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Kam sméruje vyvoj novych antituberkulotik?

Cast 2 — Hodnoceni in vitro

Where does the development of new antituberculotics go?

Part 2 — In vitro evaluation

Karel Waisser

Doslo 6. prosince 2013 / Pfijato 18. prosince 2013

Souhrn

Clanek pokracuje v publikaci z roku 2012 (Ces. slov.
Farm. 2012; 31, 150-158). Je orientovan na hodnoceni
potencidlnich antituberkulotik in vitro, coZ je nejcastéjsi
piistup testovani. Clinek je zaloZen na informacich
z Chemical Abstracts z let 2011-2013. Je to vybér
z téméf 3000 informaci pro pomoc vyzkumnikiim. Nej-
vEtSi pozornost je vénovana multirezistentnim kmentim
Mycobacterium tuberculosis. Hodnoceni in vitro pro
vyvoj novych 1é¢iv je velmi dileZité, avSak je to jen prv-
ni ¢ast cesty k novym léCivim.

Klicova slova: antituberkulotika * hodnoceni in vitro ®
multirezistentni kmeny

Summary

The present paper is a continuation of a publication
of 2012 (Ces. 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.
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Uvod

V predeSlé praci jsme ukdzali, kam sméfuje vyvoj
novych antituberkulotik? . Dfive se piedpokladalo, Ze
okolo roku 2000 tuberkul6za zanikne ve vyspélé Casti
svéta. Tehdy vychiazelo méné nez 1000 praci ro¢né.
Potencidlni antiruberkulotika tehdy bylo mozné registro-
vat a roztiidit podle jejich struktury. Tak vznikla série
pfehlednych referdtd pod nazvem ,,Pokroky ve vyvoji
novych antituberkulotik za poslednich 15 let*>®, ktera
uddvala pfehled vyzkumu tehdejS$i doby. Prognéza
o zédniku onemocnéni nebyla vSak spravnd. Pro nesmirny
narlst poctu onemocnéni se vyvoj antituberkulotik stal
jednim ze stéZejnich zajmi farmaceutického vyzkumu.
Zménu zpusobil vznik rezistentnich kment, na rdstu
onemocnéni se podilela také nemoc HIV a klesajici imu-
nita populace 1é¢ené od détskych let antibiotiky. Eviden-
ce ristu védeckych praci je uvedena v predchozim sdé-
leniV. Rostouci pocet védeckych praci déle pokraCuje.
Pouze za rok 2012 jich bylo uvefejnéno vice nez 3400.
Za soucasné situace jiZz neni mozné k registraci praci pfi-
stupovat difvéj$im zplisobem.

Hodnoceni v Ceské republice a Slovenské republice

V predchozim referatu jsme zcela ignorovali hodnoce-
ni in vitro, které je nejrozsifenéjSi (rocné Citd nékolik
tisic sdéleni). K hodnoceni postaci béZné vybavena mik-
robiologickd laboratof. Je to prakticky jediny zptsob
pouzivany v Ceské republice a ve Slovenské republice.
Sledovéani antimykobakteridlni aktivity se provddi na
zivnych kapalnych nebo pevnych padich (v Ceské
republice a v Slovenské republice se nejcastéjsi pouziva
Sulova kapalnd piida, ktera je dostupnd komer¢né). Pii
sledovdni se hledaji minimdlni inhibi¢ni koncentrace
latek (MIC), coZz jsou koncentrace, které zptisobi inhibi-
ci rostu sledovanych bakterii. Odectu predchiazi doba
inkubace za standardnich podminek, nej¢astéji v pfipadé
pomalu rostoucich mykobakterii je to doba 14 dni (méné
Casto 1 tyden) pfi 37 °C. Mikrobiologové vzdy postupu-
ji tak, Ze roztok nejvyS$si koncentrace studované latky
fedi postupné v ur¢itém pomeéru (napt. 1 : 1 nebo 1 : 2 ¢i
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1 : 3). Za minimdlni inhibi¢ni koncentraci povaZuji hra-
ni¢ni hodnotu intervalu v pouZité stupnici fedéni.
V naSich laboratofich pouZivime molarni koncentrace
(umol/l), vétSina laboratofi prevazné pouziva vdhové
koncentrace (pg/cm®). N&§ zpiisob je vhodnéjsi pro
nasledné studie QSAR, protoZe vystihuji efekty stejnych
poctt molekul. Pri vahovych koncentracich néktera pra-
covisté provadéji nasledné prepocty na molarni koncent-
race. Je to vSak spravné pouze ve skupinich latek podob-
né molekuldrni hmotnosti, jinak rozdily molarni
hmotnosti nepiiznivé ovlivni vypocet. V QSAR studiich
se vZdy pracuje s log MIC nikoliv s vlastnimi MIC. Mik-
robiologové poklddaji hrani¢ni hodnotu intervalu za
vlastni minimélni inhibi¢ni koncentraci. Lze vSak pied-
pokladat, Ze vlastni inhibi¢ni koncentrace se nachizi
uvnitf intervalu odpovidajicimu postupu fedéni. Lze
dokézat, jak je velky tento interval, jehoZ velikost zavisi
na zplsobu fedéni. Velikost tohoto intervalu 1ze vypoci-
tat>'V. Pro postup fedéni 1 : 1 v logaritmické stupnici je
0,3. V naSich studiich pfevazn€ spojujeme hodnoceni
antimykobakteridlni aktivity se studiemi QSAR. Studie
QSAR poskytuji perspektivu strukturnich variaci.

Z jinych, méné béZnych zpisobl vyjadieni antimikro-
bidlni aktivity je to primér zény na pevném mediu
a nebo % inhibice.

V dal3i ¢asti referatu jsme se snaZzili ukazat nejdalezi-
t&jSi prace. Dnes je hlavnim zaméfenim hledani latek
proti multirezistentnim kmentim Mycobacterium tuber-
culosis.

Antituberkulotika p¥i kultivacich in vitro

V Ceské republice a Slovenské republice se do sou-
¢asné doby hodnoceni provadi in vitro. Je to nejCastéjsi
a nejlevnéjsi zptsob. K vyvoji 1éCiva je tieba jeSt€ mno-
ho dalgich krokii. Snad proto se nedostala v Ceské repub-
lice a Slovenské republice Zadné naSe antituberkulotika
do praxe, i kdyZ zde jsou pocetné vyzkumné skupiny.
V soucasné dobé se posledni dékan Farmaceutické fakul-
ty UK v Hradci Krélové (prof. A. Hrabalek) snaZi dovést
vyzkum do perspektivni faze. Ve spoluprici s Centrem
biologické ochrany v Téchoniné v Orlickych horich
tech (in vivo).

V naSem c¢lanku z tisice praci o hodnoceni in vitro
potencidlnich antituberkulotik jsme dali prednost sdéle-
nim zaméfenym na potencidlni 1é¢iva proti multirezi-
stentnim kmentim. Tim konéime studii, kterd zacala
v predchozim sdélenim". Multirezistentni kmeny
M. tuberculosis jsou nejnebezpecnéjsi
mykobakterie. Onemocnéni casto maji
fatalni konec. Minulé sdé€leni bylo vénova-
no riznym metodam vyzkumu (hodnoceni
in vivo, QSAR, metody opirajici se
o biochemické pochody v mykobakteriich)
a zcela zamérné bylo vynechino hodnoceni
in vitroV. V této Casti chceme tento nedosta-
tek odstranit. Zaméfili jsme se na pochody
in vitro a zv1astni pozornost jsme vénovali
jejich orientaci proti multirezistentnich
kmentm.

Protituberkuldzni aktivita thiosemikarba-

H3C
Obr. 3. Struktura nejucinnéjsi latky ve sledované skupiné derivati 1,5-dime-

thyl-2-fenyl-4- ([5-(arylamino)-1,3,4,-oxadiazol-2-ylJmethylamino)-1,2-dihyd-
ro-3H-pyrazol-3-onu

zonl je zndma dlouho. V posledni dobé byla u nékterych
derivatli nalezena aktivita proti multirezistentnim kme-
nim'?- Studie ukazuje, Ze by se jim méla je§té vénovat
pozornost. Na obrdzku 1 R' je H nebo CH,, R? je fenyl,
substituovany fenyl, substituovany furyl nebo ethyl.

V nasi pracovni skupin€ jsme studovali aktivitu isothi-
osemikarbazonl.
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Obr. 1. Thiosemikarbazony ucéinné proti multirezistentnim
kmenim

Castymi studovanymi slou¢eninami pro aktivitu viici
multirezistentnim kmentim byly heterocykly. 2,5-disub-
stituované oxadiazoly byly tc¢inné i vici extrémné rezi-
stentnim kmentim (XDR)'® (obr. 2).
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Obr. 2. Priklad uc¢inného 2,5-disubstituovaného oxadiazolu

Naproti tomu derivaty 1,5-dimethyl-2-fenyl-4-([-5-
-arylamino)-1,3,4,-oxadiazol-2-ylJmethylamino)-1,2-
-dihydro-3H-pyrazol-3-onu (obr. 3) nejsou povaZzovany
za latky proti MDR kmentim, i kdyZ pusobi proti rezi-
stentnim kmentim vaci INH'. Aby byly latky fazeny do
skupiny slouc¢enin pisobicich proti multirezistentnim
kmentim fady MDR, muselo by byt zjiSténo plsobeni
také proti kmentim rezistentnim k rifampicinu.

Ve vyvoji latek aktivnich proti multirezistentnim kme-
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nim se uplatiiovaly i nékteré heterocyklické slouceniny
se Sestilennym heterocyklem. Jako ptiklad si uvedeme
derivaty 4-(substituovaného benzylsulfanyl)pyridin-2-
-karboxamidu (obr. 4)'.
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Obr. 4. Derivaty benzylsufanylpyridin-2-karboxamidu

Skupinu R tvortily H, 3-Cl, 4-Cl, 3-F, 4-F, 3-Br, 4-Br,
3-CH,, 4-CH,, 3-CF,. 4-CF,3-CN, 3-OCH,, 4-NO,,
3,5-(NO,),. Je to piiklad pfistupu, kde se syntetizuje sku-
pina latek a hledd se smér k nejucinné;jsi.

vvvvvv

~oews

a6)!'9. Tyto studie jsou v8ak hodnotné&jsi, protoZe po hod-
noceni in vitro pristupuje k hodnoceni in vivo. Podobné
studie nebyly v Ceské a Slovenské republice po odchodu
Odlerové z Ustavu preventivného lekdrstva moZné pro-
Vést.
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Obr. 5. Priklad spojeni studie in vitro a in vivo. R je 0-OH,
p-OH, 0-OCH3 , p-OCH3 , p-N(CH3)2 , 0-COOH, m-NO,,
0-NO,, 0-OH a soucasné p-OCH,, p-Cl, o-Cl, H, furyl, CH=CH-
Aryl
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Obr. 6. Antimykobakterialné aktivni hydrazony (aktivni viiéi
MD). Skupina je velmi pocetna. Jako substituenty obsahuji
Fadu riznych strukturnich éasti.

Z uvedenych ukdzek je vidét, Ze se jedna o litky roz-
li¢nych struktur, od velmi jednoduchych, po zna¢né slo-
Zité, u kterych jsou uspéchy spojeny s naroénymi synté-
zami'®.

Pohled na vyzkum Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy

Vyzkum novych potencidlnich antituberkulotik na
Farmaceutické fakult¢ UK mé dlouhou tradici. Tématika
navédzala na pfedchozi studie z Farmaceutické fakulty
UK v Bratislavé a lze tedy fici, Ze v Hradci Kralové uve-
dena tématika existuje jiZ od vzniku fakulty v roce 1969.
Kromé& obdobi, kdy hodnoceni provadéla Odlerova,
vychézely studie pouze z test provadénych in vitro.
V antimykobakteridlnim hodnoceni se stfidaly rtzné
tymy, napf. Stitni zdravotni Gstav v Praze a Regiondlni
zdravotni tstav v Ostravé. Posledni pracovisté bylo spo-
jeno se jménem Kaustova. V soucasné dobé hodnoceni
in vitro latek proti multirezistentnim kmentim provadi
J. Stolatikova. Vystupem byvala publikacni sdéleni ve
pfevazné vyznamnych védeckych Casopisech, kterd jsou
Casto citovana. Publikovand sdéleni nelze viak jiZ paten-
tové chrinit. Vyznam studii byl proto jen teoreticky.
V poslednich letech testy byvaly zaméfeny i na multire-
zistentni mykobakterie. Na Farmaceutické fakulté
v Hradci Kralové probihaly navrhy struktur a syntetické
pfipravy latek. Zaméfeni na multirezistentni kmeny
mykobakterii je vétSinou spojeno se jmény VinSova,
Vavrov4, Hrabdlek, KlimeSova a Kratky. Uvadim jen
nékteré odkazy na prace uvetejnéné v posledni dobg&!” 1),
Vin3ova a Kratky jsou autory monografie o vyvoji mul-
tirezistentnich mykobakterii??.

Omezeny pfistup na hodnoceni in vitro vysvétluje,
pro¢ se Zadna ze syntetizovanych latek v Hradci Kralové
neprosadila do praxe. Byla v8ak podédna fada ceskoslo-
venskych a Ceskych patentd. Tuto situaci chce zménit
byvaly dékan fakulty (prof. A. Hrabdlek). Dohodl se
s Centrem biologické ochrany o hodnoceni nejvyznam-
néjSich latek piistupem in vivo (na pokusnych zvitatech)
a stanoveni i toxicity slou¢enin. Na tuto spolupréci dostal
i finan¢ni dotaci.

Zavér

Na zavér ¢lanek uzavird odpovéd na otdzku, kam smé-
fuje vyvoj soucasnych antituberkulotik. V minulém sdé-
leni jsme uvedli nové metodiky a zdmérné jsme vyne-
chali hodnoceni in vitro (pro rozsdhlé zastoupeni).
V poslednich letech je vyzkum smérovan proti multirezi-
stentnim mykobakteriim. Multirezistentni bakterie ozna-
¢ované MDR jsou rezistentni vici nejdulezitéjSim proti-
tuberkul6znim 1é¢iviim, INH a rifampicinu. Pokud jsou
dale také rezistentni i proti fluorovanym chinoliniim,
oznaCuji se XDR (extrémné rezistentni). Byl nalezen
kmen vzdorujici v§em soudobym lé¢iviim, oznacuje se
TDR (totalné rezistentni kmen). Na onemocnéni vyvola-
né t€mito bakteriemi se prevdzné umird. Pfi sledovani
sméru vyvoje vyzkumu musime pfihlédnout i k tomuto
faktu. Lze vSak fici, Ze hodnoceni in vitro je tivodem ke
studiim. Od uzavieni laboratofe Odlerovd nebylo
v Ceské a ve Slovenské republice mozné dile postupo-
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vat. Nyni se Farmaceuticka fakulta UK v Hradci Krélo-
vé snazi situaci zlomit a umozZnit vyvoj novych 1éciv.
Prehled ukazuje, Ze katedra md pod vedenim
A. Hrabalka mnoho vyspélych pracovnikd, ktefi pracuji
ve vyznamném sméru vyvoje antituberkulotik. Lze jeSté
dodat, Ze i Cesky patent je bezcenny, protoZe latka je
vefejné piistupnd pro cely svét krom& Ceské republiky,
a patentovani latek celosvétovym (nebo evropskym)
patentem je velice ndkladné. Roz$ifeni ¢eského patentu
na evropsky nebo svétovy je mozné pouze do jednoho
roku po pfijeti ceského patentu. Vyvoj nového léCiva trva
priblizn€ 10 let. Nejvétsi ndklady pripadaji na farmako-
logii s prokdzanim nezavadnosti preparatu. Vyvoj ¢asto
vyZaduje zahrani¢niho sponzora. MiZeme jen prat
kolektivu prof. Hrabdlka, aby dosdhl uspéchu. Timto
referatem konci piehled studii o vyvoji latek proti tuber-
kuléze. Véfime, Ze budoucnost v Ceské republice bude
patfit prof. Hrabalkovi a jeho spolupracovnikiim.

Stret zajmu: Zadny.
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