidorezistence, alkalirezistence a alkoholrezistence a také vysoké odolnosti
M. tuberculosis vici nepiizni okolniho prostiedi. [13] Toto je nutno vzit v ivahu pii

vyzkumu novych latek jako moznych antituberkulotik.
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5.1.4 Klinicky obraz

Rozlisuji se dva zékladni typy tuberkul6zy - primdrni a postprimarni. Primarni
TBC nastava po prvnim kontaktu ¢lovéka s pivodcem onemocnéni, nejcastéji k tomuto
dochazi v détském veéku. Po nakazeni dochazi ke zvétSeni lymfatickych uzlin a vzniku
zanétlivého plicniho loziska, coz se oznacuje jako tzv. Ghonlv fokus. Primarni
tuberkuloza je vétSinou asymptomatickd, pacient se pouze citi unavené, mize mit
zvysenou teplotu a projevy nechutenstvi. [13]

Jako postprimarni TBC se oznaCuje sekundarni infekce u osob, které se
s onemocnénim jiz dfive setkaly. Pivodem onemocnéni je tentokrat bud’ opétovna
exogenni nakaza nebo reaktivace primarni TBC. U postprimarni TBC jsou typicky
postiZzeny plice. Mezi symptomy miiZe patfit inava, nechutenstvi a subfebrilie. Typicky

ptipadech miZze nastat az hemoptyza. [13]

5.1.5 Diagnostika

Zakladni diagnostickou metodou u TBC je rentgenové vysetieni plic. Typickym
nalezem jsou tuberkuldzni loZiska, dale miiZze byt ptfitomna fibréza nebo zvétSené
nitrohrudni uzliny. Samotny rentgen nicméné nedokazuje jednoznacnou pfitomnost
TBC, protoze podobny ndlez miize byt iu dalSich onemocnéni (napft. histoplazmdza,
kryptokokoéza, kokcidiomykoza a dalsi). Je proto potieba doplnit jej dalSim vySetienim,
napiiklad kultivaci. Zakladnim materidlem pro kultivaci je sputum, jako vzorek lze také
pouzit vyplach z bronchu nebo tekutinu ziskanou bronchoalveolarni lavazi. Dale je
mozno vyuzit mikroskopické vySetteni, kdy se pouZije specialni metoda barveni na

acidorezistentni tycky, tzv. metoda Ziehl-Neelsen, nebo fluorescenéni barveni. [13, 14]

5.1.6 Prevence onemocnéni a vakcinace

TBC je nejcastéji prenaseno inhalaci, méné Casty zplsob pienosu je pfimy
kontakt s nemocnym pacientem nebo pozieni infikovanych potravin. Jako zakladni
prevence onemocnéni je tedy doporu¢ovano dodrzovani hygienickych zasad. [11] Dalsi
moznosti prevence je vakcinace proti TBC. K ofkovani se pouziva tzv. BCG-vakcina
(bacille Calmette-Guérin), ktera obsahuje oslabenou bakterii M. bovis. Uginnost této
vakciny je vSak zhruba 80 %, proto proti onemocnéni plné€ neochrani. [15]

V Ceské republice bylo o¢kovani povinné do 1. listopadu 2010, kdy byla

%

novelizovana vyhlaSka ¢. 537/2006 Sb., o ockovani proti infekénim nemocem.
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Od tohoto data se v CR o¢kuji pouze déti, které spadaji do rizikovych skupin uvedenych
v priloze této vyhlasky. [16, 17]

5.2 Lécba tuberkulézy

Piivodce TBC M. tuberculosis byl objeven v roce 1882 némeckym Iékafem
Robertem Kochem a brzy poté nasledoval rozvoj vyzkumu latek, které by byly u¢inné
v boji proti této mykobakterii. Mezi prvni zkouSené latky patfila chemicka barviva
a antiseptika, nasledovaly silice atézké kovy, vSechny ale bez vyraznéjsiho
antituberkulotického ucinku. [18]

Prvni synteticky pfipravenou skupinou latek s antituberkulotickym u¢inkem byly
sulfony. Nejvyznamnégj$im zastupcem je dapson (4,4'-diaminodifenylsulfon), ktery se

dodnes pouziva v 1écbé lepry, i kdyz ma aktivitu také proti M. tuberculosis. [18]

N\~

dapson
Mezi dal§i vyznamné objevy patfi zjiSténi aktivity u plivodné meziprodukt
ptipravy dapsonu — thiosemikarbazonli (napt. thioacetazon) a hydrazidu isonikotinové

kyseliny isoniazidu, ktery se dodnes pouziva jako jedno ze zakladnich 1éCiv v terapii

TBC. [18]
H
N
Y \@\/ S
| L
P \H NH,

thioacetazon
Jako dalsi se vyvijely latky mifené specificky na metabolismus mykobakterii.
Piikladem miiZe byt p-aminosalicylova kyselina, kterd blokuje dihydrofolatreduktasu
a tim ovlivituje metabolické pochody u mykobakterii. Ta se ale v sou€asnosti nepouziva

Casto, byva spiSe lékem druhé volby pfi rezistenci na antituberkulotika prvni volby.
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Dal8imi objevenymi latkami byly dodnes pouZzivany pyrazinovy analog nikotinamidu
pyrazinamid a pyridinové derivaty typu thioamidl ethionamid a protionamid, které dnes

slouzi jako 1é¢iva druhé volby. [18]

COOH
N R
OH =
\
NH; S NH,
kyselina p-aminosalicylova ethionamid (R=ethyl)

protionamid (R=propyl)

Mezi dalsi vyznamné latky, které se v terapii pouzivaji dodnes, patii latka typu
aminoalkoholu ethambutol, ansamycinové antibiotikum rifampicin ajeho derivaty
rifabutin, rifapentin arifalazil. Antituberkuloticky ucinek byl objeven i u nékterych
dalsich antibiotik, jako napfiklad aminoglykosid streptomycin nebo fluorované

chinolony ciprofloxacin a ofloxacin. [18]

H3C\ CHy
N /\ N/\ O/Y
K/ N N k/ N N
|
F COOH F COOH
o) o
ciprofloxacin ofloxacin

Terapie tuberkulozy v soucasnosti zahrnuje kombinaci vice latek, aby se zajistila
ucinnost 1écby apfedeslo se moZznému selhani 1éCby zapfi€inénému rezistenci
mykobakterii na pouZzita antituberkulotika. Lécba je dlouhodobd, trvd minimalné Sest
mésict. Prvni dva mésice se obvykle podava ¢tytkombinace antituberkulotik (isoniazid,
rifampicin, ethambutol a pyrazinamid) a Iécba probiha v ustavni péci. Poté nésleduje
pokracovaci terapie po dobu minimalné ¢ty mésicu, ale miize byt i delsi dle vyvoje
onemocnéni a U€innosti 1é€by u pacienta. Tato faze 1écby miiZze probihat i v ambulantni
péci a zahrnuje obvykle dvojkombinaci latek, pfipadné ve vyjimecnych piipadech

1 trojkombinaci (relaps onemocnéni, selhani diivejsi terapie). [13]
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Zavaznym problémem pifi terapii TBC je rezistence mykobakterii vuci
stavajicim antituberkulotiklim, pfedevs§im téch prvni volby. Pro tyto pfipady jsou
vyhrazena léc¢iva druhé volby. Jako multirezistentni (MDR-TBC) oznacujeme
tuberkulozu, pokud je jeji pavodce rezistentni vici alesponn dvéma Ié¢iviim prvni linie
rezistentni tuberkuléza (XDR-TBC), kdy jsou mykobakterie krom¢ isoniazidu
a rifampicinu odolné také viici dalsim minimalné tfem 1éciviim z druhé linie — tedy vici
kyseliné p-aminosalicylové, aminoglykosidim, polypeptidim, fluorochinolontim nebo

thioamidim. [11]
5.2.1 Antituberkulotika 1. volby

5.2.1.1 Pyrazinamid

Pyrazinamid se s vyhodou podéva béhem prvnich dvou az tii mésict 1éCby,
protoze zkracuje dobu 1écby a také snizuje pravdépodobnost recidivy. Pouziva se pouze
v kombinacich s ostatnimi 1éCivy, protoZe si na n€¢j mykobakterie vytvari velmi rychle
rezistenci. Mechanismus jeho piisobeni je nejisty, predpoklada se nékolik moznych cilt
jeho pusobeni. Pyrazinamid piestupuje pfes membranu a v cytoplazmé se preménuje na
aktivni formu, pyrazin-2-karboxylovou kyselinu, kterda poté nejspi§ zplsobuje
acidifikaci cytoplazmy. Kromé toho se také vaZe na ribozomalni protein a inhibuje
trans-translaci. DalSim moZnym mistem pulsobeni pyrazinamidu je syntéza mastnych
hepatotoxicita asnizeni vyluovani kyseliny mocové, ztéchto divodi je tedy
kontraindikovéan u pacientli se zdvaznym poSkozenim jater a s akutni dnou. [19, 20]

Vzhledem kuspéchu pyrazinamidu v I1é€bé velice brzy po jeho objevu
nasledovaly snahy o vytvoreni aktivni jemu podobné latky. Nahrada pyrazinového jadra
jinym heteroaromatickym kruhem se neprojevila uspéSn€, nicméné substituce
puvodniho jadra pfinesla vysledky. V soucasné dobé se na FaF UK zkouma vliv

riznych substituci pyrazinu na jeho antimykobakterialni aktivitu. [18]

NH»
N
X o
=
N
pyrazinamid
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5.2.1.2 Isoniazid

Isoniazid  (hydrazid  pyridin-4-karboxylové  kyseliny) je  jednou
z nejvyznamnéjSich antituberkulotickych latek, pouziva se témét ve vSech lécebnych
rezimech v kombinaci s ostatnimi. Kromé 1é¢by se pouziva také jako prevence u osob,
které se mykobakteriemi nakazily, ale neprojevila se u nich tuberkuldza. Dal$i moznosti
pouziti je profylaxe u osob, které se dostaly do kontaktu s infikovanym pacientem, ale
snazime se zabranit nakaze ptivodcem onemocnéni. [19]

Pro jeho ucCinek je nezbytnd pfeména na ucinnou formu, kyselinu
isonikotinovou. Ta poté pisobi na koenzym NAD atim zpisobuje inhibici syntézy
kyseliny mykolové, kterd je soucasti bunécné stény mykobakterii. Hlavni nezadouci
ucinky isoniazidu jsou projevy poskozeni centrdlniho nervového systému, tedy
pfevazné zéavraté, bolesti hlavy, svalové zaSkuby a parestezie. Témto potizim se
predchazi soucasnou suplementaci vitaminu Bs. Krom& CNS isoniazid poskozuje také
jatra, toto riziko je zvySené upomalych acetylatori, u kterych se jeho metabolity
hepatotoxicity je tedy kontraindikovdn  upacientd s akutnim  jaternim
onemocnénim. [19]

Isoniazid byl uz dfive centrem zajmu pii vyzkumu novych moznosti 1éCby,
nicméné se nepovedlo objevit jiny jeho u¢inny derivat. K budoucimu vyzkumu ale jisté
pfispéla 1 zjisténi, Ze zdména pyridinového jadra nebo jeho substituce nema Zadny
pfinos, stejné tak 1 ptiprava derivatl jinych pyridinkarboxylovych kyselin. Bez uspéchu
byla také zdména hydrazidové skupiny, i1kdyz jeji substituce pfinesla u€inny derivat
iproniazid, ktery ma kromé& antimykobakteridlniho U¢inku také schopnost inhibovat
monoaminooxidasu a tim snizovat deprese. [ 18]

N

X

Z

) NH

NH,

isoniazid

17



5.2.1.3 Rifampicin

Rifampicin patii mezi ansamycinovd antibiotika, je zastupcem skupiny
rifamycinti, jejichz spoleénym znakem je naftalenové jadro jako zaklad struktury.
Rifampicin je z této skupiny latek nejpouzivanéjsi, mezi dalsi pouzivana léciva patii
napiiklad rifabutin a rifapentin, nicméné mezi vSemi témito latkami existuje zkiizena
rezistence, neni je tedy mozné pouzit pfi vyskytu rezistence na jednu z nich. Vyuziti
vSech téchto latek je predevsim v terapii TBC, i1 kdyz spektrum jejich plisobeni je Sirsi.
Rifampicin ptsobi baktericidné na grampozitivni i gramnegativni bakterie, chlamydie,
rickettsie a nékteré anaerobni bakterie. [18]

Mechanismem jeho ucinku je blokada syntézy bakteridlni RNA pies inhibici
DNA-dependentni RNA-polymerasy. Mezi cast¢ nezddouci UCinky terapie
rifampicinem patii hepatotoxicita (spiSe leh¢i forma, tézké poSkozeni jater je
vyjimecné), poruchy CNS, kozni reakce a poruchy zazivani. Pro 1écbu rifamyciny je
také typické Zlutocervené zbarveni exkretlh — moci, potu, sputa, slin a slz. [19]

rifampicin

5.2.1.4 Ethambutol

Ethambutol je bakteriostaticky plisobici antituberkulotikum ze skupiny derivata
ethylendiaminu. Bylo zji§téno, ze jeho jedinou aktivni formou je S,S-(+)-izomer,
protoze levoto€ivy izomer je vi¢i mykobakteriim nel¢inny a stereoizomery jsou
dokonce toxické. V rdmci vyzkumu novych antituberkulotik byla také snaha o objeveni
ucinnych derivatii ethambutolu, nicméné bez vétsiho tspéchu. Testovala se substituce
postranniho ethylu za aromaticky substituent nebo methoxy- ¢i ethoxyskupinu, zadny

tento derivat ale nemél vétsi aktivitu. [18]
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Ethambutol plsobi na syntézu bunééné stény mykobakterii, naruSuje jeji
celistvost. Pouziva se pouze v kombinaci s ostatnimi antituberkulotiky, a to ptfedevSim
tehdy, vyskytla-li se rezistence na ostatni 1é¢iva. Nezadouci uCinky se u n€j neobjevuji
Casto, ale mohou nastat alergické reakce, leukopenie, poskozeni ledvin, zachvaty dny
v dtsledku snizeného vyluCovani kyseliny mocové nebo poruchy zraku (poruchy

ostrosti vidéni, omezeni zorného pole a poruchy barvocitu). [19]
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5.2.1.5 Streptomycin

Streptomycin je dal$im antituberkulotikem patiicim mezi antibiotika, pfesnéji
aminoglykosidy. Je pfirodniho plvodu, produkuji jej aktinomycety Streptomyces
griseus. Nepatii mezi zdkladni terapeutické kombinace, pouzivéd se jako doplikové
lé¢ivo do kombinaci, obfas také byva fazen mezi antituberkulotika druhé volby.
M. tuberculosis si na néj navic rychle vytvaii rezistenci, neni proto vhodné aplikovat jej
v monoterapii. Streptomycin plsobi baktericidné, mistem jeho G¢inku je proteosyntéza
bakterii. Ve vysSich koncentracich vyvolava syntézu falesSnych bilkovin, které
po vestavéni do membrany bakterie naruSuji jeji propustnost. NejzavaznéjSim
nezadoucim Uc¢inkem je ototoxicita. Dochézi k postiZzeni vestibularniho i1 kochlearniho
aparatu, coz je zpusobeno poskozenim nervus acusticus. Vysledkem mohou byt
nejriuznéjsi sluchové vjemy (huceni, Selesty) az uplnd hluchota. Toto poskozeni je

bohuzel ireverzibilni. Dal§im zdvaznym nezadoucim tc¢inkem je nefrotoxicita. [18, 19]

HO

H O//, 0,

OH
HO
anntllIN

NH,

OH HoN

Streptomycin

19



5.2.2 Antituberkulotika 2. linie

Tato 1éCiva se pouzivaji predevSim pii rezistenci na antituberkulotika prvni
volby.

Kyselina p-aminosalicylova je jednou z nejstarSich latek pouzivanych v terapii
TBC. V soucasnosti se ve vyspélych zemich pouziva jen minimalné. [14, 18]

Protionamid a ethionamid jsou thioamidy isonikotinové kyseliny. Plsobi na
syntézu mykolové kyseliny, ¢imz poskozuji stavbu bunécné stény mykobakterii.
Pouzivaji se pouze jako 1éCiva druhé volby kviili vysoké toxicité arychlému vyvoji
rezistence. [14, 18]

Z dalsich antibiotik pouzivanych vI1écbé TBC zde mlzeme jmenovat
aminoglykosidy kanamycin ajeho polosynteticky derivat amikacin, fluorochinolony

ciprofloxacin a ofloxacin a makrolid klarithromycin. [14, 18]

5.2.3 Vyvoj novych léciv

Pfi terapii tuberkuldzy je jednim z nejvétsich problémtim Casty vyskyt rezistence
na jiz existujici 1é€iva, vyvoj novych antituberkulotik je tedy celosvétoveé velmi aktudlni
a potiebny. Cilem vyzkumu je pfedevSim objeveni latek, které budou vykazovat
vysokou aktivitu a zdroven si udrzi pomérné nizkou toxicitu na lidsky organismus.
Aktualné jsou v ruznych fazich klinickych studii 1é¢iva, u kterych byl zjistén potencial
pro budouci vyuziti v terapii.

V ramci celého svéta funguje sdruzeni The Stop TB Partnership, které spojuje
pies 100 zemi s cilem spole¢ného boje proti TBC. Jednou z pracovnich skupin tohoto
sdruzeni je také The Working Group on New TB Drugs (NTBD), jejimz cilem je
celosvétové vést a organizovat pravé vyvoj novych ucinnych a bezpecnych
antituberkulotik. Diky této skupin¢ byl také vytvofen piehled aktudln¢ zkoumanych
latek (viz Tab. 1). [21]
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Tab. 1: Prehled latek v soucasném vyzkumu. Prevzato z The Working Group on New

Drugs. [22]

Preklinické testovani Faze 1 Faze 2 Faze 3
makozinon (PBTZ-169) makozinon (PBTZ-169)
BTZ 043 . ) bedachilin
iM4TB (svét) Nearmedic Plus (Rusko)
TBAJ-587 TBI-166 SQ109 delamanid
delpazolid
TBI-223 OPC-167832
(LCB01-0371)
spektinamid 1810 TBA-7371 sutezolid
CPZEN-45 Q203
SPR-720 GSK-656 (GSK 070)
TB-47
DC-159a
GSK-286

pozn.: obé léciva uvedena ve fazi 3 jsou aktudlné registrovana a uzivana v terapii TBC,
v treti fazi klinického hodnoceni jsou podrobnéjsi studie predevsim na jejich kombinace

s ostatnimi latkami

5.2.3.1 Bedachilin

Bedachilin patfi mezi diarylchinoliny. Na mykobakterie plisobi baktericidné
inhibici ATP-syntasy. Rezistenci na n¢j si mykobakterie vyviji pfes mutaci genu atpE,
ktery se podili na kédovani ATP-syntasy. Tato rezistence ale neni zkiiZena s ostatnimi
antituberkulotiky kromé klofaziminu. [23]

Mezi hlavni nezadouci uCinky bedachilinu patii nevolnost, bolest kloubt
a hlavy, poskozeni jater a prodlouzeni QT intervalu. Kvilli poslednimu nezddoucimu
ucinku by se tedy nemél kombinovat s ostatnimi latkami prodluzujicimi QT interval
(z antituberkulotik tedy napiiklad s klofaziminem, delamanidem a fluorochinolony,
predevsim moxifloxacinem). [23]

K terapii MDR-TBC byl oficialné schvalen nejprve FDA v prosinci 2012
a v bieznu 2014 jej schvalila také EMA. [23] Nedavno byly provedeny testy na jeho
kyanoderivatech a bylo zjisténo, Ze je zachovana podobna Ucinnost, ale podstatné se
sniZila lipofilita, coZ by mohlo vést ke sniZeni nezadoucich Uc¢inka. [24] Byly takeé
nasyntetizovany derivaty, u kterych doSlo k zadméné fenylu za monocyklické

heterocykly, nedoslo ale ke zvySeni antimykobakteridlni aktivity. [25]
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bedachilin

5.2.3.2 Delamanid

Delamanid se chemicky fadi do skupiny nitrodihydroimidazooxazold. Je to
proléc¢ivo, po preméné na aktivni formu inhibuje syntézu mykolové kyseliny a tim
je prodlouzeni QT intervalu a je tedy nevhodny do kombinace s klofaziminem,
bedachilinem a fluorochinolony, jak bylo zminéno vyse. [23]

Delamanid je dalSim novym lékem, ktery EMA schvilila k 1écbé MDR-TBC,
a to v listopadu 2013. [26]

OCF;

delamanid

5.2.3.3 Pretomanid (PA-824)

Pretomanid patfi mezi nitroimidazoly a je obdobné¢ jako delamanid také
prolécivem. Jeho mechanismus ucinku je odliSny za aerobnich a anaerobnich podminek.
V aerobnim prostiedi (spiSe perzistentni nemnozici se bakterie) piisobi podobné jako

isoniazid, tedy inhibuje syntézu mykolové kyseliny. V anaerobnim prosttedi (aktivni
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mnozici se bakterie) se pii pfeméné na aktivni formu uvolnuji dusikaté plyny, dochazi
k poklesu ATP a tim k usmrceni mikroorganismda. [23]

Pretomanid vykazuje téméf stejnou aktivitu v pocatecnich stadiich 1€¢by jako jiz
vyse zminény delamanid. [27] Momentalné se nachazi v tteti fazi klinického testovani

v kombinaci s bedachilinem a linezolidem. [28]

0]

OCF,

pretomanid (PA-824)

5.2.3.4 Linezolid

Linezolid je latkou ze skupiny oxazolidindiond. Cela tato skupina méa obdobny
mechanismus U¢inku, a to inhibici mykobakteridlni proteosyntézy. Linezolid je sice
ucinny na mykobakterie, nicméné vykazuje zavazné¢ nezadouci Uc¢inky, jako naptiklad
periferni neuropatii a myelosupresi, a to pfedevs§im pfi dlouhodobém podéavani. [29]

Jeho vyhodou je nizky vyskyt rezistence. Ta se objevila jen velmi vzacné a aZ po
delSim uzivani. [27] Byla provedena studie, ktera méla za cil odhalit idedlni davku pro
zachovani dostatecné t€innosti a zaroven minimalizaci nezddoucich ucinki. Vysledkem
byla zjisténd doporucend denni davka 300 mg linezolidu, nicméné pii téchto nizsich

davkach se zvysuje riziko vzniku rezistence. [30]

0]
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5.2.3.5 Sutezolid

Sutezolid je derivat linezolidu a byl vyvinut se zdmérem ziskat latku s vyssi
aktivitou a niz§i toxicitou, nez vykazuje pravé linezolid. [23] Ve srovnani s nim je
u sutezolidu MIC 3,2x nizsi. [31] Stejné¢ jako u ostatnich oxazolidindionti je jeho
mechanismem u¢inku inhibice proteosyntézy mykobakterii. [32]

U sutezolidu probéhla druha faze klinického testovani. Z této studie vyplyva, ze
po podani nedochazi k porucham krvetvorby ani prodlouzeni QT intervalu. Jednim
zprojevi nezadoucich UCinki bylo zvySeni alaninaminotransferas (ALT)

a aspartataminotransferas (AST), sutezolid tedy vykazuje moznou hepatotoxicitu. [32]

@

NH

sutezolid

5.2.3.6 Posizolid (AZD5847)

Také posizolid se fadi mezi oxazolidindiony a jeho mechanismem u¢inku je tedy
inhibice proteosyntézy. Ve srovnani s linezolidem vykazuje vys$§i mykobakteridlni
aktivitu, jeho doposud zjiSt€énym castym nezaddoucim Uc¢inkem je piredevSim nevolnost.
Momentalné se nachazi v druhé fazi klinického testovani. [23]
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5.2.3.780109

SQ109 je strukturalné podobny ethambutolu, je to derivat 1,2-ethylendiaminu.
Ma ale casteCné odliSny mechanismus uc¢inku, i kdyz cilem jeho ptisobeni je také
mykobakteridlni bunécna sténa. I ptes strukturalni podobnost ale SQ109 piisobi i na
mykobakterie, které jsou viici ethambutolu rezistentni. [23]

Béhem klinické studie bylo zjisténo, ze pfi kombinaci s rifampicinem je potieba
podavat vyssi davky SQ109. Rifampicin totiz plisobi jako induktor CYP2C19, ktery se
podili na metabolizaci SQ109, a tim dochazi k rychlejSimu odbouravani Iéciva

z organismu. [33]

O

S0109

5.2.3.8 BTZ043

BTZ043 je jedna z nejslibnéjsich latek ze skupiny benzothiazin, piisobi 1 na
mykobakterie rezistentni na antituberkulotika prvni volby. Inhibuje syntézu
dekaprenylfosfoarabinosy, kterd je pro mykobakterie nezbytnd pro stavbu bunétné
stény. Byla provedena klinické studie na kombinaci BTZ043 s dal§imi antituberkulotiky
a bylo zjisténo, Ze mezi nimi nedochazi k nezddoucim interakcim, naopak dochézi

k jejich synergickému puisobeni. [29]
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5.2.3.9 Fluorochinolony (moxifloxacin, gatifloxacin)

Nektera 1é¢iva ze skupiny fluorochinolont (ciprofloxacin, ofloxacin) se
v soucasnosti pouzivaji jako antituberkulotika druhé volby. U dalsSich latek se zkouma
jejich ucinnost na Mycobacterium tuberculosis a vhodnost pii terapii TBC. [27]
U moxifloxacinu a gatifloxacinu se projevila vyssi aktivita nez u jiz pouzivanych
fluorochinolont. [31]

Béhem studie, kdy se moxifloxacin podaval v kombinaci s bedachilinem,
pretomanidem a pyrazinamidem, bylo zjisténo, ze hlavnim pfinosem moxifloxacinu je
sniZeni rizika relapsu onemocnéni. [34]

Z dalsich studii vyplynulo, ze moxifloxacin je vhodny jako 1é¢ivo druhé volby
spole¢né s jiz uzivanymi fluorochinolony. [35] Také bylo zjiSténo, Ze 1 kdyz maji
moxifloxacin a gatifloxacin nejsilnéjsi aktivitu na pocatku 1écby, neni vhodné je

pouzivat ve zkraceném lécebném rezimu. [36]
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5.2.3.10 SQ609

Jednd se o derivat hydroxydipiperidinu, u kterého byla objevena
antimykobakteridlni aktivita pii testovani vétsi skupiny latek obsahujicich ve své
struktute dipiperidin. [31, 37] Diky své vysoké aktivit¢ je vhodnym kandidadtem pro
dalsi vyzkum. [31]
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5.2.3.11 Klofazimin

Klofazimin patii do skupiny riminofenazin a byl piivodné¢ vyvinut pro 1écbu
TBC, pouziva se ale spiSe v terapii lepry. [29, 38] Pro jeho Castéjsi pouziti v 1€Cbé je ale
piekazkou dlouhy biologicky polocas a vysoka kumulace v tukové tkani. [39]

Jeho mechanismus ucinku nebyl piesné vysvétlen, ale predpoklada se ptisobeni
na bunéénou membranu. Aktudlné se zkouma moznost jeho vyuziti v 1écbé infekci

zpusobenych netuberkul6znimi mykobakteriemi. [38]
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5.2.3.12 Makozinon (PBTZ-169)
Makozinon se fadi mezi benzothiaziny, ve své struktufe navic obsahuje

navazany piperazin. Byl vyvinut jako derivat BTZ043 a bylo zjiSténo, Ze ma vyssi

vewr

kombinaci naptiklad s bedachilinem nebo klofaziminem, kdy vykazuje synergické

pusobeni. [40, 41]
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5.2.3.13 Delpazolid (LCB01-0371)

Delpazolid je dalsim lé¢ivem ze skupiny oxazolidindiond. Plisobi na vétSinu
gram-pozitivnich  mikroorganismii, mechanismem jeho uUCinku je inhibice
proteosyntézy. [42] Byla provedena studie na potvrzeni nebo vyvraceni podezieni na

myelosupresi jako mozného nezadouciho ucinku. U zdravych jedinci se tento jev

LA

~N

neprojevil. [43]
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5.2.3.14 Dalsi moznosti lécby

Kromé¢ vyzkumu novych latek, ktery je pomérné casové narocny, jsou moznym
zdrojem novych lé¢iv na TBC také jiz existujici latky, které se pouzivaji v jinych
indikacich, ale projevily také urcitou aktivitu proti M. tuberculosis (viz Tab. 2). Tato
lé¢iva se mohou sama stat novymi antituberkulotiky nebo miiZe dojit k jejich strukturni

upravé za Ucelem vylepSeni jejich aktivity nebo bezpecnosti. [44]

Tab. 2: Prehled léciv s antimykobakteridlni aktivitou

S nazev latk in vitro AL
skupina Y aktivita
aktivita MIC
(ng/ml)
fenothiazin thioridazin + 2,5 +
nitroimidazol | metronidazol +/- -
' doxycyklin - 864
tetracyklin : :
tigecyklin +/- 2,5 +
sulthydryl disulfiram + 8 +
sulfonamid | kotrimoxazol + 1/19
+ latka ma antimykobakterialni aktivitu

- latka nema antimykobakteridlni aktivitu
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6. Experimentalni ¢ast

6.1 Pristroje a chemikalie

Pouzité chemikalie byly produkty firmy Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko).

K pribéhu reakce byl pouzit CDM Discover mikrovinny reaktor s fokusovanym
polem (CEM Corporation, Matthews, NC, USA) spojeny s autosamplerem Explorer 24
(CEM Corporation, Matthews, NC, USA), opatfeny pro nastaveni a monitorovani
reakcénich podminek softwarem Synergy™ (version 1.38).

K ptecisténi produktl byl pouzit preparativni flash chromatograt CombiFlash®
Rf (Teledyne Isco Inc., Lincoln, NE, USA), béhem gradientové eluce byla pouzivana
jako mobilni fize smés rozpoustédel hexanu (LachNer, Neratovice, Ceska republika)
a ethyl-acetatu (Penta, Praha, Ceska republika) ajako stacionarni fize byl pouzit
silikagel (0.040—0.063 nm, Merck, Némecko).

Cistota produktii byla testovana pomoci TLC, pouzity byly desky TLC Silica gel
(60 F254, Merck, Darmstadt, Némecko) s UV detekcei o vinové délce 254 nm.

'H-NMR a "C-NMR spektra byla méfena v DMSO-d6 pomoci spektrometru
Varian VNMR S500 (499.87 MHz pro 'H a 125.71 MHz pro "°C; Varian Corporation,
Palo Alto, CA, USA), chemické posuny jsou uvadény v jednotkach ppm (8) ajsou
vztaZzeny nepiimo k tetramethylsilanu. Méfeni provadél doc. PharmDr. Jifi Kunes, CSc.
na Katedie organické a bioorganické chemie FaF UK.

IR spektra byla méfena pomoci spektrometru FT-IR Nicolet 6700 (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) za pomoci ATR (attenuated total reflectance) na
krystalu germania.

Elementarni analyza byla méfena na pfistroji Micro Cube Elemental Analyzer
(Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Némecko).

Teploty tani byly stanoveny pomoci bodotdvku SMP3 Stuart Scientific (Bibby
Sterling Ltd., Staffordshire, Velka Britanie), uvadéné teploty tani jsou nekorigované.

Chemické vzorce byly vytvoteny pomoci programu ChemDraw verze 16.0
(PerkinElmer Informatics, Waltham, Massachusetts, USA).

Teoreticka hodnota lipofility logP byla vypocitdna pomoci programu

CS ChemBioDraw Ultra (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).
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6.2 Uvod do experimentalni ¢asti a obecny postup piipravy

antivirovy a antimikrobialni Uinek. [45] V dfive vydaném patentu je uvedeno, Ze
alkylové derivaty mocCoviny maji protizanétlivy ucinek [46], je tedy mozné, ze diky
vhodné substituci by i alkylové derivaty mohly pilisobit proti mikroorganismim,
obdobn¢ jako vyse zminéné arylové derivaty.

Pro syntézu latek v této diplomové praci byl pfevzat a upraven reakéni postup
z uvedeného patentu. V ném byla popsana reakce aminopyrazinu s ethylisokyanatem za
nékolikahodinového michani. [46] Pro naSi syntézu se jako uspésné ukazalo vyuziti
mikrovlnné syntézy, protoze doslo k nékolikanasobnému zkraceni reakéniho ¢asu.

Pro ptipravu latek byly do reakéni zkumavky navazeny 2 mmol aminopyrazinu
a 2 mmol daného isokyanatu a jako rozpoustédlo byly pfidany 3 ml hexanu. Poté se do
zkumavky vlozilo michadlo a reakéni zkumavka se umistila do mikrovinného reaktoru
(reakéni podminky: teplota 120 °C, reakéni ¢as 1 hodina, vykon 80 W). Pribéh reakce
byl testovan pomoci TLC s pouzitim smési hexan/ethyl-acetdit v poméru 1:3 jako
mobilni faze. Produkt byl nasledn¢ naadsorbovan na silikagel a preciStén na
automatickém flash chromatografu za pouZiti gradientové eluce 20—100 % ethyl-acetatu
v hexanu. Cistota latky po flash chromatografii byla ovéfena pomoci TLC (mobilni faze
viz vySe) a pokud bylo nadale potieba produkt piecistit, byla pouZita rekrystalizace ze
smési ethanolu a vody.

Vysledny produkt byl charakterizovan pomoci NMR spekter, IR spekter, teploty

tani a elementarni analyzy.
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obecné schéma pripravy novych latek
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6.3 Prrehled nové pripravenych sloucenin a jejich vlastnosti

6.3.1 N-propyl-N'-(pyrazin-2-yl)mocovina
N
o) | X
N N N
H H

svétle zluta krystalicka latka

Vzhled:

Sumarni vzorec:
CsH1oN4O
Molekulova hmotnost:
180,21 g/mol
Teplota tani:
104,6-107,1 °C
Vytéznost reakce:
36 %
Elementarni analyza (%):
vypocCitana  C, 53.32; H, 6.71; N, 31.09
nalezena C, 53.68; H, 6.72; N, 30.89
logP:
—0,28
IR spektrum (ATR-Ge, cm™):
3274 (-NH-), 2693 (-CH,-), 1694 (-C=0), 1586, 1536, 1499 (arom.)
"H NMR:
(CDCl3) 6 10.19 (s, 1H, urea), 8.90 (s, 1H, urea), 8.44 (d, J=1.4 Hz, 1H,
pyrazin), 8.14-8.04 (m, 2H, pyrazin), 3.44-3.33 (m, 2H, -CH;,-), 1.70—-1.61 (m,
2H, -CH»-), 0.99 (t, /=7.4 Hz, 3H, -CH3)
BC NMR:
(CDCl3) & 154.5, 153, 139.5, 137.3, 136.1, 41.3, 22.7, 10.9
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6.3.2 N-butyl-N'-(pyrazin-2-yl)mocovina

o) X

N )J\ Z
N N
Vzhled:
svétle zlutd az nahnédla krystalicka latka
Sumarni vzorec:
CoH14N4O
Molekulova hmotnost:
194,24 g/mol
Teplota tani:
107,8-108,5 °C
Vytéznost reakce:
29 %
Elementarni analyza (%):
vypoCitana  C, 55.65; H, 7.27; N, 28.85
nalezena C,55.34; H,7.21; N, 28.31
logP:
0,13
IR spektrum (ATR-Ge, cm™):
3276 (-NH-), 2953 (-CH,-), 1688 (-C=0), 1600, 1553, 1502 (arom.)
"H NMR:
(CDCl3) 6 10.16 (s, 1H, urea), 8.91 (s, 1H, urea), 8.42 (d, J=1.5 Hz, 1H,
pyrazin), 8.14-8.04 (m, 2H, pyrazin), 3.45-3.37 (m, 2H, -CH;-), 1.66—1.57 (m,
2H, -CHy-), 1.53—-1.33 (m, 2H, -CH,-), 0.97 (t, J/=7.4 Hz, 3H, -CH3)
BC NMR:
(CDCl3) 8 156.2, 145, 139.3, 136.4, 136.3, 39.7, 31.9, 20.1,13.8
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6.3.3 N-pentyl-N'-(pyrazin-2-yl)mocovina

o) X

\/\/\)k &

H H
Vzhled:
zluté krystalicka latka
Sumarni vzorec:
CioH16N4O
Molekulova hmotnost:
208,27 g/mol
Teplota tani:
108-110 °C
Vytéznost reakce:
51%
Elementarni analyza (%):
vypocCitana  C, 57.67; H, 7.74; N, 26.91
nalezena C, 58.78; H, 7.95; N, 26.62
logP:
0,55
IR spektrum (ATR-Ge, cm™):
3258 (-NH-), 2955 (-CH;-), 1686 (-C=0), 1618, 1599, 1501 (arom.)
"H NMR:
(CDCl3) & 10.19 (s, 1H, urea), 8.90 (s, 1H, urea), 8.43 (d, J=8.2 Hz, 1H,
pyrazin), 8.13—-8.04 (m, 2H, pyrazin), 3.44-3.36 (m, 2H, -CH;-), 1.44—-1.31 (m,
6H, -Cs;He-), 0.92 (t, 3H, -CH3)
BC NMR:
(CDCl3) 8 156.2, 150, 139.3, 136.4, 40, 29.6, 29.1, 22.3, 14
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6.3.4 N-oktyl-N'-(pyrazin-2-yl)mocovina

A -

Iz
T

Vzhled:
bilé krystalicka latka

Sumarni vzorec:
Ci13H2N4O

Molekulova hmotnost:
250,35 g/mol

Teplota tani:
115,6-117,2 °C

Vytéznost reakce:
43 %

Elementarni analyza (%):
vypocCitana  C, 60.99; H, 8.53; N, 23.71
nalezena C, 60.39; H, 8.42; N, 23.23

logP:
1,8

IR spektrum (ATR-Ge, cm™):
3276 (-NH-), 2929 (-CH,-), 1699 (-C=0), 1552, 1535, 1503 (arom.)

"H NMR:
(CDCl3) & 10.21 (s, 1H, urea), 8.91 (s, 1H, urea), 8.43 (d, J=2.8 Hz, 1H,
pyrazin), 8.11 (d, J=2.8 Hz, 1H, pyrazin), 8.07 (dd,/=2.8, 1.4 Hz, 1H, pyrazin),
3.40 (td, J=7.1, 5.5 Hz, 2H, -CH;-), 1.67-1.57 (m, 4H, -C,H4-), 1.43-1.37 (m,
2H, -CH-), 1.40-1.26 (m, 4H, -C,H4-), 1.30-1.21 (m, 2H, -CH,-), 0.91-0.84
(m, 3H, -CHj3)

BC NMR:
(CDCl3) 6 156.2, 150, 139.3, 136.3, 136.4, 136.3, 40, 31.8, 29.8, 29.2, 29.1, 27,
22.6, 14
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6.3.5 N-decyl-V'-(pyrazin-2-yl)mocovina

Iz
T

Vzhled:
zluté krystalicka latka
Sumarni vzorec:
Ci5Ha6N4O
Molekulova hmotnost:
278.40 g/mol
Teplota tani:
121,3-123,5 °C
Vytéznost reakce:
24 %
Elementarni analyza (%):
vypocCitana  C, 64.71; H, 9.41; N, 20.12
nalezena C,64.82; H,9.37; N, 19.77
logP:
2,64
IR spektrum (ATR-Ge, cm™):
3270 (-NH-), 2926 (-CH,-), 1693 (-C=0), 1600, 1552, 1504 (arom.)
"H NMR:
(CDCl3) & 10.08 (s, 1H, urea), 8.91 (s, 1H, urea), 891 (d, J=2.9 Hz, 1H,
pyrazin), 8.91 (d, J=2.9 Hz, 1H, pyrazin), 8.09-8.04 (m, 1H, pyrazin), 3.44-3.36
(m, 2H, -CH,-), 1.36—1.21 (m, 16H, -CgHj6-), 0.88 (t, J/=6.9 Hz, 3H, -CH3)
BC NMR:
(CDCl3) & 156.1, 150, 139.3, 136.4, 136.2, 40, 31.9, 29.9, 29.6, 29.5, 29.3, 27,
22.6,14.1
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6.4 Vysledky biologického hodnoceni in vitro

6.4.1 Antimykobakterialni aktivita

Vsechny nasyntetizované latky byly testovany in vitro na kmenech
M. tuberculosis H37Rv CNCTC My 331/88 (ATCC 27294), M. kansasii Hauduroy
CNCTC My 235/80 (ATCC 12478) a M. avium ssp. avium Chester CNCTC My 80/72
(ATCC 15769). Tyto kmeny byly ziskany z Ceské narodni sbirky typovych kultur
(CNCTC), Praha, Ceska republika. Testovani probihalo ve Fakultni nemocnici Hradec
Kralové v Ustavu klinické mikrobiologie pod vedenim MUDr. Paterové.

Kultivaénim médiem byl Middlebrook 7H9 (ziskdn od firmy Sigma-Aldrich)
obohaceny o 0,4 % glycerolu (Sigma-Aldrich) a 10 % rastového dopliku OADC
(kyselina olejova, albumin, dextrosa, katalasa), ktery byl zakoupen od firmy HiMedia,
Mumbaj, Indie. Rastové médium melo deklarované pH 6,6.

Testovani probihalo mikrodiluéni metodou. ZkouSené slouCeniny byly
rozpu$tény v DMSO (Sigma-Aldrich), smichdny s médiem a naneseny na testovaci
plotny. Kmeny mykobakterii byly suspendovany ve fyziologickém roztoku a poté
pouzity na naoCkovani ploten. Vysledné koncentrace testovanych latek byly 100, 50, 25,
12,5, 6,25, 3,13 a 1,56 pg/ml. Jako pozitivni kontrola slouzil pyrazinamid a isoniazid,
pro negativni kontrolu pak smés kultivacniho média a DMSO.

Testovaci destiCky byly umistény v tmavém vlhkém prostiedi pfi teploté 37 °C.
Po péti dnech byl na plotny pfidan roztok Alamar Blue (tedy 0,1% roztok resazurinu
a 10% Tween 80 v poméru 1:1) a po 24 hodinach byl odecten vysledek. Minimalni
k barevné zméné indikatoru z modré na rizovou. Vysledky hodnoceni jsou uvedeny

v Tab. 3.
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Tab. 3: Antimykobakterialni aktivita (M. tuberculosis, M. kansasii, M. avium)

vyjadirena pomoci minimalni inhibicni koncentrace

MIC (pg/ml)
M. tuberculosis M. kansasii M. avium
propyl >100 >100 >100
butyl >100 >100 >100
pentyl 100 >100 >100
oktyl 25 25 >100
decyl >100 >100 >100
pyrazinamid >100 >100 >100
isoniazid 0,2-0,4 6,25-12,5 6,25-12,5

Dale byly latky testovany na kmenech mykobakterii M. smegmatis DSM 43465
(ATCC 607) a M. aurum DSM 43999 (ATCC 23366), které byly ziskdny z Némecké
sbirky mikroorganismti a buné¢nych kultur (Braunschweig, Némecko). Testovani
provéadel PharmDr. Ondiej Jand'ourek, PhD. na Katedfe biologickych a I¢katskych véd
FaF UK.

Ristovym médiem byl Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich) obohaceny o 0,4 %
glycerolu (Sigma-Aldrich) a 10 % rastového dopliku OADC (kyselina olejova,
albumin, dextrosa, katalasa), ktery byl zakoupen od firmy HiMedia, Mumbaj, Indie.

I tato aktivita byla stanovena pomoci mikrodiluéni metody. Testované
slouceniny byly rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich) a bylo pfidano médium pro
ziskani koncentrace latek 2000 pg/ml. Dvojkovym fedénim se poté ziskaly konecné
koncentrace testovanych sloucenin 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,81 a 3,91
pg/ml. Jako standardy byly pouzity isoniazid, rifampicin a ciprofloxacin (vSe Sigma-
Aldrich); isoniazid o stejnych koncentracich jako testované latky, rifampicin
v koncentracich 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,195 a 0,098 pg/ml a ciprofloxacin
v koncentracich 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,0313, 0,0156 a 0,0078 pg/ml.

Testovaci desticky byly prekryty polyesterovou folii a ponechany k inkubaci
ve tmé pii 37 °C. Jako indikacni roztok byl pouzit 0,02% roztok resazurinu a 10%
Tween 80 v poméru 1:1. K plotndm naockovanym M. smegmatis byl po 48 hodinach
inkubace pfidan indikator a plotny se nechaly inkubovat dal$§i dvé a pul hodiny.

K plotndm s M. aurum byl indikétor ptidan po 72 hodinach a poté inkubace pokracovala
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v

k barevné zméné indikatoru z modré na riizovou. Vysledky hodnoceni jsou uvedeny

v Tab. 4.

Tab. 4: Antimykobakterialni aktivita (M. smegmatis, M. aurum) vyjadrena pomoci

minimalni inhibicni koncentrace

MIC (pg/ml)

M. smegmatis M. aurum
propyl >500 >500
butyl >500 250
pentyl >500 125
oktyl >500 >500
decyl >250 >250
isoniazid 7,81-15,63 1,95-3,91
rifampicin 12,5-25 0,78-1,56
ciprofloxacin 0,06-0,13 0,008-0,016

6.4.2 Antibakterialni aktivita

Pro testovani antibakterialni aktivity bylo pouzito p&t kmentl ziskanych z Ceské
sbirky mikroorganismii (CCM, Brno, Ceska republika) a t¥i kmeny z Ustavu klinické
mikrobiologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové a Lékatské fakulty v Hradci Kralové
Univerzity Karlovy. Kmeny ziskané¢ z CCM byly Staphylococcus aureus CCM 4223
(ATCC 29213), methicilin rezistentni Staphylococcus aureus CCM 4750 (ATCC
43300), Enterococcus faecalis CCM 4224 (ATCC 29212), Escherichia coli CCM 3954
(ATCC 25922) a Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 (ATCC 27853), z Ustavu
klinické mikrobiologie pochazely kmeny Staphylococcus epidermidis 112-2016,
Klebsiella pneumoniae 64-2016 a Serratia marcescens 62-2016. Testovani provadél
PharmDr. Ondfej Jand’ourek, PhD. na Katedfe biologickych a lékatskych véd FaF UK.

Pro stanoveni antibakteridlni aktivity byla pouzita mikrodilucni bujonova
metoda. Jako rGstové médium byl pouZit Mueller-Hintondv bujon (Difco/Becton
Dickinson, Detroit, MI, USA) o pH 7,0. Testované latky byly rozpustény v DMSO, jako
kontrolni vzorek bylo pouzito médium s DMSO a jako standard gentamicin

a ciprofloxacin. Vysledna MIC byla odeftena po 24 a 48 hodinach inkubace
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(u Pseudomonas aeruginosa po 72 a 120 hodinach) pti 35 °C pomoci roztoku Alamar

Blue. Vysledky hodnoceni jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: Antibakterialni aktivita vyjadiena pomoci minimdalni inhibicni koncentrace

MIC (png/ml)
cas
propyl butyl pentyl oktyl decyl
24 hod >500 >500 >500 >500 >250
Staphylococcus
aureus 48 hod >500 >500 >500 >500 >250
methicilin 24 hod >500 >500 >500 >500 >250
rezistentni
Staphylococcus | 48 hod >500 >500 >500 >500 >250
aureus
24 hod >500 >500 >500 >500 >250
Staphylococcus
epidermidis 48 hod >500 >500 >500 >500 >250
24 hod >500 >500 >500 >500 >250
Enterococcus
faecalis 48 hod >500 >500 >500 >500 >250
. 24 hod >500 >500 >500 >500 >250
Escherichia
coli 48 hod >500 >500 >500 >500 >250
Klebsiella 24 hod >500 >500 >500 >500 >250
pneumoniae 48 hod >500 >500 >500 >500 >250
. 24 hod >500 >500 >500 >500 >250
Serratia
marcescens 48 hod >500 >500 >500 >500 >250
72 hod >500 >500 >500 >500 >250
Pseudomonas
aeruginosa 120 hod >500 >500 >500 >500 >250

6.4.3 Antimykoticka aktivita

Antimykoticka aktivita byla testovana na sedmi kmenech pochazejicich z CCM,
a to Candida albicans CCM 8320 (ATCC 24433), C. krusei CCM 8271 (ATCC 6258),
C. parapsilosis CCM 8260 (ATCC 22019), C. tropicalis CCM 8264 (ATCC 750),
Aspergillus  flavus CCM 8363, Absidia/Lichtheimia corymbifera CCM 8077
a Trichophyton interdigitale CCM 8377 (ATCC 9533), a jednom kmeni pochazejicim
z American Type Collection Cultures (ATCC, Mannasas, VA, USA) — Aspergillus
fumigatus ATCC 204305. Testovani bylo provadéno na Katedie biologickych
a lékarskych véd FaF UK PharmDr. Ondfejem Jand’ourkem, PhD.
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Antimykoticka aktivita byla stanovena pouzitim mikrodilu¢ni bujonové metody.
Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO a natedény dvojkovou fedici tadou.
Ke kultivaci bylo pouzito médium RPMI 1640 s glutaminem a 2% glukosou a se
stanovenym pH 7,0. Inkubace probihala v tmavém a vlhkém prostredi pii teploté 35 °C.
Jako standard slouzil amfotericin B a flukonazol. MIC se odecitala po 24 a 48 hodinach
pro vSechny kmeny kromé& Trichophyton interdigitale, kde se vysledky odecitaly
azpo72 a 120 hodinach. Vysledna hodnota MIC byla stanovena vizualnim

vyhodnocenim pomoci Alamar Blue. Vysledky hodnoceni jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6: Antimykoticka aktivita vyjadrena pomoci minimalni inhibicni koncentrace

MIC (pg/ml)
cas

propyl butyl pentyl oktyl decyl

24 hod >500 >500 >500 >500 >250

C. albicans 48 hod ~500 >500 >500 >500 >250

24 hod >500 >500 >500 >500 >250
C. krusei

48 hod >500 >500 >500 >500 >250

24 hod >500 >500 >500 >500 >250

C. parapsilosis 43 hod >500 ~500 >~500 >500 >250

24 hod >500 >500 >500 >500 >250

C. tropicalis 48 hod >500 ~500 >500 >500 >250

. 24 hod >500 >500 >500 >500 >250
Aspergillus

fumigatus 48 hod >500 >500 >500 >500 >250

24 hod >500 >500 >500 >500 >250

Aspergillus flavus 48 hod >500 ~500 >500 >500 >250

Absidia/Lichthemia 24 hod >500 >500 >500 >500 >250

corymbifera 48 hod >500 >500 >500 >500 >250

. 72 hod >500 >500 >500 >500 >250
Trichophyton

interdigitale 120 hod >500 >500 >500 >500 >250
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7. Diskuze

V ramci experimentalni ¢asti mé diplomové prace bylo pfipraveno celkem pét
derivati aminopyrazinu reakci s isokyanaty s rtzn¢ dlouhymi alkylovymi fetézci.
Reakce probihala v mikrovinném reaktoru po dobu jedné hodiny a ziskané latky byly
poté precistény pomoci flash chromatografie. Vysledné produkty byly krystalické latky
bilé az Zluté barvy a byly charakterizovany pomoci teplot tani, elementarni analyzy, IR
spekter a NMR spekter pro potvrzeni jejich struktury.

Vytézky ziskanych latek se pohybovaly v rozmezi 24-51 %. Tyto pomérné
silikagel a nasledné flash chromatografii.

Teoretické hodnoty lipofility logP, které byly vypocitany pomoci programu CS
ChemBioDraw Ultra, se pohybovaly v rozmezi -0,28-2,64. Vysoka lipofilita latek je
potieba pro prestup pies nepolarni bunécnou sténu mykobakterii.

V ramci této série nove syntetizovanych derivatii pyrazinu byly pfipraveny také
arylové derivaty. [47] Jejich biologickou aktivitu in vitro zde uvedu pro srovnani
s mnou pfipravenymi alkylovymi derivaty.

Pti testovani antimykobakteridlni aktivity se u Zadné latky neprokéazala aktivita
krom& derivatu s oktylovym fetézcem. Ten vykazoval mirnou aktivitu proti
M. tuberculosis a M. kansasii (viz Tab. 3 a Tab. 4), v obou ptipadech byla jeho MIC
25 pg/ml. Ve skupin€ arylovych derivati také nebyla prokdzana antimykobakteridlni
aktivita u zadné latky kromé jedné. Jeji aktivita proti M. tuberculosis byla vyssi nez
u vy$e zminéného alkylového derivatu (viz Tab. 7 a Tab. 8). Zadna z testovanych latek

nem¢la antibakteridlni a antimykotickou aktivitu.

CLC)

N-(4-chlorfenyl)-N'-(pyrazin-2-yl)mocovina
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Tab. 7: Antimykobakterialni aktivita (M. tuberculosis, M. kansasii, M. avium)
arylovych derivatii vyjadiena pomoci minimalni inhibicni koncentrace. Prevzato
z Ureidopyrazine Derivatives: Synthesis and Biological Evaluation as Anti-Infectives

and Abiotic Elicitors. [47]

MIC (pg/ml)
M. tuberculosis M. kansasii M. avium
benzyl >100 >100 >100
4-methoxyfenyl >100 >100 >100
2-chlorfenyl >100 >100 >100
4-chlorfenyl 12,5 >100 >100
3,4-dichlorfenyl >100 >100 >100
2-chlorbenzyl >100 >100 >100
pyrazinamid >100 >100 >100
isoniazid 0,2-0,4 6,25-12,5 6,25-12,5

Tab. 8: Antimykobakterialni aktivita (M. smegmatis, M. aurum) arylovych derivatii
vyjadiena pomoci minimalni inhibicni koncentrace. Prevzato z Ureidopyrazine
Derivatives: Synthesis and Biological Evaluation as Anti-Infectives and Abiotic

Elicitors. [47]

MIC (pg/ml)
M. smegmatis M. aurum
benzyl >500 >500
4-methoxyfenyl >500 >500
2-chlorfenyl >125 >125
4-chlorfenyl >500 >500
3,4-dichlorfenyl >250 >250
2-chlorbenzyl >125 >125
isoniazid 7,81-15,63 1,95-3,91
rifampicin 12,5-25 0,78-1,56
ciprofloxacin 0,06-0,13 0,008-0,016
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8. Zavér

V ramci mé diplomové prace bylo cilem provést resersi tykajici se tuberkuldzy
ajejich klinickych projevli, soucasné terapie TBC a aktudlniho vyzkumu novych
antituberkulotik. Tyto informace jsem vyhledala s vyuzitim tisténych i elektronickych
zdroji a ziskané informace jsem uvedla v teoretické Casti.

Druhym cilem mé diplomové prace byla syntéza novych derivati pyrazinu
v souvislosti s aktudlnim vyzkumem na Katedie farmaceutické chemie a farmaceutické
analyzy. Pripravila jsem celkem pét latek:

e N-propyl-N'-(pyrazin-2-yl)mocovina
e N-butyl-N'-(pyrazin-2-yl)mocovina
e N-pentyl-N'-(pyrazin-2-yl)mocovina
e N-oktyl-N'-(pyrazin-2-yl)mocovina
e N-decyl-N'-(pyrazin-2-yl)mocovina

Vsechny tyto latky byly charakterizovany pomoci teploty tani, elementarni
analyzy, IR spekter a NMR spekter a poté¢ odeslany na hodnoceni jejich biologické
aktivity.

Zadna z pfipravenych latek nevykazovala antibakterialni a antimykotickou
aktivitu. Pfi testovani na antimykobakterialni aktivitu prokazal jeden derivat aktivitu

proti Mycobacterium tuberculosis a Mycobacterium kansasii.
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