
Souhrn

âlánek pokraãuje v publikaci z roku 2012 (âes. slov.
Farm. 2012; 31, 150–158). Je orientován na hodnoceni
potenciálních antituberkulotik in vitro, coÏ je nejãastûj‰í
pfiístup testování. âlánek je zaloÏen na informacích
z Chemical Abstracts z let 2011–2013. Je to v˘bûr
z témûfi 3000 informací pro pomoc v˘zkumníkÛm. Nej-
vût‰í pozornost je vûnována multirezistentním kmenÛm
Mycobacterium tuberculosis. Hodnocení in vitro pro
v˘voj nov˘ch léãiv je velmi dÛleÏité, av‰ak je to jen prv-
ní ãást cesty k nov˘m léãivÛm.
Klíãová slova: antituberkulotika • hodnocení in vitro •
multirezistentní kmeny

Summary

The present paper is a continuation of a publication
of 2012 (âes. a slov. Farm. 2012; 31, 150–158). It is
oriented at the evaluation of potential antituberculotics in
vitro, which is the most widely used approach to testing.
The paper is based on the information from Chemical
Abstracts 2011–2013. It is a selection from nearly three
thousand items of information intended to help
researchers. The greatest attention is paid to the
multiresistant strains of Mycobacterium tuberculosis. In
vitro evaluation for the development of new drugs is of
great importance, but it is just the first stretch of the road
to new medicinal drugs.
Keywords: antituberculotics • in vitro evaluation •
multiresistant strains

Úvod

V pfiede‰lé práci jsme ukázali, kam smûfiuje v˘voj
nov˘ch antituberkulotik1) . Dfiíve se pfiedpokládalo, Ïe
okolo roku 2000 tuberkulóza zanikne ve vyspûlé ãásti
svûta. Tehdy vycházelo ménû neÏ 1000 prací roãnû.
Potenciální antiruberkulotika tehdy bylo moÏné registro-
vat a roztfiídit podle jejich struktury. Tak vznikla série
pfiehledn˘ch referátÛ pod názvem „Pokroky ve v˘voji
nov˘ch antituberkulotik za posledních 15 let“2–8), která
udávala pfiehled v˘zkumu tehdej‰í doby. Prognóza
o zániku onemocnûní nebyla v‰ak správná. Pro nesmírn˘
nárÛst poãtu onemocnûní se v˘voj antituberkulotik stal
jedním ze stûÏejních zájmÛ farmaceutického v˘zkumu.
Zmûnu zpÛsobil vznik rezistentních kmenÛ, na rÛstu
onemocnûní se podílela také nemoc HIV a klesající imu-
nita populace léãené od dûtsk˘ch let antibiotiky. Eviden-
ce rÛstu vûdeck˘ch prací je uvedena v pfiedchozím sdû-
lení1). Rostoucí poãet vûdeck˘ch prací dále pokraãuje.
Pouze za rok 2012 jich bylo uvefiejnûno více neÏ 3400.
Za souãasné situace jiÏ není moÏné k registraci prací pfii-
stupovat dfiívûj‰ím zpÛsobem.

Hodnocení v âeské republice a Slovenské republice

V pfiedchozím referátu jsme zcela ignorovali hodnoce-
ni in vitro, které je nejroz‰ífienûj‰í (roãnû ãítá nûkolik
tisíc sdûlení). K hodnocení postaãí bûÏnû vybavená mik-
robiologická laboratofi. Je to prakticky jedin˘ zpÛsob
pouÏívan˘ v âeské republice a ve Slovenské republice.
Sledování antimykobakteriální aktivity se provádí na
Ïivn˘ch kapaln˘ch nebo pevn˘ch pÛdách (v âeské
republice a v Slovenské republice se nejãastûj‰í pouÏívá
·ulova kapalná pÛda, která je dostupná komerãnû). Pfii
sledování se hledají minimální inhibiãní koncentrace
látek (MIC), coÏ jsou koncentrace, které zpÛsobí inhibi-
ci rÛstu sledovan˘ch bakterií. Odeãtu pfiedchází doba
inkubace za standardních podmínek, nejãastûji v pfiípadû
pomalu rostoucích mykobakterií je to doba 14 dní (ménû
ãasto 1 t˘den) pfii 37 oC. Mikrobiologové vÏdy postupu-
jí tak, Ïe roztok nejvy‰‰í koncentrace studované látky
fiedí postupnû v urãitém pomûru (napfi. 1 : 1 nebo 1 : 2 ãi
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1 : 3). Za minimální inhibiãní koncentraci povaÏují hra-
niãní hodnotu intervalu v pouÏité stupnici fiedûní.
V na‰ich laboratofiích pouÏíváme molární koncentrace
(µmol/l), vût‰ina laboratofií pfieváÏnû pouÏívá váhové
koncentrace (µg/cm3). Ná‰ zpÛsob je vhodnûj‰í pro
následné studie QSAR, protoÏe vystihují efekty stejn˘ch
poãtÛ molekul. Pfii váhov˘ch koncentracích nûkterá pra-
covi‰tû provádûjí následné pfiepoãty na molární koncent-
race. Je to v‰ak správné pouze ve skupinách látek podob-
né molekulární hmotnosti, jinak rozdíly molární
hmotnosti nepfiíznivû ovlivní v˘poãet. V QSAR studiích
se vÏdy pracuje s log MIC nikoliv s vlastními MIC. Mik-
robiologové pokládají hraniãní hodnotu intervalu za
vlastní minimální inhibiãní koncentraci. Lze v‰ak pfied-
pokládat, Ïe vlastní inhibiãní koncentrace se nachází
uvnitfi intervalu odpovídajícímu postupu fiedûní. Lze
dokázat, jak je velk˘ tento interval, jehoÏ velikost závisí
na zpÛsobu fiedûní. Velikost tohoto intervalu lze vypoãí-
tat9–11). Pro postup fiedûní 1 : 1 v logaritmické stupnici je
0,3. V na‰ich studiích pfieváÏnû spojujeme hodnocení
antimykobakteriální aktivity se studiemi QSAR. Studie
QSAR poskytují perspektivu strukturních variací. 

Z jin˘ch, ménû bûÏn˘ch zpÛsobÛ vyjádfiení antimikro-
biální aktivity je to prÛmûr zóny na pevném mediu
a nebo % inhibice.

V dal‰í ãásti referátu jsme se snaÏili ukázat nejdÛleÏi-
tûj‰í práce. Dnes je hlavním zamûfiením hledání látek
proti multirezistentním kmenÛm Mycobacterium tuber-
culosis. 

Antituberkulotika pfii kultivacích in vitro

V âeské republice a Slovenské republice se do sou-
ãasné doby hodnocení provádí in vitro. Je to nejãastûj‰í
a nejlevnûj‰í zpÛsob. K v˘voji léãiva je tfieba je‰tû mno-
ho dal‰ích krokÛ. Snad proto se nedostala v âeské repub-
lice a Slovenské republice Ïádná na‰e antituberkulotika
do praxe, i kdyÏ zde jsou poãetné v˘zkumné skupiny.
V souãasné dobû se poslední dûkan Farmaceutické fakul-
ty UK v Hradci Králové (prof. A. Hrabálek) snaÏí dovést
v˘zkum do perspektivní fáze. Ve spolupráci s Centrem
biologické ochrany v Tûchonínû v Orlick˘ch horách
bude v˘zkum nejúspû‰nûj‰ích látek provádûn na zvífia-
tech (in vivo). 

V na‰em ãlánku z tisíce prací o hodnocení in vitro
potenciálních antituberkulotik jsme dali pfiednost sdûle-
ním zamûfien˘m na potenciální léãiva proti multirezi-
stentním kmenÛm. Tím konãíme studii, která zaãala
v pfiedchozím sdûlením1). Multirezistentní kmeny
M. tuberculosis jsou nejnebezpeãnûj‰í
mykobakterie. Onemocnûní ãasto mají
fatální konec. Minulé sdûlení bylo vûnová-
no rÛzn˘m metodám v˘zkumu (hodnocení
in vivo, QSAR, metody opírající se
o biochemické pochody v mykobakteriích)
a zcela zámûrnû bylo vynecháno hodnocení
in vitro1). V této ãásti chceme tento nedosta-
tek odstranit. Zamûfiili jsme se na pochody
in vitro a zvlá‰tní pozornost jsme vûnovali
jejich orientaci proti multirezistentních
kmenÛm.

Protituberkulózní aktivita thiosemikarba-

zonÛ je známá dlouho. V poslední dobû byla u nûkter˘ch
derivátÛ nalezena aktivita proti multirezistentním kme-
nÛm12). Studie ukazuje, Ïe by se jim mûla je‰tû vûnovat
pozornost. Na obrázku 1 R1 je H nebo CH3, R

2 je fenyl,
substituovan˘ fenyl, substituovan˘ furyl nebo ethyl. 

V na‰í pracovní skupinû jsme studovali aktivitu isothi-
osemikarbazonÛ. 
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Obr. 1. Thiosemikarbazony účinné proti multirezistentním
kmenům

âast˘mi studovan˘mi slouãeninami pro aktivitu vÛãi
multirezistentním kmenÛm byly heterocykly. 2,5-disub-
stituované oxadiazoly byly úãinné i vÛãi extrémnû rezi-
stentním kmenÛm (XDR)13) (obr. 2).

Obr. 2. Příklad účinného 2,5-disubstituovaného oxadiazolu

Obr. 3. Struktura nejúčinnější látky ve sledované skupině derivátů 1,5-dime -
thyl-2-fenyl-4- ([5-(arylamino)-1,3,4,-oxadiazol-2-yl]methylamino)-1,2-dihyd-
ro-3H-pyrazol-3-onu

Naproti tomu deriváty 1,5-dimethyl-2-fenyl-4-([-5-
-arylamino)-1,3,4,-oxadiazol-2-yl]methylamino)-1,2-
-dihydro-3H-pyrazol-3-onu (obr. 3) nejsou povaÏovány
za látky proti MDR kmenÛm, i kdyÏ pÛsobí proti rezi-
stentním kmenÛm vÛãi INH14). Aby byly látky fiazeny do
skupiny slouãenin pÛsobících proti multirezistentním
kmenÛm fiady MDR, muselo by b˘t zji‰tûno pÛsobení
také proti kmenÛm rezistentním k rifampicinu. 

Ve v˘voji látek aktivních proti multirezistentním kme-
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nÛm se uplatÀovaly i nûkteré heterocyklické slouãeniny
se ‰estiãlenn˘m heterocyklem. Jako pfiíklad si uvedeme
deriváty 4-(substituovaného benzylsulfanyl)pyridin-2-
-karboxamidu (obr. 4)15).

Z uveden˘ch ukázek je vidût, Ïe se jedná o látky roz-
liãn˘ch struktur, od velmi jednoduch˘ch, po znaãnû slo-
Ïité, u kter˘ch jsou úspûchy spojeny s nároãn˘mi synté-
zami18).

Pohled na v˘zkum Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy

V˘zkum nov˘ch potenciálních antituberkulotik na
Farmaceutické fakultû UK má dlouhou tradici. Tématika
navázala na pfiedchozí studie z Farmaceutické fakulty
UK v Bratislavû a lze tedy fiíci, Ïe v Hradci Králové uve-
dená tématika existuje jiÏ od vzniku fakulty v roce 1969.
Kromû období, kdy hodnocení provádûla Odlerová,
vycházely studie pouze z testÛ provádûn˘ch in vitro.
V antimykobakteriálním hodnocení se stfiídaly rÛzné
t˘my, napfi. Státní zdravotní ústav v Praze a Regionální
zdravotní ústav v Ostravû. Poslední pracovi‰tû bylo spo-
jeno se jménem Kaustová. V souãasné dobû hodnocení
in vitro látek proti multirezistentním kmenÛm provádí
J. Stolafiíková. V̆ stupem b˘vala publikaãní sdûlení ve
pfieváÏnû v˘znamn˘ch vûdeck˘ch ãasopisech, která jsou
ãasto citována. Publikovaná sdûlení nelze v‰ak jiÏ paten-
tovû chránit. V̆ znam studií byl proto jen teoretick˘.
V posledních letech testy b˘valy zamûfieny i na multire-
zistentní mykobakterie. Na Farmaceutické fakultû
v Hradci Králové probíhaly návrhy struktur a syntetické
pfiípravy látek. Zamûfiení na multirezistentní kmeny
mykobakterií je vût‰inou spojeno se jmény Vin‰ová,
Vávrová, Hrabálek, Klime‰ová a Krátk˘. Uvádím jen
nûkteré odkazy na práce uvefiejnûné v poslední dobû17, 19).
Vin‰ová a Krátk˘ jsou autory monografie o v˘voji mul-
tirezistentních mykobakterií20).

Omezen˘ pfiístup na hodnocení in vitro vysvûtluje,
proã se Ïádná ze syntetizovan˘ch látek v Hradci Králové
neprosadila do praxe. Byla v‰ak podána fiada ãeskoslo-
vensk˘ch a ãesk˘ch patentÛ. Tuto situaci chce zmûnit
b˘val˘ dûkan fakulty (prof. A. Hrabálek). Dohodl se
s Centrem biologické ochrany o hodnocení nejv˘znam-
nûj‰ích látek pfiístupem in vivo (na pokusn˘ch zvífiatech)
a stanovení i toxicity slouãenin. Na tuto spolupráci dostal
i finanãní dotaci. 

Závûr

Na závûr ãlánek uzavírá odpovûì na otázku, kam smû-
fiuje v˘voj souãasn˘ch antituberkulotik. V minulém sdû-
lení jsme uvedli nové metodiky a zámûrnû jsme vyne-
chali hodnocení in vitro (pro rozsáhlé zastoupení).
V posledních letech je v˘zkum smûrován proti multirezi-
stentním mykobakteriím. Multirezistentní bakterie ozna-
ãované MDR jsou rezistentní vÛãi nejdÛleÏitûj‰ím proti-
tuberkulózním léãivÛm, INH a rifampicinu. Pokud jsou
dále také rezistentní i proti fluorovan˘m chinolinÛm,
oznaãují se XDR (extrémnû rezistentní). Byl nalezen
kmen vzdorující v‰em soudob˘m léãivÛm, oznaãuje se
TDR (totálnû rezistentní kmen). Na onemocnûní vyvola-
né tûmito bakteriemi se pfieváÏnû umírá. Pfii sledování
smûru v˘voje v˘zkumu musíme pfiihlédnout i k tomuto
faktu. Lze v‰ak fiíci, Ïe hodnocení in vitro je úvodem ke
studiím. Od uzavfiení laboratofie Odlerová nebylo
v âeské a ve Slovenské republice moÏné dále postupo-
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Obr. 4. Deriváty benzylsufanylpyridin-2-karboxamidu

Skupinu R tvofiily H, 3-Cl, 4-Cl, 3-F, 4-F, 3-Br, 4-Br,
3-CH3, 4-CH3, 3-CF3. 4-CF3,3-CN, 3-OCH3, 4-NO2,
3,5-(NO2)2. Je to pfiíklad pfiístupu, kde se syntetizuje sku-
pina látek a hledá se smûr k nejúãinnûj‰í.

Uvedeme si dal‰í pfiíklad sloÏitûj‰ích slouãenin (obr. 5
a 6)16). Tyto studie jsou v‰ak hodnotnûj‰í, protoÏe po hod-
nocení in vitro pfiistupuje k hodnocení in vivo. Podobné
studie nebyly v âeské a Slovenské republice po odchodu
Odlerové z Ústavu preventivného lekárstva moÏné pro-
vést. 

Obr. 5. Příklad spojení studie in vitro a in vivo. R je o-OH,
p-OH, o-OCH3 , p-OCH3 , p-N(CH3)2 , o-COOH, m-NO2,
o-NO2, o-OH a současně p-OCH3, p-Cl, o-Cl, H, furyl, CH=CH-
Aryl

Obr. 6. Antimykobakteriálně aktivní hydrazony (aktivní vůči
MD). Skupina je velmi početná. Jako substituenty obsahují
řadu různých strukturních částí. 
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vat. Nyní se Farmaceutická fakulta UK v Hradci Králo-
vé snaÏí situaci zlomit a umoÏnit v˘voj nov˘ch léãiv.
Pfiehled ukazuje, Ïe katedra má pod vedením
A. Hrabálka mnoho vyspûl˘ch pracovníkÛ, ktefií pracují
ve v˘znamném smûru v˘voje antituberkulotik. Lze je‰tû
dodat, Ïe i ãesk˘ patent je bezcenn˘, protoÏe látka je
vefiejnû pfiístupná pro cel˘ svût kromû âeské republiky,
a patentování látek celosvûtov˘m (nebo evropsk˘m)
patentem je velice nákladné. Roz‰ífiení ãeského patentu
na evropsk˘ nebo svûtov˘ je moÏné pouze do jednoho
roku po pfiijetí ãeského patentu. V̆ voj nového léãiva trvá
pfiibliÏnû 10 let. Nejvût‰í náklady pfiipadají na farmako-
logii s prokázáním nezávadnosti preparátu. V̆ voj ãasto
vyÏaduje zahraniãního sponzora. MÛÏeme jen pfiát
kolektivu prof. Hrabálka, aby dosáhl úspûchu. Tímto
referátem konãí pfiehled studií o v˘voji látek proti tuber-
kulóze. Vûfiíme, Ïe budoucnost v âeské republice bude
patfiit prof. Hrabálkovi a jeho spolupracovníkÛm.

Stfiet zájmÛ: Ïádn˘.
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