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ABSTRAKT 

 

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra:   Katedra farmaceutické chemie a kontroly léčiv 

Kandidát:   Mgr. Barbora Vaňásková 

Školitel:   Prof. PharmDr. Martin Doležal, Ph.D. 

Název disertační práce: Deriváty pyrazinkarboxylové kyseliny jako potenciální 

antituberkulotika (příprava a studium biologických vlastností) 

 

Disertační práce se zabývá hledáním potenciálních antituberkulotik odvozených od 

pyrazinkarboxylové kyseliny. Součástí práce je teoretická část, ve které je nastíněna problematika 

tuberkulózy, faktory ztěžující efektivní léčbu onemocnění (vývoj rezistence a koinfekce HIV) a 

současné terapeutické postupy. Samostatná kapitola je věnována složení mykobakteriální buněčné 

stěny. Dále je uveden stručný přehled používaných antituberkulotik první a druhé linie, léčiv nově 

zavedených do klinické praxe a slibných derivátů v různých fázích preklinického a klinického 

hodnocení. Zvláštní pozornost je věnována pyrazinamidu, přehledu současných teorií mechanismu 

účinku tohoto antituberkulotika první linie a specifickému cíli pyrazinkarboxylové kyseliny, tj. 

ribosomálnímu proteinu S1. Pro úplnost je uveden přehled derivátů pyrazinamidu 

s antimykobakteriální aktivitou publikovaných od roku 2011 (mimo sloučeniny publikované 

pracovní skupinou prof. Doležala).  

Vlastní praktická část se zabývá přípravou a hodnocením biologické aktivity derivátů 

pyrazinkarboxylové kyseliny. Konkrétně bylo připraveno 123 derivátů (z toho 111 autorkou 

disertační práce). V rámci první části se jednalo o N-benzyl či N-fenylpyrazin-2-karboxamidy 

(53 látek). Zbývajících 70 sloučenin patřilo k alkylamino, fenylalkylamino a cykloalkylamino 

derivátům pyrazinamidu, N-fenylpyrazin-2-karboxamidu, N-(2-chlorfenyl)pyrazin-2-karbox-

amidu a N-benzyl-pyrazin-2-karboxamidu. Převážně se jednalo o polohové isomery 5 a 6, v případě 

alkylamino derivátů N-benzylpyrazin-2-karboxamidu i 3-isomery. Všechny připravené látky byly 

testovány in vitro na antimykobakteriální aktivitu vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv a třem 

kmenům atypických mykobakterií – M. kansasii a dvěma kmenům M. avium. Ve všech 

připravených sériích byly pozorovány látky s vynikající in vitro aktivitou vůči Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv (MIC = 1,56 – 3,13 μg/ml, tj. 5 – 10 μmol/l) srovnatelnou s INH 

(MIC = 0,2 – 1,56 μg/ml, tj. 1,5 – 11 μmol/l) či výrazně převyšující aktivitu PZA 

(MIC = 6,25 – 12,5 μg/ml, tj. 51 – 102 μmol/l). Část látek též vykázala aktivitu vůči atypickým 

mykobakteriím. Na základě získaných dat byly studovány vztahy mezi strukturou a biologickou 

aktivitou. 



 
 

U všech látek byla dále testována antibakteriální a antifungální aktivita, u části látek pak 

aktivita herbicidní či antivirová. Pouze látky ze skupiny cykloalkylamino derivátů vykázaly aktivitu 

vůči Gram-pozitivním bakteriím srovnatelnou s použitými standardy. Žádná z látek nevykázala 

antifungální aktivitu či aktivitu vůči testovaným Gram-negativním bakteriálním kmenům. Až na 

několik výjimek nebyla pozorována významná antivirová a herbicidní aktivita. 

Některé sloučeniny byly dále studovány z hlediska vlivu na syntézu esenciálních složek 

mykobakteriální buněčné stěny, tj. jako potenciální inhibitory synthasy mastných kyselin I či 

enoyl-ACP reduktázy. Tento mechanismus účinku nicméně nebyl prokázán. 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy v Hradci Králové 

Department:   Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control 

Candidate:   Mgr. Barbora Vaňásková 

Supervisor:   Prof. PharmDr. Martin Doležal, Ph.D. 

Title of Doctoral Thesis: Derivatives of pyrazinecarboxylic acid as potential 

antituberculotics (synthesis and biological evaluation) 

 

This doctoral thesis deals with searching for potential antituberculotic drugs derived from 

pyrazinecarboxylic acid. Thesis contains theoretical part, in which problematics of tuberculosis, 

factors hindering the effectiveness of treatment (development of resistance and HIV coinfection) 

and current therapeutic practice are outlined. An individual chapter is devoted to the composition 

of the mycobacterial cell wall. A brief overview of first-line and second-line antituberculars as well 

as drugs newly introduced into the clinical practice and promising derivatives in various phases of 

preclinical and clinical trials is further stated. Special attention is dedicated to pyrazinamide, current 

theories dealing with mechanism of action of this first-line antituberculotic drug and to ribosomal 

protein S1, a specific target of pyrazinecarboxylic acid. A summary of pyrazinamide derivatives 

with antimycobacterial activity published since 2011 is listed for completeness. Derivatives 

prepared by working group of professor Doležal were omitted. 

The practical part of this thesis describes synthesis and biological evaluation of 123 

derivatives (111 synthesised by author of the thesis) of pyrazinecarboxylic acid. First series includes 

53 derivatives of N-benzyl or N-phenylpyrazine-2-carboxamides. Remaining 70 compounds belong 

mainly to 5- or 6-alkylamino, phenylalkylamino and cycloalkylamino derivatives of pyrazinamide, 

N-phenylpyrazine-2-carboxamide, N-(2-chlorophenyl)pyrazine-2-carboxamide and N-benzyl-

pyrazine-2-carboxamide. In the case of N-benzylpyrazine-2-carboxamides, the 3-alkyalamino 

isomers were prepared as well. All prepared compounds were screened for in vitro 

antimycobacterial activity against Mycobacterium tuberculosis H37Rv and atypical mycobacteria 

– M. kansasii and two strains of M. avium. Compounds with excellent in vitro activity against 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv were reported in all prepared series. The activity of these 

derivatives (MIC = 1,56 – 3,13 µg/ml, i.e. 5 – 10 µmol/l) was comparable to INH (MIC = 0,2 – 

1,56 µg/ml, i.e. 1,5 – 11 µmol/l) or significantly exceeding the activity of PZA (MIC = 6,25 – 

12,5 µg/ml, i.e. 51 – 102 µmol/l). Few compounds were active against atypical mycobacteria. Main 

structure-activity relationships are discussed.  

All compounds were additionally tested for their antibacterial and antifungal activity. Some 

of the compounds were tested for herbicidal and antiviral activity as well. Only some 



 
 

cycloalkylamino derivatives possessed activity against Gram-positive bacteria comparable to used 

standards. None of the tested compounds exerted antifungal activity or activity against Gram-

negative bacteria. With few exceptions, no significant antiviral and herbicidal activity was 

observed.  

The influence of selected compounds on synthesis of essential mycobacterial cell wall 

components was further evaluated. Nevertheless the proposed mechanism of action – inhibition of 

fatty acid synthase I or enoyl-ACP reductase was not confirmed.  
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1 FORMULACE PROBLEMATIKY A 

ZPŮSOB ŘEŠENÍ 
 

Tuberkulóza společně s HIV a malárií patří k nejčastějším infekčním onemocněním a i v 21. 

století představuje závažnou hrozbu až pro 1/3 světové populace. Ačkoliv se počty nově 

infikovaných pacientů během posledních let snižují, bylo v roce 2014 dle odhadů Světové 

zdravotnické organizace (WHO) hlášeno 9,6 milionu nově nakažených a 1,5 milionu pacientů 

zemřelo na následky tuberkulózy. Z epidemiologického hlediska představuje závažný problém 

především rozvoz rezistence na běžně používaná antituberkulotika první, ale i druhé linie, a také 

koinfekce virem HIV. Mezi hlavní příčiny rozvoje rezistence patří především nevhodná léková 

preskripce, krátká doba léčby, nedostatečná adherence pacienta k léčbě, či v případě rozvojových 

zemí omezená dostupnost léků. Terapeutický režim u tuberkulózy vyvolané kmenem citlivým na 

antituberkulotika první linie trvá obvykle 6 měsíců a skládá se z kombinace pyrazinamidu (PZA), 

isoniazidu, rifampicinu a ethambutolu. V případě komplikovaného průběhu onemocnění nebo 

tuberkulózy vyvolané rezistentními kmeny se podává kombinace pěti a více antituberkulotik (první 

i druhé linie), což přináší riziko závažných nežádoucích účinků, nedostatečné adherence pacienta 

k léčbě a rozvoje sekundární rezistence.  

PZA patří mezi antituberkulotika první linie a tvoří základní složku terapeutických režimů 

tuberkulózy. Díky sterilizační aktivitě a synergickému působení s rifampicinem se významnou 

měrou podílí na zkrácení terapie. Přesný mechanismus účinku PZA nebyl plně objasněn, nicméně 

se na jeho celkové aktivitě podílí jak nespecifické děje, tak i inhibice v nedávné době rozpoznaných 

subcelulárních cílů. PZA je, jakožto proléčivo, metabolicky transformován na kyselinu 

pyrazinkarboxylovou (POA). Následnou intracelulární akumulací POA dochází ke snížení pH 

cytoplasmy, porušení membránového transportu, inhibice metabolických dějů a buněčné smrti. 

Mezi specifické cíle PZA, POA a některé jejich derivátů (např. 5-chlorpyrazin-2-karboxamid a 

estery POA) patří například synthasa mastných kyselin typ I (FAS I), tj. enzym esenciální pro 

syntézu mastných kyselin s dlouhým řetězcem, které slouží jako základní složka mykobakteriální 

buněčné stěny. Během posledních pěti let byly objeveny dva specifické cíle pouze pro POA a to 

ribozomální protein S1 (RpsA, klíčový pro syntézu proteinů) a aspartát dekarboxylasa (PanD, 

klíčová pro syntézu prekurzoru pro panthotenát a koenzym A). V roce 2015 byla popsána přesná 

krystalografická struktura RpsA, čímž do jisté míry přináší možnost cílené syntézy derivátů POA a 

povzbuzuje zájem o další modifikace této poměrně jednoduché molekuly.  
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2 CÍL PRÁCE 
 

Cílem této disertační práce bylo navázat na dlouholetý výzkum nových derivátů POA 

probíhající pod vedením prof. Doležala na Katedře farmaceutické chemie a kontroly léčiv 

Farmaceutické fakulty v Hradci Králové. Vlastní práce se zabývá syntézou nových, v literatuře 

dosud nepopsaných derivátů POA, analýzou fyzikálně-chemických vlastností a testováním jejich 

biologické aktivity. V rámci experimentální práce byly připraveny N-benzylpyrazin-

2-karboxamidy a N-fenylpyrazin-2-karboxamidy substituované jak na pyrazinovém, tak fenylovém 

jádře (cílová struktura I). Posléze byly připraveny deriváty substituované na pyrazinovém jádře 

alkylamino, cykloalkylamino či fenylalkylamino skupinou (cílová struktura II). U připravených 

sloučenin byla primárně studována aktivita antimykobakteriální, doplňkově aktivita antibakteriální 

a antifungální, a u části látek též aktivita herbicidní. Na základě získaných dat byly diskutovány 

základní vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou. V rámci mezinárodní spolupráce bylo 

biologické hodnocení dále rozšířeno o testování antivirové aktivity a studium možného 

mechanismu účinku u sloučenin se slibnou antimykobakteriální aktivitou. S využitím dosažených 

výsledků byly navrženy další modifikace pyrazinového jádra. 

V neposlední řadě bylo cílem této disertační práce přinést shrnutí problematiky tuberkulózy, 

současné terapie a trendů ve vývoji nových antituberkulotik. 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 

3.1 Tuberkulóza 

3.1.1 Základní fakta 
 

Tuberkulóza patří mezi infekční onemocnění vyvolané bakteriemi druhu Mycobacterium, 

nejčastěji druhem Mycobacterium tuberculosis. K dalším méně častým původcům onemocnění 

patří M. bovis, M. africanum a M. microti.1 Epidemiologickou situaci monitoruje Světová 

zdravotnická organizace (WHO), která každoročně vydává zprávu hodnotící aktuální šíření 

tuberkulózy, vývoj rezistence a koinfekce HIV. Dle WHO je přibližně 1/3 světové populace 

infikována mykobakteriemi a přibližně u 5 – 10 % dochází k progresi a rozvoji aktivního 

onemocnění2. Nejvíce ohroženou skupinu představují osoby s oslabeným imunitním systémem 

(HIV), špatnými životními a sociálními podmínkami (bezdomovci a drogově závislí) a starší 

osoby1. 

K šíření onemocnění dochází převážně kapénkovým přenosem a inhalační cestou, kdy jsou 

mykobaktérie uvolňované z dýchacích cest osob s otevřenou (aktivní) formou tuberkulózy. 

Z tohoto důvodu jsou plíce nejčastěji napadeným orgánem, nicméně rozlišujeme i mimoplicní 

formy tuberkulózy (postižení mízních uzlin, pleury a kostí)1. 

 

3.1.2 Rezistentní formy tuberkulózy  
 

Rezistence na běžně používaná antituberkulotika představuje celosvětově závažný problém3. 

S ohledem na pacienta přináší riziko nedostatečné adherence k léčbě (délka terapie, nežádoucí 

účinky) a tím riziko následného rozvoje rezistence na další antituberkulotika. Mezi hlavní příčiny 

vzniku rezistence patří nevhodná léková preskripce (monoterapie a kombinace nevhodných 

antituberkulotik), krátká doba léčby, nedostatečná adherence k léčbě, či omezená dostupnost léků 

(problematika rozvojových zemí)4; 5. První zmínky o rezistentních kmenech se objevily již v roce 

1944 a to krátce po uvedení streptomycinu na trh, kdy k rozvoji rezistence docházelo zejména 

v důsledku používání streptomycinu v monoterapii3.  

Dle časového sledu mezi vznikem rezistence a zahájením léčby antituberkulotiky lze rozlišit 

tyto 3 základní typy rezistence:  

 Primární rezistence: Rezistentní kmen izolovaný u pacientů, kteří nebyli dříve léčeni 

antituberkulotiky. Tento typ je založen na geneticky podmíněné necitlivosti mykobakterií na 

dané antituberkulotikum. 

 Získaná (sekundární) rezistence: Původně citlivý kmen se v průběhu léčby nebo po jejím 

skončení stal rezistentní na lék v důsledku nevhodné léčby či v důsledku nedostatečné adherence 

k léčebným protokolům.  
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 Iniciální rezistence: Tento typ se týká pacientů, u nichž nelze vyloučit/prokázat dřívější užívání 

antituberkulotik. V podstatě se jedná o kombinaci primární a neodhalené získané rezistence4. 

Obecně dochází k rozvoji rezistence těmito mechanismy: inaktivací/modifikací léčiva, 

změnou cílového místa, nedostatečnou kumulací léčiva uvnitř buňky v důsledku nízké permeability 

přes buněčnou stěnu či efluxem léčiva6; 7. Mezi další mechanismy patří inhibice aktivace proléčiv, 

která byla popsána například u antituberkulotik isoniazidu (INH)8 a pyrazinamidu (PZA)9.  

 

Tabulka 1: Mycobacterium tuberculosis - mechanismus lékové rezistence
3; 10-12

.  

Léčivo 

(zavedeno do praxe) 

MIC 

(µg/ml) 

Gen/y 

způsobují 

rezistenci 

Funkce genu 

Četnost 

mutace 

(%) 

Isoniazid (1952) 
0,02 – 

0,2 

katG 

inhA 

ahpC 

kasA 

ndh 

Katalasa-peroxidasa 

Enoyl-ACP reduktasa 

Alkyl-hydroxyperoxidasa 

β-Ketoacyl-ACP synthasa 

NADH dehydrogenasa 

30 – 60 

70 – 80 

- 

- 

9,5 

Rifampicin (1966) 0,05 – 1 rpoB RNA polymerasa (β podjednotka) 95 

Pyrazinamid (1952) 
16 – 50 

(pH 5,5) 

pncA 

panD 

hadC 

Nikotinamidasa/pyrazinamidasa 

Aspartát dekarboxylasa 

β-Hydroxyacyl-ACP dehydratasa 

72 – 97 

- 

- 

Ethambutol (1961) 1 – 5 embB Arabinosyl transferasa 70 – 90 

Streptomycin (1944) 2 – 8 

rpsL 

rrs 

gidB 

Ribozomální protein S12 

16S rRNA 

rRNA methyltransferasa 

65 – 67 

8 – 21 
33 

Amikacin/kanamycin 

(1957) 
2 – 4 rrs 16S rRNA ˃60 

Kapreomycin (1960) - 
tlyA 

rrs 

2 -́O-methyltransferasa 

16S rRNA 

80 
40-100 

Chinolony (1963) 0,5 – 2,5 
gyrA 

gyrB 

DNA gyrasa (podjednotka A) 

DNA gyrasa (podjednotka B) 
75 – 94 

Ethionamid (1956) 2,5 – 10 

etaA/ethA 

inhA 

ethR 

Flavin monooxygenasa 

Enoyl-ACP reduktasa 

Transkripční represor 

˃60 
˃60 

- 

Kyselina para-
aminosalicylová 

(1946) 

1 – 8 thyA Thymidylát synthasa 36 

MIC = minimální inhibiční koncentrace 

 

V případě mykobakterií jsou za důvody primární rezistence nejčastěji považovány nízká 

propustnost mykobakteriální buněčné stěny, která je dána specifických složením a strukturou13, a 

dále pak efluxní systémy, které aktivně transportují léčiva (INH, rifampicin, chinolony, 

streptomycin a ethambutol) vně buňky14. Rezistence vzniká na základě spontánních 



17 

 

chromozomálních mutacích s frekvencí 10-6 až 10-8 replikací. Jelikož se na rozvoji rezistence u 

mykobakterií nepodílí plazmidy a transpozony, je pravděpodobnost vzniku rezistence na 3 současně 

podávaná antituberkulotika velice nízká (10-18 až 10-20)3. Amplifikace genetické mutace nevhodnou 

preskripcí nebo nesprávným užíváním antituberkulotik vede k rozvoji klinicky rezistentní 

tuberkulózy. Základní přehled mechanismů rezistence antituberkulotik viz Tabulka 1 (zpracováno 

dle referencí3; 10-12). 

Dle citlivosti k jednotlivým antituberkulotikům rozlišujeme kmeny monorezistentní - 

rezistence pouze na jedno antituberkulotikum první volby, polyrezistentní - rezistence na více než 

jedno antituberkulotikum první volby mimo INH a rifampicin, multirezistentní a nejzávažnější typ 

představuje extenzivní léková rezistence15. Jako multirezistentní (Multi-drug resistant 

tuberculosis, MDR-TB) označujeme tuberkulózu způsobenou kmenem Mycobacterium 

tuberculosis rezistentním minimálně vůči INH a rifampicinu. V případě extenzivní lékové 

rezistence (Extensively drug resistant tuberculosis, XDR-TB) je tuberkulóza způsobená kmenem 

Mycobacterium tuberculosis rezistentním vůči INH a rifampicinu, tj. jako v případě MDR-TB, a 

tento kmen je dále rezistentním i vůči fluorochinolonům a nejméně jednomu dalšímu intravenózně 

podávanému antituberkulotiku druhé volby (amikacin, kanamycin, kapreomycin)3; 16. MDR/XDR 

fenotyp je způsoben postupným hromaděním mutací v různých genech, které kódují buď cílové 

místo nebo enzymy zapojené do aktivace léčiva3; 14. 

 

3.1.3 Problematika HIV koinfekce 
 

V současné době představuje koinfekce HIV a tuberkulózy závažný problém především 

v rozvojových zemích2. Zásadní je u HIV-pozitivních pacientů prevence rozvoje tuberkulózy 

(možnost preventivního podávání INH), včasná diagnóza tuberkulózy (pravidelné odběry sputa) a 

intenzivní monitoring u již koinfikovaných pacientů17. Oslabení imunitního systému HIV infekcí 

výrazně zvyšuje pravděpodobnost rozvoje tuberkulózy (obzvláště v počátečních stádiích HIV 

infekce) a to přibližně 26ti-násobně oproti běžné HIV-negativní populaci2; 18. U koinfikovaných 

pacientů bylo pozorováno zrychlení progrese HIV infekce (mykobakterie indukují pomocí 

protilátek replikaci HIV v T-lymfocytech a makrofázích)19. U HIV-pozitivních pacientů byla navíc 

pozorována reaktivace latentních forem tuberkulózy, extrapulmonální a diseminované formy 

tuberkulózy18, a dále též malabsorpce antituberkulotik a častější selhání léčby, což může 

významnou měrou přispívat k rozvoji rezistence20.  

Standardní terapeutické režimy u HIV-pozitivních pacientů jsou uvedeny v kapitole 3.3.2 

Terapeutické režimy. 
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3.1.4 Epidemiologie tuberkulózy 
 

Společně s infekcí HIV a malárii patří tuberkulóza mezi jedno z nejnebezpečnějších 

a nejčastějších infekčních onemocnění. Dle odhadů WHO pro rok 2014 onemocnělo přibližně 

5,4 milionu mužů, 3,2 milionu žen a 1,0 milionu dětí, tedy celkově 9,6 milionu pacientů 

(133 případů na 100 000 obyvatel), z nichž 1,2 milionu tvořili HIV-pozitivní pacienti (viz Obrázek 

1)2. Nejvíce případů bylo zaznamenáno v jihovýchodní Asii a západním Tichomoří (celkově 58 %) 

a dále v Africe (28 %), viz Obrázek 2. Z jednotlivých států byl nejvyšší počet případů hlášen 

v Indii (23 %), Indonésii (10 %) a Číně (10 %). Ve srovnání s rokem 2013 došlo k mírnému nárůstu 

počtu hlášených případů (9,0 milionu případů, z nichž 1,1 milionu byli HIV-pozitivní pacienti21), 

nicméně prevalence ve srovnání s rokem 1990 celosvětově poklesla o 42 % a nárůst případů 

reflektuje spíše zkvalitnění hlášení do národních databází a poskytování dat než případné zvýšené 

šíření nemoci2.  

 

Obrázek 1: Odhad celkového počtu případů tuberkulózy a úmrtí následkem tuberkulózy 

v letech 1990 – 2014.*  

 

* Zelenou barvou odhad celkové incidence, růžovou barvou odhad mortalita u HIV-negativních 
pacientů, červenou barvou odhad celkové incidence respektive mortality u HIV-pozitivních 

pacientů, světlejší odstíny barev znázorňují pásy nejistoty. Převzato z WHO, Global tuberculosis 

report 2015. WHO/HTM/TB/2015.22, 20152. 

 

Co se rezistentních forem tuberkulózy týká, bylo v roce 2014 hlášeno 480 000 pacientů 

s MDR formou tuberkulózy, z nichž více než polovina (54 %) pocházela z Indie, Číny a Ruska2. 

Přibližně 9,7 % původně diagnostikovaných MDR forem tuberkulózy bylo po stanovaní citlivosti 

předefinováno na XDR formu2.  

Přestože úmrtnost od roku 1990 poklesla o 47 %, zemřelo v roce 2014 přibližně 1,5 milionu 

pacientů včetně 0,4 milionu HIV-pozitivních pacientů (viz. Obrázek 1)2, což jsou počty 

srovnatelné s rokem 201321.  
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Obrázek 2: Odhad incidence tuberkulózy, 2014.  

 
Převzato z WHO, Global tuberculosis report 2015. WHO/HTM/TB/2015.22, 20152. 

 

Tabulka 2: Vývoj počtu hlášených onemocnění TBC v ČR na 100 000 obyvatel. 

Rok 

Hlášená onemocnění TBC 

Dýchací ústrojí Jiná Celkem 

Celkem na 

100 000 

obyvatel 

2000 1 244 198 1 442 14,0 

2001 1 185 165 1 350 13,1 

2002 1 037 163 1 200 11,8 

2003 1 011 151 1 162 11,4 

2004 909 148 1 057 10,4 

2005 896 111 1 007 9,9 

2006 956 117 973 9,5 

2007 790 81 871 8,4 

2008 793 86 879 8,4 

2009 632 78 710 6,8 

2010 621 59 680 6,5 

2011 557 52 609 5,8 

2012 552 59 611 5,8 

2013 455 47 502 4,8 

2014 464 50 514 4,9 

Zpracováno dle ÚZIS ČR. Zdravotnická statistika: Tuberkulóza a respirační nemoci 2014. 201522. 
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Situace v České republice 

V České republice bylo v roce 2014 hlášeno celkem 514 případů (4,9 případu na 100 000 

obyvatel), z čeho 496 bylo nově zjištěné onemocnění (337 případů u mužů a 159 u žen, z 90 % 

se jednalo o plicní formu tuberkulózy)22. Nejvyšší počet hlášených případů ve srovnání 

s celorepublikovým průměrem byl zaznamenán v Praze (7,8/100 000 obyvatel), nejnižší pak 

v Jihočeském kraji (2,4/100 000 obyvatel)22. Ačkoliv došlo k mírnému nárůstu hlášených případů 

oproti roku 2013 (502 hlášených případů, tj. 4,8 případu na 100 000 obyvatel23) lze z dlouhodobého 

hlediska konstatovat, že epidemiologická situace tuberkulózy na území České republiky je příznivá 

a počet zjištěných případů trvale klesá22-24. Dle dat z Registru tuberkulózy bylo v roce 2014 hlášeno 

39 případům úmrtí na tuberkulózu (mortalita 0,4 na 100 000 obyvatel)22, což představuje mírný 

meziroční pokles (o 5 úmrtí23).  

Česká republika patří k zemím s nízkým výskytem tuberkulózy. Vývoj počtu všech 

hlášených případů tuberkulózy v České republice od roku 2000 shrnuje Tabulka 2, a graficky 

od roku 1970 Obrázek 3. 

 

Obrázek 3: Vývoj počtu hlášených onemocnění TBC v ČR na 100 000 obyvatel.  

 
Převzato z ÚZIS ČR. Zdravotnická statistika: Tuberkulóza a respirační nemoci 2014. 201522. 
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3.2 Mycobacterium tuberculosis – buněčná stěna 
 

Mycobacterium tuberculosis patří mezi obligátně aerobní, Gram-pozitivní, acidorezistentní, 

nepohyblivé tyčky o šířce 0,3 až 0,6 μm a délce 1 až 4 μm, vyznačující se velmi pomalým růstem 

(generační doba přibližně 24 h) a v případě infekce intracelulární lokalizací v makrofázích 25; 26.  

Mykobakteriální buněčná stěna je hlavním faktorem virulence a má zásadní význam pro růst 

a přežití obzvláště v makrofázích. Její unikátní vlastnosti jsou dány vysokým obsahem lipidů13; 27. 

Nejdůležitější vrstvou buněčné stěny tvoří mykolyl-arabinogalaktan-peptidoglykanový (mAGP) 

komplex13; 27, na který ve vrchní části navazuje glykolipidová vrstva a ve spodní části plasmatická 

membrána28. Pochopení biosyntézy mAGP komplexu a dalších důležitých komponent 

mykobakteriální buněčné stěny může přispět k cílenému vývoji nových antituberkulotik.  

 

3.2.1 Mykolyl-arabinogalaktan-peptidoglykanový komplex 
 

Jak již bylo řečeno, mykobakteriální buněčná stěna je bohatá na lipidy a je složená ze tří 

hlavních částí – peptidoglykanu, arabinogalaktanu a mykolových kyselin, které jsou vzájemně 

propojeny kovalentními vazbami a vytváří mAGP komplex 13; 27, viz Obrázek 4.  

 

 Peptidoglykan 

Peptidoglykan PG tvoří pomyslnou páteř mykobakteriální buněčné stěny, kdy lineární 

glykanové řetězce tvoří síť s postranními krátkými peptidy29. Glykanové řetězce jsou tvořeny 

ze střídajících se jednotek N-acetylglukosaminu a kyseliny N-acetylmuramové vzájemně 

propojených β-1→4 vazbou27; 29. Propojení mezi PG a arabinogalaktanem (AG) vzniká 

fosfodiesterovou vazbou mezi kyselinou muramovou (z PG) a galaktanem (z AG).30  

 

 Arabinogalaktan 

V případě AG se jedná o polymer složený z D-galaktofuranózy a D-arabinofuranózy, které se 

pravidelně nestřídají, ale vytváří samostatné vzájemně propojené bloky31. Přibližně 30 jednotek 

D-galaktofuranózy je lineárně propojeno β-1→5 a β-1→6 vazbami, a vytváří tak galaktanovou část 

AG. Arabinanová část je tvořen asi ze 70 jednotek D-arabinofuranózy propojených α-1→5, α-1→3 

a β-1→2 vazbami.32 Mykolové kyseliny (MA) se ve skupinách po čtyřech váží na koncové jednotky 

arabinanové části, nicméně 1/3 koncových jednotek zůstává volná33.  
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Obrázek 4: Mykobakteriální buněčná stěna.  

  

Převzato z Brown et al.34. 

 

 Mykolové kyseliny 

MA jsou mastné kyseliny s dlouhým řetězcem (celkový počet C60 – C90), které jsou 

rozvětvené v poloze α (proximální řetězec, C22 – C24) a hydroxylované v poloze β27; 35; 36. Hlavní 

řetězec (tzv. distální řetězec) obsahuje jeden až dva cyklopropanové kruhy (konfigurace cis i trans), 

které se podílí na integritě buněčné stěny a chrání mykobakterie před oxidativním stresem36; 37. 

Dle substituce na distálním řetězci rozlišuje 3 typy MA a to α-, methoxy- a keto-MA. 

Mimo mAGP komplex jsou MA součástí glykolipidů, například trehalóza dimykolátů (TDM, 

tzv. cord faktor) a monomykolátů (TMM) lokalizovaných na buněčném povrchu27. 

 

Obrázek 5: Chemická struktura mykolových kyselin dle substituce na distálním řetězci.  

  

Převzato z Takayama et al.36. 



23 

 

3.2.2 Další složky buněčné stěny 
 

Jak již bylo zmíněno, na vnější vrstvu mAGP komplexu tvořenou mykolovými kyselinami 

navazuje vrstva glykolipidů a společně vytváří mykobakteriální vnější membránu (mycobacterial 

outer membrane, MOM) tzv. mykomembránu. MOM obsahuje například výše zmiňované TDM 

a TMM, glykopeptidolipidy, sulfolipidy, dimykocerosáty a lipooligosacharidy28.  

TDM neboli Cord faktor se významnou měrou podílí na virulenci mykobakterií a ovlivňuje 

uspořádání skupiny mykobakterií do podlouhlých útvarů38. Jeho aktivita závisí na lokalizaci 

mykobakterie. TDM chrání buňku před zničením makrofágy tím, že brání splynutí fagozomů 

obsahujících mykobakterie s lysozomy39. TDM ovlivňuje imunitní reakce a přispívá k tvorbě 

a udržení granulomatózní reakce38; 40. 

Další významnou složku mykobakteriální buněčné stěny představuje glykolipid 

lipoarabinomanan (LAM), který je zakotvený v cytoplasmatické membráně a prostupuje mAGP 

komplexem i MOM. LAM tvoří heterogenní směs vysokomolekulárních fosforylovaných 

lipopolysacharidů obsahujících arabinózu a manózu27. Spolu s cord faktorem patří LAM 

mezi hlavní faktory virulence. Může se též vázat na leukocyty (navození chemotaxe T-lymfocytů) 

a modulovat imunitní odpověď (aktivace makrofágů)41.  

 

3.2.3 Plasmatická membrána 
 

Plasmatická membrána má zásadní podíl na metabolismu lipidů, regulaci buněčné aktivity, 

příjmu živin z okolí a signalizačních reakcích28, a je tvořena převážně strukturními lipidy 

(fosfolipidy), jako jsou kardiolipin, fosfatidylethanolamin (PE), fosfatidylinositol (PI) a 

fosfatidylinositol mannosidy (PIMs), lipomanan (LM) a LAM. Součástí plasmatické membrány 

jsou mimo jiné i neutrální lipidy – triacylglyceroly (TAG) a cholesterol, které slouží jako zásobárna 

energie28; 42. Poměry jednotlivých složek plasmatické membrány se mohou lišit v závislosti na 

mykobakteriálním kmenu a vnějších podmínkách43. 

 Fosfatidylinositol – dále modifikován na PIMs, LM a LAM, tj. esenciální složky 

mykobakteriální buněčné stěny. U patogenních druhů se podílí na modulaci imunitní reakce 

(například produkce cytokinů a inhibice zrání fagozomů)41; 44.  

 Fosfatidylinositol mannosidy – podílí se na udržování integrity plasmatické membrány45.  
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3.3 Terapie tuberkulózy 

3.3.1 Současná farmakoterapie 
 

Současná farmakoterapieterapie tuberkulózy je založená na plně kontrolovaných léčebných 

režimech tzv. DOTS (Directly observed treatment short-course) doporučovaných WHO, které 

vychází z principů kombinované, kontrolované dvoufázové terapie s využitím antituberkulotik 

první a druhé linie. DOTS se významnou měrou podílí na redukci incidence tuberkulózy a 

zpomalení rozvoje lékové rezistence2. Blíže jsou jednotlivé terapeutické režimy popsány v kapitole 

3.3.2. Primární cíle léčby tuberkulózy spočívají v17: 

 eradikace mykobakterií; 

 zachování kvality života a produktivity pacienta; 

 prevence úmrtí a pozdních následků onemocnění; 

 zabránění přenosu tuberkulózy na další osoby; 

 prevence rozvoje a šíření rezistentních forem tuberkulózy. 

 

Antituberkulotika první volby 

Mezi antituberkulotika první volby řadíme INH, rifampicin, ethambutol a PZA. Tato kapitola 

bude věnována stručnému popisu mechanismu účinku a rezistence o to u prvních třech 

jmenovaných léčiv, problematice PZA je věnována samostatná kapitola 3.4.  

 

 Isoniazid 

Hydrazid kyseliny isonikotinové, proléčivo, aktivace mykobakteriální 

katalasou-peroxidasou (KatG) za účasti NAD+46. 

Mechanismus účinku: Inhibice enoyl-(acyl-carrier-protein) reduktasy 

(enoyl-ACP reductasa, InhA), která je součástí komplexu synthasy mastných 

kyselin II (Fatty acid synthase II) zapojené do syntézy MA esenciálních pro 

mykobakteriální buněčnou stěnu47; 48. 

Rezistence: Převážně mutací nebo nadměrnou expresí genu kódujícího InhA (inhA)47 a 

mutací genu katG kódujícího aktivační enzym KatG.46; 49. 

 

 Rifampicin 

Ansamycinová antibiotika.  

Mechanismus účinku: Vazba na β-podjednotku DNA-dependentní RNA polymerasy 

za vzniku stabilního komplexu, čímž dochází k inhibici syntézy nukleových kyselin50. 

Rezistence: V 95 % případů mutace genu rpoB kódujícího β-podjednotku RNA polymerasy 

– zkřížená s ostatními ansamycinovými antibiotiky3; 51; 52. 
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 Ethambutol 

Odvozen od aminoalkoholu, chirální sloučenina, aktivní pouze 

S,S-(+)-isomer. 

Mechanismus účinku: Není dosud plně objasněn. Hlavní 

podíl – inhibice syntézy AG a LAM53; 54, tj. základních složek 

mykobakteriální buněčné stěny, inhibicí různých druhů arabinosyl 

transferas I-III55; 56. Mezi další identifikované cíle ethambulolu patří inhibice synthasy spermidinu57, 

inhibice glukózového metabolismu58, transportu mykolátů59 a syntézy TDM60. 

Rezistence: Mutace genů kódující arabinosyl transferasy I-III, primárně gen embB61. 

 

Antituberkulotika druhé linie 

Antituberkulotika druhé linie hrají důležitou roli v terapii tuberkulózy rezistentní vůči léčivu 

či léčivům první linie, nicméně jejich používání přináší jistá rizika a to především závažných 

nežádoucích účinků a nižší účinnosti ve srovnání s léčivy první linie. V této části bude pouze pro 

úplnost uveden přehled antituberkulotik druhé linie a jejich mechanismus účinku. Bližší informace 

je možné získat například v přehledových článcích62; 63 a doporučení WHO pro terapii resistentních 

forem tuberkulózy64. 

 

 Fluorochinolony (levofloxacin/ofloxacin, moxifloxacin, gatifloxacin): Fluorochinolony 

inhibují mykobakteriální DNA gyrasu (topoisomerasu II), čímž brání sestavení DNA 

po replikaci65.  
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 Aminoglykosidová antibiotika (streptomycin, amikacin, kanamycin): Mechanismus účinku 

je založen na ireverzibilní vazbě aminoglykosidových antibiotik na 16S rRNA v 30S 

podjednotce ribozomu, čímž dochází k inhibici proteosyntézy66; 67. 

 

 

 Kyselina p-aminosalicylová: Mechanismus účinku nebyl plně objasněn, pravděpodobně 

dochází k inhibici syntézy folátů68 či interakci se zpětným vychytáváním železa69. 

    

 

 Oxazolidinony (linezolid): Mechanismus účinku oxazolidinonů je založen na inhibici syntézy 

proteinů vazbou na 23S rRNA v 50S podjednotce ribozomu70.  

 

 Glykopeptidová antibiotika (kapreomycin): Inhibice proteosyntézy vazbou mezi 16S rRNA 

v 30S podjednotce ribozomu a 23S rRNA v 50S podjednotce71. Stejný mechanismus účinku byl 

popsán i u viomycinu72, který aktuálně není zařazen do terapeutických režimů rezistentních 

forem tuberkulózy64. 
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 Cykloserin a terizidon: Cykloserin – cyklický analog alaninu, primárně inhibuje enzym 

D-alanin racemasu, čímž brání syntéze peptidoglykanu73; 74. Minoritně se na celkovém účinku 

cykloserinu podílí inhibice D-alanin:D-alanin ligasy73. V případě terizidonu se jedná 

o zdvojenou molekulu cykloserinu. Mechanismus účinku terizidonu je shodný s mechanismem 

cykloserinu63 

 

 

 Thioacetazon  

Thioacetazon inhibuje cyklopropan-synthasu, čímž brání 

tvorbě cyklopropanového kruhu v distálním řetězci MA, které 

jsou esenciální složkou mykobakteriální buněčné stěny75; 76 

 

3.3.2 Terapeutické režimy 
 

Standardní terapeutické režimy 

Standardní terapeutické režimy vychází z doporučení WHO17; 77, jehož cílem je zabránění 

chyb v preskripci a tím snížení rizika rozvoje rezistence, zvýšení dostupnosti léčiv a zajištění 

srovnatelných podmínek pro pacienty, snížení nákladů na léčbu, vyškolení ošetřujícího personálu 

a v neposlední řadě vyhodnocení dosavadních výsledků terapeutických režimů17. Tabulka 3 uvádí 

přehled doporučeného dávkování antituberkulotik první linie pro dospělé. 

Standardní terapeutické režimy se skládají z dvou fází a to z kratší intenzivní fáze (obvykle 

po dobu 2 měsíců) a následné pokračovací fáze (4 a více měsíců). Během intenzivní fáze je obvykle 

podávána kombinace čtyř léčiv, v pokračovací fázi dvojkombinace. Pro zkrácení zápisu léčiv 
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používaných v daném režimu používá WHO vlastní zkratky (uvedeno v závorkách za jednotlivými 

léčivy), počet měsíců léčby uvádí číslovka před zkratkou17. 

U pacientů s primoinfekcí tuberkulózy citlivé na léčiva první linie by během dvouměsíční 

intenzivní fáze měla být podávaná kombinace INH (H), rifampicinu (R), PZA (Z) a ethambutolu 

(E), tj. zkráceně 2HRZE, následovaná čtyřměsíční pokračovací fází s kombinací INH a rifampicinu 

(4HR). V populacích se známou nebo předpokládanou vysokou mírou rezistence na INH 

by pokračovací fázi měla tvořit kombinace 4HRE17.  

V případě již dříve léčených pacientů by před začátkem léčby měla být stanovena citlivost 

mykobakterií k léčivům první volby (minimálně k INH a rifampicinu). Pokud stanovení citlivosti 

není možné nebo aktuálně dostupné, pacient je léčen režimem 2HRZES/1HRZE/5HRE, 

kde označení S představuje streptomycin17. 

Standardní léčba HIV-pozitivních pacientů s tuberkulózou citlivou na antituberkulotika 

se zásadně neliší od postupů používaných u HIV-negativních pacientů. U nově diagnostikovaných 

HIV-pozitivních pacientů s tuberkulózou je nejdůležitější zahájení léčby antituberkulotiky 

následované léčbou kotrimoxazolem a antiretrovirotiky78, a standardní režim by se měl skládat 

z 2HRZE/4HR případně 2HRZE/4HRE. V případě nově vzniklé tuberkulózy u HIV-pozitivních 

pacientů již léčených antiretrovirotiky je nutné posoudit riziko možných lékových interakcí 

a případně obměnit používaná antiretrovirotika17. 

 

Tabulka 3: Doporučené dávkování antituberkulotik první linie pro dospělé. 

 Doporučená dávka 

 Denní dávka Dávkování 3krát týdně 

 Dávka a 

rozmezí (mg/kg 

tělesné 

hmotnosti) 

Maximální 

dávka (mg) 

Dávka a 

rozmezí (mg/kg 

tělesné 

hmotnosti) 

Denní 

maximální 

dávka (mg) 

INH 5 (4 – 6) 300 10 (8 – 12) 900 

Rifampicin 10 (8 – 12) 600 10 (8 – 12) 600 

PZA 25 (20 – 30) - 35 (30 – 40) - 

Ethambutol 15 (15 – 20) - 30 (25 – 35) - 

Převzato a upraveno z WHO, Treatment of tuberculosis: guidelines - 4th edition. 

WHO/HTM/TB/2009.420., 201017. 

 

Terapie rezistentních forem tuberkulózy 

V případě rezistentní formy tuberkulózy je důležité pro správné nastavení terapie stanovit 

citlivost daného izolátu na antituberkulotika. Pří sestavování individuálního léčebného režimu 

se mimo citlivosti izolovaného kmene hodnotí též věk a celkový zdravotní stav pacienta, 

komorbidity (např. diabetes mellitus a renální insuficience) a koinfekce (HIV). V případě, že nelze 
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z jakéhokoliv důvodu provést testy citlivosti, použijí se standardní postupy založené 

na zkušenostech s terapií u reprezentativní skupiny pacientů79; 80.  

Mimo klasické dělení antituberkulotik na léčiva první a druhé linie, WHO též třídí 

antituberkulotika do pěti skupin na základě účinnosti, zkušeností s používáním a bezpečnosti64, viz 

Tabulka 4.  

 

Tabulka 4: Klasifikace léčiv pro terapii MDR-TB dle WHO.  

1. Skupina – p. o. léčiva první volby 

Isoniazid 

Rifampicin 

Pyrazinamid 

Ethambutol 

Rifabutin 

Rifapentin 

2. Skupina – injekčně podávaná léčiva 

Streptomycin 

Kanamycin 

Kapreomycin 

Amikacin 

3. Skupina – fluorochinolony 

Levofloxacin/Ofloxacin 

Moxifloxacin 

Gatifloxacin 

4. Skupina – p. o. bakteriostatická léčiva 

druhé linie 

Ethionamid 

Protionamid 

Cykloserin 

Terizidon 

Kyselina p-aminosalicylová a její sodná sůl 

5. Skupina – léčiva s omezeným 

množstvím dat týkajících se účinnosti a 

bezpečnosti při dlouhodobém podávání 

v terapii rezistentních forem tuberkulózy 

Bedachilin 

Delamanid 

Linezolid 

Klofazimin 

Amoxicilin/klavulanát 

Imipenem/cilastatin 

Meropenem 

Vysoké dávky isoniazidu (16-20 mg/kg/den) 

Thioacetazon 

Klarithromycin 

Převzato a upraveno z WHO. Companion handbook to the WHO guidelines for the programmatic 

management of drug-resistant tuberculosis. WHO/HTM/TB/2014.11, 201464. 

 

Při výběru léčiv postupuje dle následujících pravidel79; 80: 

 Použití nejméně čtyř různých látek účinných na daný klinický izolát – fluorochinolon + injekčně 

podané léčivo ze skupiny aminoglykosidů + léčivo první volby (dle citlivosti, nejčastěji PZA) + 

léčivo ze 4. skupiny. 

 Výběr léčiv ze skupin 1 až 4 postupovat hierarchicky dle účinnosti. 



30 

 

 Vyhnout se léčivům s nižší bezpečností způsobujícím například závažné nežádoucí účinky 

či těžké alergické reakce. 

 Léčivo z 5. skupiny může být zařazeno pouze v případě, že nelze vybrat 4 léčiva z předchozích 

skupin. 

 Při použití injekčně podávaných léčiv je minimální délka intenzivní fáze 8 měsíců, následující 

fáze 8 – 12 měsíců a celková délka terapie nesmí být kratší než 20 měsíců.  

Optimalizace léčebných režimů spolu s rychlou diagnózou a stanovením citlivosti kmene 

na léčiva první a druhé linie výrazně přispívá k zlepšení klinické odpovědi pacientů na léčbu. 

Pro úspěšnou terapii tuberkulózy vyvolanou rezistentními kmeny je nezbytný pravidelný 

monitoring. Odběry sputa a kultivace by měly být prováděny v měsíčních intervalech, dokud 

nebude pozorována konverze, tj. dvě po sobě jdoucí negativní kultivace odebrané v rozmezí třiceti 

dní. I poté by pacienti měli být sledování ve dvou- až tříměsíčních intervalech80. 

 

3.3.3 Nová antituberkulotika v klinické praxi 
 

Bedachilin 

V roce 2004 byla připravena série diarylchinolinů vykazující 

slibnou in vitro aktivitu vůči Mycobakterium tuberculosis81. Z těchto 

látek byl posléze vybrán derivát označený jako R207910 

(v klinických studií též jako TMC207) – bedachilin, který vykázal 

výbornou aktivitu i vůči MDR a XDR formám tuberkulózy 

s hodnotami MIC v rozmezí od 2 do 60 ng/ml82, bez zkřížené 

rezistence k současně používaným antituberkulotikům první linie83; 

84. Po necelých padesáti letech od registrace rifampicinu 1967 se tak 

bedachilin stal prvním zaregistrovaným antituberkulotikem primárně určeným pro terapii MDR-

TB85. 

Jeho mechanismus účinku je založen na inhibici protonové pumpy mykobakteriální 

adenosintrifosfát (ATP) synthasy, konkrétně se váže na podjednotku c ATP synthasy, což vede 

ke konformačním změnám tohoto enzymu, ztrátě funkce a následně buněčné smrti84; 86. Bedachilin 

prokázal účinnost i na nereplikující se mykobakterie, u nichž je zachována pouze zbytková aktivita 

ATP synthasy, k jejíž inhibici dostačují i nanomolární koncentrace bedachilinu87. Díky této 

sterilizační aktivitě by bedachilin mohl významnou měrou přispět ke zkrácení délky terapie.  

Bedachilin je intenzivně metabolizován cytochromem P450 (CYP3A4), což přináší riziko 

lékových interakcí se současně podávanými induktory nebo inhibitory CYP3A488. Současné 

podávání bedachilinu s induktory CYP3A4 jako jsou například efavirenz a rifamyciny (rifampicin, 

rifampin, rifapentin a rifabutin) může vést k výraznému snížení plasmatických hladin bedachilinu82; 
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88. Na druhou stranu kombinace s inhibitory CYP3A4 (ciprofloxacin, erythromycin, klarithromycin, 

a antiretrovirotika ritonavir a lopinavir) může zvyšovat hladiny bedachilinu a tím i riziko možných 

nežádoucích reakcí88; 89. 

 

Delamanid 

OPC-67683 neboli delamanid patří do skupiny nitroimidazolů, přesněji se jedná o derivát 

odvozený od 6-nitro-2,3-dihydroimidazo[2,1-b]oxazolu. Toto perorálně podávané proléčivo je 

aktivováno pomocí deazaflavin-dependentní nitroreduktasy (Ddn)90 a jeho primární metabolity 

inhibují buněčné dýchání a syntézu methoxy- a keto-MA, tj. hlavních složek mykobakteriální 

buněčné stěny91. Na usmrcení mykobakterií se podílí i oxid dusnatý uvolněný při metabolizaci 

delamanidu91. 

Hodnoty MIC delamanidu vůči kmenům Mycobacterium tuberculosis (včetně rezistentních 

forem) se pohybují v rozmezí od 6 do 24 ng/ml91. In vitro aktivita byla pozorována i vůči atypickým 

mykobakteriím – Mycobacterium kansasii a M. bovis91. Delamanid navíc vykazuje sterilizační 

aktivitu a synergické působení s rifampicinem a ethambutolem91; 92. V kombinaci 

s antituberkulotiky první volby nebyla pozorována zkřížená rezistence ani antagonistické 

působení92.  

Delamanid má dlouhý biologický poločas (možnost intermitentního podávání) a navíc není 

metabolizován prostřednictvím cytochromu P450, což umožňuje jeho použití v terapii tuberkulózy 

u HIV-pozitivních pacientů (pozn. antiretrovirotika indukují, anebo jsou metabolizována enzymy 

cytochromu P450)91.  

V dubnu 2014 byl delamanid zařazen na seznam základních léčiv používaných pro terapii 

plicní formy MDR-TB v případech, kdy nelze použít standardní léčebné režimy93  

 

 

 

Pretomanid 

Pretomanid (v klinických studiích označovaný jako PA-824) patří do skupiny nitroimidazolů, 

přesněji se jedná o látku odvozenou od 6-nitro-6,7-dihydro-5H-imidazo[2,1-b]oxazinu. Stejně jako 

delamanid je pretomanid proléčivem, které vykazuje dobrou aktivitu vůči kmenům Mycobacterium 

tuberculosis (včetně rezistentních kmenů, MIC v rozmezí od 15 do 250 ng/ml) a sterilizační 
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aktivitu. V kombinaci se současně používanými antituberkulotiky nebyla pozorována zkřížená 

rezistence94; 95.  

Mechanismus účinku je založen na inhibici syntézy MA esenciálních pro syntézu 

mykobakteriální buněčné stěny91. Tento mechanismus účinku nicméně nevysvětluje účinek 

na nereplikující se mykobakterie, které v anaerobních podmínkách syntetizují mykoláty pouze 

v omezeném množství96. Stejně jako delamanid, je i pretomanid aktivován prostřednictvím Ddn 

za vzniků tří metabolitů. Hlavním metabolitem je des-nitro pretomanid, při jehož vzniku dochází 

mimo jiné k uvolnění oxidu dusnatého90; 96. A právě uvolnění oxidu dusnatého se významnou měrou 

podílí na inhibici nereplikujících se mykobakterií, tj. sterilizační aktivitě96. Nutnost aktivace 

prostřednictvím Ddn přináší též riziko rozvoje rezistence. V případě pretomanidu bylo izolováno 

183 rezistentních kmenů Mycobacterium tuberculosis, u nichž se v 83 % vyskytovala jednoduchá 

mutace jednoho z genů kódujících Ddn (ddn) nebo enzymy podílející se na syntéze deazaflavinu 

(geny fgd, fbiA, fbiB a fbiC). V důsledků mutace dochází ke změně katalytické domény potřebné 

pro aktivaci pretomanidu97.  

Aktuálně probíhají klinické studie, které se zabývají účinností a bezpečností pretomanidu 

v kombinované terapii tuberkulózy. Ve třetí fázi klinického testování se nachází kombinace 

pretomanidu, moxifloxacinu a PZA. Výsledky druhé fáze naznačují, že je tato kombinace bezpečná 

a dobře tolerovaná pacienty. Ve srovnání se standardní terapií HRZE u tuberkulózy vyvolané 

mykobakteriemi citlivými na tato antituberkulotika vykázala kombinace pretomanidu, 

moxifloxacinu a PZA výrazně vyšší baktericidní aktivitu během prvních osmi týdnů užívání. 

Podobných výsledků bylo dosaženo i u MDR kmenů Mycobacterium tuberculosis98.  

 

3.3.4 Antituberkulotika v preklinických a klinických studiích 
 

Ačkoliv došlo za posledních 25 let k výraznému poklesu incidence tuberkulózy, největší 

problém stále představuje nárůst pacientů s rezistentními formami tuberkulózy a HIV koinfekce2. 

Nová antituberkulotika by měla splňovat následující čtyři hlavní požadavky82: 

 Zkrácení doby léčby (aktivita i vůči nereplikujícím se mykobakteriím, synergické působení 

s jinými antituberkulotiky). 

 Zvýšení adherence pacienta k léčbě – intermitentní podávání léčiv, minimum nežádoucích 

účinků a lékových interakcí. 

 Zavedené léčiv s novým mechanismem účinku k zajištění aktivity i vůči rezistentním kmenům 

Mycobacterium tuberculosis. 

 Snížení incidence latentních forem tuberkulózy pomocí kratších a bezpečnějších terapeutických 

režimů. 
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K identifikaci nových cílů působení antituberkulotik výraznou měrou přispělo sekvenování 

genomu Mycobacterium tuberculosis H37Rv, které napomohlo rozpoznání jednotlivých genů 

a jejich funkcí99. Detailnější popis možných cílů zásahu přesahuje rámec disertační práce. Shrnutí 

dosavadního pokroku v oblasti hledání nových antituberkulotik nabízí přehledový článek z roku 

2015100. 

Tabulka 5 přináší aktuálních přehled sloučenin v různých fázích preklinického a klinického 

hodnocení. Mezi tyto látky patří jednak nové deriváty připravené obměnou struktury používaných 

antituberkulotik, dále pak sloučeniny ze zcela nových chemických skupin, ale také léčiva 

registrovaná v jiných indikacích. 

 

Tabulka 5: Přehled látek v preklinických a klinických studiích, aktualizováno v květnu 2016.  

Preklinické 

studie 

Klinické studie 

Fáze I Fáze II Fáze III 

 TBI-166 

(Klofazimin) 

 CPZEN-45 

 SQ609 

 1599 

 PBTZ 169 

 BTZ043 

 Q203  Sutezolid 

 SQ109 

 Vysoké dávky 

rifampinu 

 Levofloxacin 

Kombinace 

 Bedachilin, 

pretomanid, PZA 

Kombinace: 

 Bedachilin + optimalizovaný 

základní režim pro MDR-TB 

 Delamanid + optimalizovaný 

základní režim pro MDR-TB 

 Rifapentin + moxifloxacin 

 Pretomanid + moxifloxacin + PZA 

Převzato a upraveno z Working Group on New TB Drugs, Drug Pipeline. 2016101. 

 

Benzothiazinony - BTZ043 a PBTZ 169 

Novou skupinu látek se slibnou antimykobakteriální aktivitou představují benzothiazinony. 

Vlastní mechanismus účinku těchto látek je založen na inhibici dekaprenylfosforyl-β-D-ribóza-

2'-epimerasy, která je potřebná pro syntézu dekaprenylfosfoarabinózy, tj klíčového prekurzoru 

arabinanu (jedna z hlavních složek mykobakteriální buněčné stěny)102-104. Vůdčí strukturou 

benzothiazinonu se stala látka BTZ043 se slibnou aktivitou i vůči rezistentním kmenům 

Mycobacterium tuberculosis103; 105. V kombinaci s INH, rifampinem, ethambutolem, bedachilinem, 

pretomanidem, moxifloxacinem, meropenem (bez klavulanátu) a SQ-109 nebylo pozorováno 

antagonistické působení, a v případě kombinace s bedachilinem byl pozorován synergický efekt102. 

PBTZ 169 je zástupcem novější generace benzothiazonů, které se vyznačují lepší rozpustností, 

rychlejší absorpcí a lepší účinnosti než BTZ043 in vitro i in vivo na myším modelu tuberkulózy104. 

Aktuálně se obě látky nachází v preklinických studiích. 
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Kaprazamyciny - CPZEN-45 

Kaprazamyciny patří mezi nové nukleosidová antibiotika izolovaná ze Streptomyces sp106 

účinná na Gram-pozitivní bakterie a mykobakterie107. Kaprazamyciny inhibují translokasu I 

(MraY), která je zapojena do syntézy peptidoglykanu, tj. esenciální složky bakteriální buněčné 

stěny107. 

Při studiu vztahů mezi strukturou a účinkem (SAR) byla určena základní část molekuly – 

kaprazen – nezbytná pro zachování antimykobakteriální aktivity108. Následnou modifikací 

kaprazenu byla připravena série semi-syntetických derivátů, z nichž se jako nejslibnější derivát jeví 

CPZEN-45108. Ve srovnání s kaprazamyciny má CPZEN-45 užší spektrum účinku, což je dáno 

především jiným mechanismem účinku. CPZEN-45 inhibuje N-acetylglukosamin-

1-fosfotransferasu, která je nezbytná pro iniciaci syntézy mykobakteriální buněčné stěny107. 

CPZEN-45 se aktuálně nachází v preklinické fázi testování. In vitro byla pozorována aktivita 

i na nereplikující se mykobakterie, in vivo i na XDR kmeny Mycobacterium tuberculosis109. 

   

 

Analoga spektinomycinu - 1599 

Spektinomycin patří mezi antibiotika dříve používaná v terapii gonorey, jehož mechanismus 

účinku je založen na inhibici translace, čímž inhibuje syntézu proteinů110. Jeho antimykobakteriální 

aktivita je nicméně zanedbatelná. Semi-syntetická analogy spektinomycinu vykázaly slibnou 

aktivitu i vůči MDR a XDR kmenům Mycobacterium tuberculosis a nebyla u nich pozorována 

zkřížená rezistence s běžně užívanými antituberkulotiky první a druhé linie111. Mechanismus 

účinku, stejně jako u spektinomycin, spočívá v inhibici translace u bakterií (neinhibují translaci 

v savčích buňkách). Vůdčí strukturou je látka označován 1599, která kromě aktivity vůči 



35 

 

rezistentním kmenům vykázala in vivo aktivitu vůči latentním formám tuberkulózy, tj. sterilizační 

aktivitu111.  

 

Riminofenaziny - TBI-166 

Základní látku skupiny riminofenazinů představuje klofazimin (původně připravený 

jako barvivo), slibné léčivo zkracující celkovou dobu terapie u MDR forem tuberkulózy112. 

Nicméně jeho podáváním dochází k akumulaci v orgánech a tukové tkáni, a následné změně barvy 

pokožky. Tento nežádoucí účinek se podařilo odstranit přípravou méně lipofilních derivátů, z nichž 

TBI-166 prokázal vyšší in vitro aktivitu než klofazimin vůči replikujícím se mykobakteriím 

i rezistentním kmenům113; 114. Aktuálně se TBI-166 nachází v preklinické fázi testování, přesný 

mechanismus účinku není znám. 

 

 

Dipiperidiny - SQ609 

Mezi další slibné sloučeniny v preklinické fázi testování patří dipiperidinový derivát SQ609, 

který byl vybrán na základě in vitro a in vivo testování115. Mechanismus účinku dipiperidinových 

derivátů nebyl přesně objasněn, pravděpodobně interferují se syntézou mykobakteriální buněčné 

stěny116. 

  

 

Imidazopyridiny - Q203 

Vedoucí sloučeninou této skupiny látek je Q203, která byla připraven optimalizací struktury 

imidazo[1,2-a]pyridin-3-karboxamidu. Jak bylo zjištěno, amidová část molekuly je důležitá 

pro zachování aktivity vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv a zlepšení biologické dostupnosti 

látky117. Mechanismus účinku spočívá v zásahu do dýchacího řetězce, konkrétně ve vazbě 



36 

 

na b podjednotku komplexu cytochromu bc1. Inhibicí tohoto komplexu dochází k následně inhibici 

syntézy ATP118.  

Dle výsledků studií Q203 inhibuje růst MDR i XDR kmenů Mycobacterium tuberculosis 

(klinické izoláty) a to v nanomolárních koncentracích118. Na myším modelu tuberkulózy byla 

pozorována účinnost v dávkách nižších než 1 mg/kg118. Q203 se aktuálně nachází v I fázi 

klinického testování a stala se předlohou sloučeninou pro optimalizaci strukury117. 

 

Oxazolidinony - sutezolid 

Sutezolid (PNU-100480) patří stejně jako linezolid mezi oxazolidinony. Mechanismus 

účinku oxazolidinonů je založen na inhibici syntézy proteinů vazbou na 23S rRNA v 50S 

podjednotce ribozomu70. Sutezolid a linezolid vykázali in vitro pouze bakteriostatický účinek 

na replikující se mykobakterie, nicméně v případě nereplikujících se mykobakterií účinek 

baktericidní. Ve srovnání s linezolidem byla pozorována výrazně vyšší aktivita sutezolidu in vivo 

na myším modelu latentní tuberkulózy119. Vyšší aktivita ve srovnání s linezolidem byla pozorována 

i v případě rezistentních kmenů Mycobacterium tuberculosis120. Po perorálním podání je sutezolid 

rychle oxidován na aktivní metabolit (PNU-101603), jehož aktivita je výrazně nižší ve srovnání 

s parentní látkou121. Sutezolid byl velmi dobře tolerován jak ve fázi I klinického hodnocení 

na zdravých dobrovolnících122, tak ve  fázi II na pacientech s tuberkulózou123. 

 

 

Ethylendiaminy - SQ109 

Ethylendiaminy patří mezi strukturní analoga ethambutolu124 a SQ109 byl vybrán jako 

neslibnější látka ze série 69 derivátů125. Na rozdíl od ethambutolu jeho mechanismus účinku spočívá 

v inhibici MmpL3, membránového transportéru pro TMM. Následkem toho dochází k hromadění 

TMM (prekurzor TDM) v cytosolu, neprobíhá syntéza TDM a nedochází k vazbě mykolátů na AG 

v buněčné stěně126. V nedávné době bylo zjištěno, že SQ109 a jeho analoga inhibují též syntézu 

vitaminu K, transport elektronů, buněčné dýchání a syntézu ATP, ovlivňují pH gradient 

a membránový potenciál potřebný pro membránový transport127. Mnohé z těchto cílů byly 

identifikovány i u dalších druhů bakterií, hub a Plasmodium falciparum127. V in vitro studiích bylo 

pozorováno synergické působení mezi SQ109 s rifampinem, bedachilinem a sutezolidem128; 129. 

V časné fázi klinického hodnocení (fáze IIa) byl SQ109 dobře tolerován pacienty s tuberkulózou, 

nicméně nebyl pozorován baktericidní efekt samostatně podávaného SQ109 ani synergický efekt 

v kombinaci s rifampicinem130.  
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Ve druhé fázi klinického testování se aktuálně nachází i rifampicin, u kterého aktuálně 

probíhá hodnocení podávání ve vysokých dávkách 131. V in vitro i in vivo studiích bylo potvrzeno, 

že podávání vyšších dávek zvyšuje baktericidní a sterilizační aktivitu rifampicinu, a přispívá 

ke zkrácení délky terapie131; 132. Dle dosavadních výsledků klinického hodnocení lze usoudit, 

že podávání rifampicinu v dávkách 35 mg/kg u pacientů s tuberkulózou citlivou na 

antituberkulotika je bezpečné a podávaná dávka byla dobře tolerována pacienty133. Ve srovnání se 

standardní dávkou rifampicinu, tj. 10 mg/kg, byl při dávce 35 mg/kg pozorován výrazný pokles 

počtu jednotek tvořících kolonie na mililitr sputa133.  

Aktuálně též probíhá druhá fáze klinického testování v případě levofloxacinu (schválený 

WHO pro kombinovanou terapie rezistentních forem tuberkulózy64), která má za cíl určit optimální 

dávkovací algoritmus k dosažení maximální účinnosti a bezpečnosti levofloxacinu (výsledky 

nebyly doposud publikovány).  

V současné době se ve fázi III klinického hodnocení nachází především kombinace nově 

zavedených léčiv se standardizovanými režimy pro léčbu MDR forem tuberkulózy (bedachilin 

nebo delamanid) nebo antituberkulotiky první a druhé linie (pretomanid + moxifloxacin + PZA)101.  

Jednu z možností prevence rozvoje tuberkulózy představuje i vakcinace BCG vakcínou 

(atenuovaný kmen Mycobacterium bovis), která ovšem vykazuje nedostatečnou účinnost zejména 

proti rozvoji plicních forem tuberkulózy u dospělých a dospívajících. Ve snaze o zefektivnění 

vakcinace byla připravena řada vakcín, z nichž 13 se aktuálně nachází v různých fázích klinického 

vývoje134. 

Mimo samotný vývoj nových antituberkulotik a vakcín je důležitá i prevence rozvoje 

rezistentních forem tuberkulózy a to především přesným určením citlivosti kmene na 

antituberkulotika, dodržováním standardních terapeutických režimů a důsledným sledováním 

odezvy pacienta na terapii. 
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3.4 Pyrazinamid 
 

PZA, analog nikotinamidu, patří mezi antituberkulotika první volby a 

tvoří důležitou součást terapeutických režimů zejména z důvodu sterilizační 

aktivity a účinnosti v kyselém prostředí135. Usmrcuje nereplikující se 

mykobakterie, které přežívají uvnitř makrofágů136; 137, a v kombinaci s INH 

a rifampicinem přispívá ke zkrácení délky terapie na šest měsíců (u kmenů 

citlivých na tyto antituberkulotika)11; 137.  

 

3.4.1 Mechanismus účinku 
 

Ačkoliv byla antituberkulotická aktivita PZA objevena již v roce 1952 a posléze byl PZA 

zaveden do terapie tuberkulózy, jeho přesný mechanismus účinku nebyl až do nedávné doby 

známý138; 139. Původní hypotéza předpokládala nespecifický mechanismus účinku, kdy PZA jakožto 

proléčivo podléhá po vstupu do mykobakteriální buňky enzymatické konverzi na kyselinu 

pyrazinkarboxylovou (POA), tj. vlastní účinnou látku140. Přibližně od roku 2000 se objevilo několik 

teorií popisujících možný specifický účinek PZA a POA. Jednotlivé teorie jsou popsány níže 

v textu.  

Schéma 1: Konverze PZA na POA. 

 

 

Nespecifický mechanismus účinku 

PZA vstupuje pasivní difuzí do mykobakteriální buňky, kde je působením 

nikotinamidasy/pyrazinamidasy (PncA) následně konvertován na POA (pKa = 2.9)141. Převážně 

efluxním mechanismem a pasivní difuzí vystupuje POA vně buňky do extracelulárního prostoru 

a pokud je toto prostředí kyselé (například pH = 5,5), malá část POA přijímá proton a stává 

se HPOA (nedisociovaná forma)142. V této formě HPOA snadno proniká pasivní difuzí do 

intracelulárního prostoru. Pasivní difuze HPOA převažuje nad nedostatečným efluxním 

mechanismem, což vede ke kumulaci POA uvnitř buňky. HPOA vnáší do cytoplasmy protony, což 

vede k jejímu okyselení a inhibici enzymů životně důležitých pro přežití mykobakterie. Navíc 

změna pH gradientu negativně ovlivňuje membránový transport, což vede k inhibici syntézy 

proteinů a RNA141; 142, viz Obrázek 6. 
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Aktivita PZA je silně závislá na pH okolního prostředí a narůstá s aciditou. Pokud je však 

pH extracelulárního prostoru neutrální až alkalické, dochází ke kumulaci POA vně buňky, 

což vysvětluje aktivitu PZA pouze v kyselém prostředí a ne při neutrálním pH137.  

Nespecifický účinek PZA/POA je v případě Mycobacterium tuberculosis závislý 

na nedostatečném efluxním mechanismu pro POA. Perzistující mykobakterie s nízkou 

metabolickou aktivitou mají navíc nedostatek energie pro eflux POA, čímž se zvyšuje jejich 

citlivost k PZA/POA137. Navíc některé látky snižující energetický metabolismus mykobakterie 

zvyšují účinek PZA141; 143. Tento efekt je specifický pro PZA a byl popsán například 

u N,N´-dicyklohexylkarbodiimidu (DCCD), rotenonu, valinomycinu, dinitrofenolu, kyanidu 

a azidů141; 143. Zvýšení aktivity PZA in vitro bylo pozorováno i po snížení energetického 

metabolismu kultivací v substrátově chudém médiu, při nižších teplotách (15 – 25 °C) či 

v anaerobních podmínkách 144; 145. 

 

Obrázek 6: Konverze PZA na POA, nespecifický mechanismus účinku POA a inhibice trans-

translace.  

 

Membránový transport PZA (A); konverze PZA na POA (B); konverze POA na HPOA v kyselém 

prostředí (C); přestup HPOA do mykobakterie, acidifikace cytoplasmy a porucha membránové 

funkce (D); inhibice trans-translace vazbou POA na RpsA (E). Převzato z Miotto et al.146. 
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Specifický mechanismus účinku 

 Synthasa mastných kyselin I  

Synthasa mastných kyselin I (Fatty Acid Synthase I, FAS I) je komplex enzymů podílejících 

se na syntéze vyšších mastných kyselin s dlouhým řetězcem (C16 – C24/26) z acetylkoenzymu A 

(acetyl-CoA) a malonyl-CoA147. Vyšší mastné kyseliny jsou dále využívány k syntéze základních 

složek mykobakteriální buněčné stěny13.  

Nejprve byla inhibice FAS I navržena jako mechanismus účinku pro 5-chlorpyrazin-2-

karboxamid (5-Cl-PZA)148. Zimhony et al.148 identifikovali gen fas1 kódující FAS I, který byl 

zodpovědný za rozvoj rezistence k 5-Cl-PZA u Mycobacterium avium, M. bovis BCG i M. 

tuberculosis. V případě kmene Mycobacterium tuberculosis byla inhibice FAS I posléze potvrzena 

jako specifický cíl jak pro PZA tak i POA148. Avšak studie na izolovaném enzymu nepotvrdila PZA 

jako inhibitor FAS I149. Nicméně v roce 2007 Ngo et al.147 potvrdil FAS I jako specifický cíl 

pro PZA a POA, a zároveň také popsal vztah mezi inhibicí FAS I a koncentrací PZA a POA 

(se vzrůstající koncentrací se zvyšovala míra inhibice FAS I, platí i pro 5-Cl-PZA).  

Autoři studií se dále zabývali inhibiční aktivitou různých derivátů PZA a POA. Především 

se jednalo o analoga 5-Cl-PZA a estery POA (POE, např. n-propylester, nehalogenované POE, 

5-chlor-POE, 5-fluor-POE)147; 150. Ze studovaných látek vykázaly nejsilnější inhibiční aktivitu 

(výrazně převyšující PZA a POA) halogenované estery POA (5-fluor-POE, následované 5-chlor-

POE) a nehalogenované POE147.  

Sayahi et al.151 publikoval v roce 2011 studii, ve které pomocí NMR potvrdil vazbu PZA 

i POA na izolovanou FAS I a určil vazebné místo PZA. Přesné vazebné místo pro POA nebylo 

určeno, nicméně na základě výsledků bylo stanoveno, že PZA i POA inhibují FAS I odlišným 

mechanismem. PZA soutěží s NADPH (kofaktor FAS I) o vazebné místo, které se pravděpodobně 

nachází v katalytické doméně β-ketoacyl reduktasy a/nebo β-enoyl reduktasy (dvě ze sedmi 

podjednotek FAS I)151. Stejný mechanismus inhibice, tj. kompetice s NADPH o vazebné místo na 

FAS I, bylo potvrzeno i pro 5-Cl-PZA152.  

 

 Ribosomální protein S1 

V roce 2011 byl publikován nový specifický cíl pro POA a to ribosomální protein S1 

(RpsA)153, který zprostředkovává vazby mezi ribozomem a tmRNA. POA se váže na C-konec RpsA 

(30S podjednotka)154, čímž dochází k inhibici trans-translace nezbytné pro syntézu proteinů.  

Trans-translace hraje zásadní roli v kontrole kvality syntézy proteinů, a je důležitá 

pro životaschopnost buňky a odpověď na stres155. Trans-translace se aktivuje při předčasném 

ukončení elongace proteinů, pomocí ribonukleoproteinového komplexu (tmRNP) uvolňuje mRNA 

z ribozomu a podílí se na degradaci vzniklého defektního proteinu156. Komplex tmRNP je tvořen 

transferovou-mediátorovou RNA (tmRNA),  malým proteinem SmpB, elongačním faktorem Tu 

a ribozomálním proteinem S1156. Poté co dojde k uvolnění mRNA z ribozomu, tmRNA se váže 
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na její místo a stává se předlohou pro translaci. Při následné translaci tmRNA vnáší do defektního 

proteinu značku (sekvence aminokyselin), čímž je vzniklý protein určen k degradaci156.  

Inhibicí trans-translace u nereplikujících se mykobakterií lze vysvětlit schopnost PZA 

eradikovat i perzistující mykobakterie, které mají nedostatek ribozomů a zachování proteosyntézy 

je zásadní pro jejich přežití153. Trans-translace je důležitá zejména při stavech, které mohou vést 

k častějším chybám při proteosyntéze. Takto je možné vysvětlit jak některé stresové stavy (kyselé 

pH, hypoxie, látky negativně ovlivňující metabolismus a jiné léky) mohou potencovat aktivitu 

PZA11; 141. 

 

 Fosforibosyl transferasa kyseliny chinolinové 

Již dříve byla vyslovena domněnka, že by se PZA jakožto analog nikotinamidu mohl podílet 

na biosyntéze NAD+, což by teoreticky mohlo vést k inhibici některých enzymů této metabolické 

dráhy nebo k syntéze nefunkčních analogů. Nicméně tato domněnka nebyla prokázána157. 

Mykobakterie jsou navíc kromě biosyntézy NAD+ z nikotinamidu (či nikotinové kyseliny) schopné 

syntetizovat NAD+ de novo z aminokyselin158.  

Fosforibosyl transferasa kyseliny chinolinové (QAPRTasa) představuje klíčový enzym 

v de novo syntéze NAD+159. QAPRTasa katalyzuje syntézu mononukleotidu kyseliny nikotinové 

(NAMN) z kyseliny chinolinové a 5-fosforibosyl-1-pyrofosfátu159, a již dříve byla studována jako 

možný cíl nových antituberkulotik160. V roce 2014 byla publikována studie popisující inhibici 

katalytické aktivity izolované mykobakteriální QAPRTasy pomocí PZA (analog kyseliny 

chinolinové)161. Mechanismus účinku je pravděpodobně založen na vazbě PZA do vazebného místa 

pro chinolinovou kyselinu. V případě POA nebyla zaznamenána žádná inhibiční aktivita161. 

Na základě výsledků této studie byl identifikován další specifický cíl pro PZA - QAPRTasa. 

 

 

 

 Aspartát dekarboxylasa 

Aspartát dekarboxylasa (PanD) byla identifikována jakožto možný cíl POA na základě studia 

kmenů rezistentních na PZA bez mutace genů pncA i rpsA. U těchto kmenů byla pomocí 

sekvencování genomu objevena mutace panD12. PanD se podílí na syntéze β-alaninu, který je 

prekurzorem pro panthotenát a syntézu CoA12. Shi et al.162 v roce 2014 publikoval studii, ve které 

popsal příčinnou souvislost mezi mutací genu panD a rezistencí na POA u kmenů bez mutace pncA 



42 

 

a rpsA. Popsána byla též inhibice mykobakteriální PanD pomocí POA (v terapeuticky relevantních 

koncentracích 25 – 200 µg/ml), nicméně tento enzym nebyl inhibován ani PZA, 

ani nikotinamidem162. Na základě těchto výsledků byla PanD navržena jako nový specifický cíl 

pro POA. 

 

3.4.2 Mechanismus rezistence na PZA 
 

V roce 1996 byla prokázána spojitost mezi genem pncA kódujícího enzym 

nikotinamidasu/pyrazinamidasu a rezistencí Mycobacterium tuberculosis na PZA163. Následně bylo 

zjištěno, že mutace genu pncA představuje hlavní mechanismus rezistence na PZA (přibližně 

u 72 – 97 % kmenů Mycobacterium tuberculosis)11; 164; 165. Mimo konverze PZA na POA je 

pro nespecifický mechanismus účinku důležitý určitý poměr mezi efluxem POA 

do extracelulárního prostoru a přestupem HPOA zpět do intracelulárního prostoru142. Jak bylo 

zjištěno, účinnost efluxního systému je variabilní, nicméně u kmenů Mycobacterium tuberculosis 

citlivých na PZA se nachází v určitém rozmezí. Izolované kmeny Mycobacterium tuberculosis 

s hodnotami efluxu POA nižšími než toto rozmezí byly rezistentní na PZA166. Na druhou stranu, 

u kmenů přirozeně rezistentních na PZA (například Mycobacterium smegmatis) byly pozorovány 

hodnoty efluxu až 900krát vyšší než u Mycobacterium tuberculosis166. 

S objevem nového specifického cíle pro POA (protein RpsA), byla posléze objevena i mutace 

genu rpsA (Rv1630) kódujícího tento protein. V důsledku mutace dochází ke změně vazebného 

místa pro POA na C-konci proteinu a tím k zprostředkované rezistenci na PZA11; 154. 

Dále byly izolovány kmeny rezistentní na PZA bez mutace genů pncA i rpsA11; 12. Pomocí 

sekvencování genomu byl jako cíl mutace stanoven gen panD, které kóduje PanD. 

Mezi identifikované mutace u PZA-resistentních kmenů patří také mutace genu hadC kódující 

β-hydroxyacyl-ACP dehydratasu zapojenou do elongace mykolových kyselin12; 167. Tato mutace 

vede primárně ke ztrátě virulence mykobakterií167, tudíž se nepředpokládá, že by měla přímou 

spojitost s rozvojem PZA-rezistence12. 

 

3.4.3 Deriváty pyrazinamidu s antimykobakteriální aktivitou 
 

Tato kapitola bude věnována derivátům připraveným chemickou obměnou molekuly PZA či 

POA, u kterých byla hodnocena antimykobakteriální aktivita a byly publikovány od roku 2011. 

Předchozí období, tj. látky publikované do roku 2010 včetně, ve své disertační práci detailně popsal 

doktor Zitko168. Pomineme-li deriváty připravené pracovní skupinou prof. Doležala na Katedře 

farmaceutické chemie a kontroly léčiv (bude diskutováno v jiné části této disertační práce, kapitoly 
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5.1 a 5.2), bylo od roku 2011 publikováno jen malé množství sloučenin, které ve srovnání s PZA 

vykazují vyšší antimykobakteriální aktivitu.  

 

Jednoduché substituce pyrazinového jádra 

Během posledních 5 let byly publikovány jednoduché deriváty PZA vzniklé zavedením 

halogenu/halogenů na pyrazinové jádro. Zavedení fluoru do polohy 3 (1) nevedlo k výraznému 

zvýšení in vitro antimykobakteriální aktivity vůči Mycobacterium tuberculosis 

(MIC = 12,5 μg/ml)169 v porovnání s PZA (běžně udávané hodnoty MIC = 12,5 – 25 μg/ml)170. 

Dále byla připravena série 6-halogen derivátů odvozených od 3,5-dichlorpyrazin-2-karboxamidů 

(2), z nichž nevyšší aktivitu i vůči MDR kmenu Mycobacterium tuberculosis vykázaly deriváty 

substituované v poloze 6 jódem171.  

 

 

Substituce karboxamidové funkce 

V roce 2012 byla publikovaná série 17 anilidů kyseliny pyrazinkarboxylové 

monosubstituovaných na fenylovém jádře (3), nicméně pouze 9 sloučenin nemělo dříve popsanou 

in vitro antimykobakteriální aktivitu172. Žádný z těchto derivátů nevykázal antimykobakteriální 

aktivitu (MIC > 100 μg/ml). V témže roce byla publikována i série na pyridinovém jádře 

substituovaných N-pyridin-2-yl-pyrazin-2-karboxamidů (4). Pouze N-(4-chlorpyridin-

2-yl)pyrazin-2-karboxamid vykázal aktivitu srovnatelnou s PZA (MIC = 6.25 μg/ml)173.  

 

 

 

23 sloučenin obecné struktury (5) bylo připraveno reakcí hydrazidu POA se substituovanými 

benzaldehydy a následnou kondenzací vzniklého hydrazonu s kyselinou thioglykolovou174. 

Hodnoty MIC vůči nereplikujícím se kmenům Mycobacterium tuberculosis H37Ra a M. bovis BCG 

se pohybovaly v rozmezí od 25 – 30 μg/ml pro M. tuberculosis a 8 – 30 μg/ml, pro M. bovis. Na 

základě dockingových studií autoři předpokládají, že by možným cílem těchto derivátů mohl být 

podobně jako v případě benzothiazinonů104 enzym dekaprenylfosforyl-β-D-ribóza-2'-epimerasa.  
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Hybridní molekuly 

Jednou z možných modifikací struktury je příprava hybridních molekul (označovaných též 

jako zdvojené molekuly, v anglické literatuře pak jako codrugs nebo mutual prodrugs), 

které vznikají spojením dvou farmakologicky účinných látek, často se synergických efektem175. 

U těchto látek se předpokládá zvýšení biodostupnosti a stability, zesílení terapeutického efektu 

či snížení nežádoucích účinků 175-177.  

Modifikací karboxamidové skupiny 3,5-dichlor-6-jodpyrazin-2-karboxamidu byly 

připraveny deriváty s vynikající antimykobakteriální aktivitou i vůči MDR kmenu Mycobaterium 

tuberculosis171. Nejslibnější aktivitu vykázal derivát (6), ve kterém je na PZA fragment 

methylenovým můstkem vázána molekula strukturně blízká gatifloxacinu. Vyšší aktivita ve 

srovnání s PZA může být tedy vysvětlena štěpením amidové vazby a uvolněním dvou aktivních 

molekul. 

 

Mycobacterium tuberculosis: 

 MIC = 0,3 µg/ml 
 

MDR kmen: 

 MIC =  0.1 µg/ml 

 

Reakcí methylesteru kyseliny pyrazinkarboxylové s diaminy byla připravena série derivátů 

obsahujících dva pyrazinamidové fragmenty propojené různě dlouhým alkylenovým řetězcem (7) 

případně cyklohexanem (8)172. Aktivitu těchto derivátů se nicméně nepodařilo stanovit z důvodu 

špatné rozpustnosti látek v testovacím médiu. 

 

 



45 

 

POA je in vivo neúčinná a to kvůli nevýhodným farmakokinetickým vlastnostem, které byly 

alespoň z části odstraněny přípravou lipofilnějších esterů s krátkým alkylovým řetězcem178; 179. 

Nicméně hlavním problémem esterů zůstává nedostatečná stabilita v plazmě. Proto byly připraveny 

estery odvozené od terciárních alkoholů, u nichž dochází k sterickému chrání esterové vazby 

a zpomalení hydrolýzy180. Zvýšení stability v plasmě bylo pozorováno i u esterů s dlouhým 

alkylovým řetězcem (například u dodecylpyrazinoátu)181. Přípravou derivátů s lepšími 

farmakokinetickými vlastnostmi se zabývali i Segretti et al.182, nicméně zdvojení molekuly POA, 

kdy jednotlivé fragmenty jsou vzájemně propojeny ethylenovým (9) a propylenovým (10) můstkem 

nevedlo k dalšímu zvýšení aktivity oproti jednoduchým esterům POA s krátkým alkylovým 

řetězcem. Dle autorů by k dalšímu zvýšení aktivity mohlo dojít prodloužením spojovacího 

alkylenového řetězce. 

 

 

Krátký et al.183-185 publikovali sérii derivátů vzniklých spojením antimykobakteriálně 

účinných salicylanilidů a POA (11). In vitro aktivita těchto látek vůči Mycobacterium tuberculosis 

se pohybovala v rozmezí MIC 0,5 – 8 μmol/l a 1 – 32 μmol/l vůči M. avium a M. kansasii. 

Nejúčinnější deriváty navíc vykazovaly slibnou aktivitu i vůči MDR kmenům M. tuberculosis (MIC 

0,125 – 2 μmol/l). Nárůst antimykobakteriální aktivity autoři přisuzují aditivnímu či synergickému 

efektu POA a salicylanilidu uvolněných po hydrolýze esterové vazby183. U těchto derivátů byla 

navíc pozorována aktivita vůči Gram-pozitivním bakteriím včetně MRSA v řádu jednotek či desetin 

μmol/l185 a částečná inhibice izolované isocitrát lyasy183, tj. enzymu nezbytného pro metabolismus 

mastných kyselin a faktorů virulence186. 

 

 

 

Mimo kombinace sloučenin se známou antimykobakteriální aktivitou byly připraveny 

deriváty (12, 13) kombinující antivirotikum lamivudin a POA187. Nicméně u těchto derivátů nebyl 
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pozorován výrazný nárůst aktivity vůči Mycobacterium tuberculosis (MIC =  5 µg/ml) a autoři 

publikace se dále nezabývali stabilitou těchto látek. Na základě velikosti finální molekuly je velice 

nepravděpodobné, že by docházelo ke štěpení amidové vazby působením mykobakteriální PncA. 

Kavita, do které se váže PZA či substrát, je poměrně malá (velikost 10 Å × 7 Å). Štěpený substrát 

musí být správně orientován do katalytického místa, které se nachází na dně kavity a je tvořeno 

zbytky třech aminokyselin – lysin 96 (Lys96), kyselina asparagová 8 (Asp8) a cystein 138 

(Cys138)188. Amidová vazba bude navíc stabilizovaná konjugací volného elektronového páru 

amidového dusíku s aromatickým jádrem. Z tohoto pohledu se zdá být kombinace lamivudinu 

a PZA nevýhodná. 

 

 

 

Obměny karboxamidové funkce 

1,3,4-Oxadiazoly a 1,2,4-oxadiazoly bávají s výhodou využívány jako bioisostery amidové 

a esterové skupiny189. V roce 2015 publikovali Das et al.190 deriváty, ve kterých byla amidová 

skupina PZA součástí heterocyklu a to 1,3,4-oxadiazolu (14, 15), 1,3,4-oxadiazolo[2,3-b]-1,3,5-

triazolu (16) a 1,3,4-oxadiazolo[2,3-b]-1,3,4,5-tetrazolu (17). Z těchto látek se jako neslibnější jevil 

derivát 14 (MIC = 6,25 µg/ml).  

 

 

 

Jiné deriváty PZA a POA 

V minulých letech byl popsán nárůst biologické aktivity (např. antimalarické191 

a antibakteriální192) u sloučenin připravených zavedením ferrocenu do molekuly léčiva. Nicméně 

v případě derivátů odvozených od ethambutolu nebylo pozorováno zvýšení antimykobakteriální 

aktivity193. Esterifikací POA ferrocenylmethanolem byl připravený ferrocenylmethylpyrazinoát 

(18), jehož aktivita byla prakticky srovnatelná s PZA194.  
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Verbitskiy et al.195 připravili s využitím Petasisovy reakce sérii 1-alkyl-

1,6-dihydropyrazinových derivátů substituovaných v poloze 5 a 6 aromatickým 

nebo heteroaromatickým jádrem (19). Některé z těchto derivátů vykázaly slibnou aktivitu vůči 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv, M. avium, M. terrae i MDR a XDR kmenům 

(MIC = 0,3 – 3,1 μg/ml, R i S isomery), další látky ze série měly aktivitu srovnatelnou s PZA. 

V následující sérii bylo heteroaromatické jádro v poloze 6 nahrazeno styrylovou skupinou, což 

vedlo ke snížení antimykobakteriální aktivity196. Při syntéze 5-substituovaných 1-alkyl-

1,6-dihydropyrazin-2,3-dikarbonitrilů byly jako vedlejší produkt izolovány odpovídající 

1,4,5,6-tetrahydropyrazin-2,3-dikarbonitrily. Pouze jeden derivát a to 1-ethyl-5-fenyl-

1,4,5,6-tetrahydropyrazin-2,3-dikarbonitril (20) vykázal aktivitu vůči všem testovaným 

mykobakteriálním kmenům (MIC = 0,7 – 1,5 μg/ml, testováno jako racemát) a slibnou in vivo 

toxicitu (myší model, LD50 = 600 mg/kg)196. Otázkou však zůstává vlastní mechanismus účinku 

těchto látek.  

 

 

R
1 

R
2
 

 

fenyl thiofen-2-yl 

thiofen-2-yl thiofen-3-yl 
thiofen-3-yl benzo[b]thiofen-2-yl 

benzo[b]thiofen-3-yl 

furan-2-yl 

 

3.4.4 Ribosomální protein S1 - krystalografická struktura a 

možné obměny pyrazinového jádra 
 

V lednu 2015 byla publikována krystalografická struktura RpsA a popsáno vazebné místo 

pro POA154. Na základě strukturní analýzy bylo určeno, že se POA váže na C-konec tohoto proteinu 

a to tvorbou vodíkových můstků a pomocí hydrofobních interakcí, které vznikají především 

mezi zbytky aminokyselin – fenylalaninu 307 a 310 (Phe307 a Phe310) a argininu (Arg357)154; 197. 

Tyto aminokyseliny jsou nezbytné pro vazbu tmRNA na ribozom. POA je vázána do C-konce 

dvěma možnými způsoby. V prvním případě (POAI) vytváří pyrazinové jádro π-π interakce 

s Phe307 a karboxylát tvoří vodíkové můstky s guanidinovým zbytkem Arg357. V druhém případě 

(POAII) vytváří pyrazinové jádro π-π interakce s Phe310 a karboxylát vodíkové můstky opět s 

guanidinovým zbytkem Arg357, viz Obrázek 7. V případě POAII navíc dochází k tvorbě 
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vodíkového můstku mezi N4 a  Lys303, a dále k hydrofobním interakcím mezi C5 a C6 

pyrazinového jádra a glutamovou kyselinou 318 (Glu318). Vazbou POA dochází k významným 

konformačním změnám RpsA. Na rozdíl od POA se PZA neváže na RpsA, což se s největší 

pravděpodobností dáno chybějícím vodíkovým můstkem mezi Arg357 a PZA (amidický atom 

dusíku nevytváří vodíkový můstek s guanidinovým zbytkem Arg357)154.  

C5 a C6 pyrazinového jádra nehrají zásadní roli na vazbě POA do RpsA a z tohoto důvodu 

by se mohly stát místem dalších modifikací struktury POA. Jako výhodná se zdá být substituce 

alkylovým řetězcem, která by v důsledku zvýšení lipofility usnadnila penetraci POA 

mykobakteriální buněčnou stěnou, což by bylo obzvláště výhodné u kmenů rezistentních na PZA 

z důvodů mutace pncA. 

 

Obrázek 7: Interakce mezi vazebným místem RpsA a POAI/POAII. 

 

Vodíkové vazby mezi karboxylátem POA a guanidinovým zbytkem Arg357 jsou znázorněny 

tečkovaně, elektronová hustota je znázorněna jako modrá síť obalující POA. Převzato z Yang et 

al.154. 
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4 METODICKÁ ČÁST 

4.1 Přístroje, chemikálie a použité analytické metody 
 

Výchozí látky byly zakoupeny od společnosti Sigma Aldrich (Schnelldorf, Německo). 

Průběh reakce byl monitorován pomocí tenkovrstvé chromatografie (TLC) s využitím desek Silica 

gel F254, Merck (Darmstadt, Německo). Jako vyvíjecí soustava byla použitá směs hexanu s ethyl-

acetátem v různých poměrech. Detekce byla prováděna pod UV lampou s vlnovou délkou záření 

254 nm. 

Část látek byla syntetizována s využitím mikrovlnného reaktoru CEM Discover s 

autosamplerem Explorer 24 (CEM Corporation, Matthews, North Carolina, USA). Pro nastavení 

podmínek, kontrolu průběhu reakcí a záznam procesu byl použit software CEM’s SynergyTM. 

Finální produkty byly separovány gradientovou elucí (hexan – ethyl-acetát) pomocí 

preparativního chromatografu CombiFlash® Rf (Teledyne Isco, Inc. Lincoln, Nebraska, USA) 

s použitím kolon plněných silikagelem o velikosti částic 0,040 – 0,063 mm (Merck, Darmstadt, 

Německo). Při separaci byla používána UV detekce, nastaveny byly dvě vlnové délky a to 260 nm 

jako detekční a 280 nm jako monitorovací vlnová délka. V případě potřeby byly látky přečištěny 

krystalizací z ethanolu s přídavkem aktivního uhlí. Teplota tání čistého produktu byla stanovena v 

otevřené kapiláře na přístroji Stuart Scientific, SMP30 (Bibby Sterling Limited, Staffordshire, UK), 

výsledné hodnoty jsou nekorigované. 

Infračervená spektra připravených sloučenin byla měřena v KBr tabletě nebo získána 

metodou zeslabené totální reflektance (ATR) na Ge krystalu na přístroji Nicolet Impact 6700 FT-

IR (Nicolet, Madison, WI, USA) na Katedře anorganické a organické chemie (paní Iva Vencovská). 

1H-NMR a 13C-NMR spektra byla změřena také na Katedře anorganické a organické chemie 

(doc. PharmDr. Jiří Kuneš, CSc.) a to pomocí spektrometru Varian Mercury VX-BB 300 a Varian 

VNMR S500 (Varian Corp., Palo Alto, California, USA). Spektra byla změřena v deuterovaném 

chloroformu, dimethylsulfoxidu (DMSO) nebo acetonu při laboratorní teplotě a frekvenci 300 MHz 

pro 1H a 75 MHz pro 13C, respektive 500 MHz pro 1H a 125 MHz pro 13C. Chemické posuny byly 

zaznamenány jako hodnoty δ v jednotkách ppm a jsou nepřímo vztaženy k tetramethylsilanu. 

Elementární analýzy byly provedeny pomocí analyzátoru CE Instruments EA-1110 CHN 

(CE Instruments, Wigan, UK) a Micro Cube Elemental Analyzer (Elementar Analysensysteme 

GmbH, Hanau, Německo) na Katedře farmaceutické chemie a kontroly léčiv (paní Věnceslava 

Hronová). 

Hmotnostní spektra části finálních produktů byla změřena na Katedře farmaceutické chemie 

a kontroly léčiv (doc. PharmDr. Radim Kučera, Ph.D.) v roztoku obsahujícím methanol, vodu a 

mravenčí kyselinu v poměru 80:20:0.02 v/v za použití LCQ Advantage Max ion-trap hmotnostního 

spektrometru (Thermo Finnigan, San Jose, California, USA) při pozitivní ionizaci elektrosprejem. 
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Retenční faktor k byl změřen pomocí kapalinového chromatografu Agilent Technologies 

1200 SL s detektorem diodového pole SL G1315C (Agilent Technologies Inc., Colorado Springs, 

Colorado, USA) na Katedře biofyziky a fyzikální chemie (Ing. Vladimír Kubíček, CSc.) a využit 

pro přepočet na log k (parametr lipofility). Separační proces byl kontrolován pomocí Agilent 

ChemStation, verze B.04.02 rozšířeným o spektrální modul (Agilent Technologies Inc.). Log P a 

Clog P sloučenin byly vypočteny pomocí programu CS ChemBioOffice Ultra, verze 12.0 a 14.0 

(CambridgeSoft, Cambridge, Massachusetts, USA). 

 

4.2 Použité syntetické postupy 
 

Po chemické stránce práce navazuje na kvalifikační práce dříve obhájené na Katedře 

farmaceutické chemie a kontroly léčiv168; 198; 199. Při syntéze meziproduktů200-207 a finálních 

sloučenin205; 208 uvedených v této disertační práci byly použity metody dříve popsané v literatuře. 

Konkrétní reakční podmínky stejně jako výtěžky reakcí jsou uvedeny v jednotlivých přílohách a 

zmíněny v komentářích dosažených výsledků.  

Syntéza části sloučenin byla urychlena použitím mikrovlnného reaktoru, bližší popis včetně 

reakčních podmínek bude uveden v kapitole 5.2.2. 

 

N-oxidace 

Pyrazinové jádro mnohem lépe podléhá nukleofilním substitucím spíše než elektrofilním 

substitucím, obzvláště je-li aktivováno převedením na N-oxidy. Směs N-oxidů POA byla připravena 

reakcí PZA s ledovou kyselinou octovou a 30% peroxidem vodíku ve vodě200; 201 a následnou 

hydrolýzou karboxamidu. Celková doba zahřívání (8 hod), teplota (70 – 80 °C) a molární 

koncentrace peroxidu vodíku ovlivňují poměr jednotlivých N-oxidů ve směsi.  

Nicméně z důvodu nízkých výtěžků byl tento postup nahrazen přímou oxidací POA 

působením peroxidu vodíku s použitím wolframanu sodného (katalyzátor). Po okyselení (H2SO4, 

pH = 2) byla reakce zahřívána po dobu 2 hod na 80 °C a poté míchána při laboratorní teplotě po 

dobu 12 hod. Při této reakci preferenčně vznikal 4-oxid POA (výtěžek reakce 75 %)202.  
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Schéma 2: Příprava 1-oxidu, 4-oxidu a 1,4-dioxidu PZA. 

 

 

Alkylace a chlorace pyrazinového jádra 

Halogenderiváty pyrazinu lze připravit přímou halogenací (nukleofilní substitucí) 

odpovídajících N-oxidů, přičemž výsledná poloha halogenace na jádře substituovaných 4-oxidů 

závisí na charakteru substituentu207. V případě substituentů s -M efektem (-COOH, -CONH2, -CN) 

probíhá přednostně halogenace do polohy 6, kdežto u substituentů s +M (-F, -Cl, -NH2, -OH) do 

polohy 3207. 6-Chlorpyrazin-2-karboxylová kyselina byla připravena přímou chlorací 4-oxidu POA 

za současné deoxidace působením chloridu fosforylu. 

 

Schéma 3: Pravděpodobný mechanismus chlorace 4-oxidu POA. 

 

Přednostně dochází k chloraci v poloze 6, převzato z Palek199. 

 

Alkylovou skupinu na pyrazinové jádro lze zavést radikálovou alkylací (homolytická 

alkylace) s použitím odpovídající alkanové kyseliny, ze které vznikají v přítomnosti dusičnanu 

stříbrného a peroxodisíranu amonného alkylradikály (Minisciho reakce)209. 

Výchozí látky, tj. kyselina 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylová a 5-terc-butylpyrazin-

2-karboxylová byly připraveny homolytickou alkylací kyseliny 6-chlorpyrazin-2-karboxylové 

respektive POA kyselinou pivalovou205, viz Schéma 4. 
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Schéma 4: Alkylace odpovídající POA kyselinou pivalovou v prostředí dusičnanu stříbrného 

a peroxodisíranu amonného. 

 

 

Příprava funkčních derivátů POA – acylchloridy a amidy 

Acylchloridy jednotlivých POA byly připraveny reakcí s chloridem thionylu (SOCl2) 
206. Po 

odstranění přebytku SOCl2 byl surový chlorid POA použit do další reakce s odpovídajícími aminy 

za vzniku příslušných amidů205 (N-fenylparazin-2-karboxamidy a N-benzylpyrazin-

2-karboxadmidy). 

 

Schéma 5: Syntéza chloridu kyseliny pyrazin-2-karboxylové reakcí s chloridem thionylu. 

 

Převzato a upraveno z Clayden et al.210. 

 

V případě syntézy chloridu kyseliny 5-chlorpyrazin-2-karboxylové byla jako výchozí látka 

použita kyselina 5-hydroxypyrazin-2-karboxylová. Reakcí s SOCl2 katalyzované 

N,N-dimethylformamidem (DMF) dochází kromě vzniku chloridu kyseliny také k záměně 

hydroxylu chlorem204; 210. Nejdříve dochází k reakci DMF s SOCl2 za vzniku reaktivního 

intermediátu, který následně reaguje s karboxylovou skupinou. Při reakci se uvolňuje oxid siřičitý 

a chlorovodík, DMF regeneruje. 

 

Schéma 6: Obecné schéma syntézy acylchloridu za katalýzy DMF. 

 

Převzato z Clayden et al.210. 
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Substituční reakce chlorderivátů pyrazinu – aminodehalogenační reakce 

Aminodehalogenační reakce na pyrazinovém jádře (usnadněna přítomností 

elektronegativních funkčních skupin, např. -CONH2, -COOH, -CN, -NO2)
211; 212 patří mezi 

chemické reakce hojně využívané kolektivem prof. Doležala213; 214. V průběhu vlastní reakce 

dochází k uvolnění HCl, který je vhodné eliminovat nadbytkem aminu nebo přídavkem báze 

například triethylaminu (TEA) do reakce. V této práci jsou uvedeny deriváty vzniklé náhradou 

chloru za aminoskupinu primárních alifatických aminů, fenylalkylaminů a cykloalkylaminů.  

 

4.3 Docking 
 

Dockingové studie byly provedeny ve spolupráci s Katedrou farmaceutické chemie, 

Farmaceutické fakulty Univerzity Komenského v Bratislavě s použitím modelovacího softwaru 

od společnosti Schrödinger (Schrödinger, Inc., Portland, Oregon, USA), respektive AutoDock 

Tools 1.5.6. a AutoDock Vina (Molecular Graphics Laboratory, The Scripps Research Institute, La 

Jolla, California, USA), a výslednou vizualizací v programu Maestro verze 9.3.5 a 9.8 

(Schrödinger, Inc., Portland, Oregon, USA). Krystalografické struktury cílových enzymů PncA 

(PDB: 3PL1) a InhA (PDB: 2X23) byly získány z databáze PDB (Protein data bank; RCSB PDB, 

Rutgers The State University of New Jersey, Piscataway, New Jersey, USA). Vybrané aktivní 

sloučeniny byly studovány jako možný substrát pro PncA (5- a 6-alkylaminopyrazin-

2-karboxamidy a 6-alkylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamidy). V další fázi následovala studie 

zabývající se inhibicí InhA, kdy na základě strukturní podobnosti se známými inhibitory InhA 

odvozenými od triklosanu byla vybrána série alkylamino derivátů N-benzylpyrazin-2 karboxamidu. 

Přesný popis postupů a jednotlivých programů použitých při modelování je uveden v přílohách P4 

– P6, výsledky dockingu budou diskutovány v kapitole 5.2. 

 

4.4 Metodiky biologického hodnocení 

4.4.1 Hodnocení antimykobakteriální aktivity 
 

Testování antimykobakteriální aktivity bylo prováděno ve spolupráci s Ústavem klinické 

mikrobiologie, Fakultní nemocnice v Hradci Králové, a to mikrodiluční metodou 

na mikrotitračních destičkách s vizuálním odečtem. Kmeny byly zakoupeny z České národní sbírky 

typových kultur (CNCTC215) Státního zdravotního ústavu. Konkrétně se jednalo o tyto kmeny: 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv CNCTC My 331/88, M. avium CNCTC My 80/72, M. avium 

CNCTC My 152/73 a M. kansasii CNCTC My 235/80. Testované látky byly rozpuštěny v  DMSO, 

naředěny v zásobních zkumavkách na koncentrace 100 – 50 – 25 – 12,5 – 6,25 – 3,125 – 

1,563 µg/ml přidáním kultivační půdy (Šulova půda, Trios, Praha) a poté napipetovány do jamek 
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mikrotitračních destiček. Finální koncentrace DMSO (do 1%) neměla vliv na růst mykobakterií. 

Základní suspenze mykobakterií (hustota suspenze 0,5 – 1,0 dle McFarlandovy zákalové stupnice) 

byla upravena přidáním izotonického roztoku na koncentrace 10-1 a 10-3 CFU/ml, kterými byly 

následně inokulovány jamky mikrotitračních destiček. Hodnoty minimálních inhibičních 

koncentrací (MIC) pro ředění 10-1 a 10-3 CFU/ml se nesměly lišit o více než jeden řád, v opačném 

případě nebyl výsledek testování platný. Destičky byly inkubovány při teplotě 37 °C po dobu 

obvykle nepřesahující 10 – 14 dnů. pH Šulovy půdy bylo pravidelně kontrolováno a nejčastěji bylo 

v rozmezí pH = 5,5 – 6,0. Při posunu pH k vyšším hodnotám bylo pozorováno snížení účinnosti 

PZA vůči M. tuberculosis. Pro kontrola viability kmene byl použit DMSO (viditelný nárůst 

mykobakterií v kontrolních jamkách) a jako standardy PZA pro M. tuberculosis a INH pro ostatní 

testované kmeny. MIC (µg/ml) byly odečteny vizuálně jako nejnižší testovaná koncentrace, která 

vede k viditelnému potlačení růstu mykobakterií.  

Toto testování bylo nahrazeno tzv. Microplate Alamar Blue Assay (MABA216), které využívá 

k vizualizaci živých mykobakterií barvivo Alamar blue™ neboli resazurin. Jedná se o ve vodě 

rozpustné redoxní barvivo stabilní v kultivačních médiích, které snadno prochází buněčnými 

membránami217. Původně bylo používáno k stanovení bakterií v mléce218, posléze se jeho využití 

rozšířilo například na sledování dějů jako je buněčná proliferace219; 220, dále je využíváno k testování 

cytotoxicity220-222, a ke stanovení citlivosti bakterií na antimikrobiální látky223; 224. V živých buňkách 

je resazurin redukován různými redoxními systémy, jako jsou například NADPH, NADH 

a cytochromy221; 225. V oxidované formě má resazurin modrou barvu (bez fluorescence), kdežto jeho 

redukovaná forma resorufin má růžovou barvu a vykazuje silnou fluorescenci217; 226. Změna barvy 

a fluorescence indikuje přítomnost živých buněk a jejich viabilitu. Hlavní výhodou této metody 

oproti dříve používané je přesnější a dřívější (3 – 5 dní) odečet výsledků (kvalitativní hodnocení 

změny barvy, případně kvantitativně – detekce fluorescence či spektrofotometricky). 

Ve spolupráci s Centrem klinických laboratoří při Zdravotním ústavu v Ostravě byly vybrané 

látky testovány na MDR kmenech (klinické izoláty, Mycobacterium tuberculosis Praha 1, Praha 4, 

Praha 131, 234/2005, 9449/2007, 7357/1998 a 8666/2010) pomocí mikrodiluční metody 

na mikrotitračních destičkách s vizuálním odečtem. Látky byly rozpuštěny v DMSO a naředěny 

Šulovou půdou (Trios, Praha) na finální koncentrace od 1 do 1000 µmol/l. Jako standard byl použitý 

INH a to v koncentracích od 0,5 do 250 µmol/l. MIC byla odečítána jako nejnižší testovaná 

koncentrace, která vede k viditelnému potlačení růstu mykobakterií po 14 a 21 dnech inkubace 

(37 °C). 
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4.4.2 Hodnocení antifungální aktivity 
 

Ve spolupráci s Katedrou biologických a lékařských věd Farmaceutické fakulty v Hradci 

Králové byla hodnocena antifungální aktivita připravených látek s využitím mikrodiluční bujónové 

metody227. Mezi testované kmeny patřily: Candida albicans ATCC 44859 (CA), Candida tropicalis 

156 (CT), Candida krusei E28 (CK), Candida glabrata 20/I (CG), Trichosporon asahii 1188 (dříve 

beigelii, TB), Aspergillus fumigatus 231 (AF), Lichtheimia corymbifera 272 (dříve Absidia 

corymbifera, AC) a Trichophyton mentagrophytes 445 (TM). Testované látky byly rozpuštěny v 

DMSO a naředěny v RPMI 1640 médiu s  glutaminem. Koncentrace DMSO v testovacím mediu 

nepřesahovala 2,5 % (v/v) celkového složení roztoku. V těchto koncentracích neovlivňuje DMSO 

růst testovaných kmenů, což bylo ověřeno v kontrolních jamkách. Vlastní inkubace byla prováděna 

v humidní atmosféře za tmy v RPMI 1640 médiu s glutaminem pufrovaným na pH = 7,0 (pomocí 

MOPS = 3-morfolinpropan-1-sulfonové kyseliny) a při teplotě 35 °C. MIC byly odečítány vizuálně 

po 24 a 48 hodinách od začátku inkubace, respektive po 72 a 120 hodinách pro kmen Trichophyton 

mentagrophytes. Jako standardy byly použity flukonazol (FLU) a amfotericin B (AMB). 

 

4.4.3 Hodnocení antibakteriální aktivity 
 

Antibakteriální aktivita byla testována rovněž na Katedře biologických a lékařských věd 

Farmaceutické fakulty v Hradci Králové, a to mikrodiluční bujónovou metodou228.  

Bakteriální kmeny použité pro testování, byly vybrány z České sbírky mikroorganismů 

(Czech Collection of Microorganisms, CCM) Masarykovy univerzity v Brně. Konkrétně byla 

testována aktivita vůči kmenům: Staphylococcus aureus CCM 4516/08 (SA), Escherichia coli 

CCM 4517 (EC), Pseudomonas aeruginosa CCM 1961 (PA). Další bakteriální kmeny byly 

klinické izoláty získané z Oddělení klinické mikrobiologie Fakultní nemocnice v Hradci Králové: 

Staphylococcus aureus H 5996/08-meticilin resistentní (MRSA), Staphylococcus epidermidis H 

6966/08 (SE), Enterococcus sp. J 14365/08 (EF), Klebsiella pneumoniae D11750/08 (KP), 

Klebsiella pneumoniae J 14368/08-ESBL pozitivní (KP-E).  

Všechny testované kmeny byly kultivovány v Müller-Hintonovu bujónu (MHA) při teplotě 

35 °C a následně udržovány na stejném mediu při teplotě 4 °C. Bakteriální suspenze byla připravena 

přenesením inokula do sterilního isotonického roztoku a hustota suspenze byla následně upravena 

na 0,5 dle McFarlandovy zákalové stupnice. Testované látky byly rozpuštěny v DMSO, jehož 

výsledná koncentrace v testovacím médiu nepřesáhla 1% (v/v) a pomocí kontroly bylo prokázáno, 

že v těchto koncentracích DMSO neovlivňuje růst bakterií. Kultivace v MHA při pH = 7,0 a teplotě 

35 °C. Hodnoty MIC, definované jako 95% inhibice bakteriálního růstu ve srovnání s kontrolním 
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vzorkem, byly odečítány po 24 a 48 hodinách statické inkubace. Jako standardy byly použity 

penicilin G (Pen), ciprofloxacin (Cip), neomycin-sulfát (Neom) a bacitracin (Bac). 

 

4.4.4 Hodnocení inhibice syntézy mykolových kyselin a dalších 

složek mykobakteriální buněčné stěny 
 

Ve spolupráci s Katedrou biochemie Přírodovědecké fakulty Univerzity Komenského 

v Bratislavě byla u vybraných látek hodnocena inhibice syntézy mykolových kyselin. Studováno 

bylo 10 látek, z nichž 5 bylo připraveno autorkou disertační práce. Princip metody je založen 

na metabolickém značení a následné detekci mastných a mykolových kyselin izolovaných 

z mykobakterií (Mycobacterium tuberculosis H37Ra), které byly kultivovány s testovanou látkou 

a 14C-značeným octanem sodným229. Mastné a mykolové kyseliny s inkorporovanou radioaktivní 

značkou byly po extrakci methylovány přídavkem methyljodidu na odpovídající methylestery 

mastných kyselin (FAME) a methylestery mykolových kyselin (MAME), separovány pomocí TLC 

a vizualizovány autoradiograficky. Jako standard byl použit inhibitor InhA INH a v případě 

kontroly byly mykobakterie kultivovány pouze v médiu s radioaktivní značkou. Blíže je metodika 

popsána v příloze P6.  

Kromě MAME a FAME byl sledován i vliv testovaných látek na syntézu dalších složek 

mykobakteriální buněčné stěny, a to PIMs, TMM a TDM. Kultivace a značení mykobakterií 

probíhalo obdobně jako v případě stanovení mykolových a mastných kyselin, nicméně izolace 

těchto složek a jejich následná separace se lišila a to především v použitých rozpouštědlech. 

Detailní popis metody je uveden v příloze P7 – nepublikovaná data. 

 

4.4.5 Jiné in vitro metody 
 

Hodnocení antivirové aktivity 

Hodnocení antivirové aktivity probíhalo ve spolupráci s prof. Lieve Naesens (Laboratoř 

virologie a chemoterapie, Rega institut, Katolická univerzita v Lovani) dle standardních metod 

pro stanovení redukce cytopatického efektu230-232. Mezi testované viry patřily: Herpes simpex virus 

typ 1 (HSV-1), Herpes simpex virus typ 1 rezistentní na aciclovir (HSV-1 KOS), Herpes simpex 

virus typ 2 (HSV-2), Varicella zoster, lidský adenovirus typ 2, virus vezikulární stomatitidy (VSV), 

Coxsackie virus skupina B4, respirační syncytiální virus (RSV), Parainfluenza virus typ 3, Sindbis 

virus, Punta Toro virus, viry chřipky A/H1N1 a A/H3N2, HIV typ 1 a typ 2. Antivirová aktivita 

byla odečítána mikroskopicky a vyjádřena jako EC50, tj. koncentrace látky, která vede k poklesu 

cytopatického efektu viru u 50 % buněk ve srovnání s kontrolou. Blíže jsou jednotlivé metodiky 

popsány v přílohách P6. 
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Hodnocení in vitro cytotoxicity 

Hepatotoxicita byla měřena ve spolupráci s Katedrou farmakologie a toxikologie 

Farmaceutické fakulty v Hradci Králové. Pokles viability HepG2 buněk stanoven kolorimetricky 

(redukce tetrazoliových solí) s využitím standardního protokolu233; 234. Výsledky byly vyjádřeny 

pomocí IC50, tj. koncentrace potřebné k inhibici růstu u 50 % buněk ve srovnání s kontrolou. 

Současně s hodnocením antivirové aktivity probíhalo i hodnocení cytotoxicity 

na testovaných buněčných liniích (CrFK, HEL fibroblasty, HeLa a Vero)230-232. Cytotoxicita látek 

na dané buněčné linie byla hodnocena mikroskopicky nebo vizuálně (hodnocení viability buněk 

s využitím formarzanu)231; 232 a vyjádřena jako CC50, tj. koncentrace, která působí cytotoxicky na 

50 % buněk ve srovnání s kontrolou. Blíže jsou jednotlivé metodiky popsány v přílohách P5 a P6.  

 

Hodnocení herbicidní aktivity 

Ve spolupráci s Chemickým ústavem a Katedrou environmentální ekologie Přírodovědecké 

fakulty Univerzity Komenského v Bratislavě byla doplňkově u části látek hodnocena herbicidní 

aktivita a to stanovením inhibice elektronového transportu a redukce chlorofylu a a aromatických 

aminokyselin v chloroplastech špenátu235; 236. Blíže jsou jednotlivé metodiky popsány v příloze P1. 
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5 KOMENTÁŘ DOSAŽENÝCH VÝSLEDKŮ A 

JEJICH DISKUZE 
 

Většina dosažených výsledků uvedených v této disertační práci byla publikována 

v recenzovaných zahraničních časopisech a prezentována na odborných konferencích formou 

plakátových sdělení i přednášek. Seznam publikovaných prací a dalších výstupů je uveden 

v kapitole 7. 

V rámci této kapitoly budou připravené deriváty rozděleny dle struktury do dvou hlavních 

skupin. Komentář bude primárně zaměřen na hledání vztahů mezi strukturou a antimykobakteriální 

aktivitou. Detailní popis syntéz a použitých metodik, stejně jako analytická data jednotlivých 

sloučenin jsou uvedeny v odpovídajících článcích uvedených v přílohách P1 – P6. Příloha P7 

obsahuje výsledky, které nebyly v době odevzdání disertační práce publikovány. 

 

5.1 Příprava a biologická aktivita substituovaných 

N-benzyl a N-fenylpyrazin-2-karboxamidů 
 

Tato kapitola je zaměřena na komentář publikovaných článků tvořících přílohy P1 – P3. 

Modifikace amidové skupiny byla cíleně navržena za účelem zvýšení lipofility připravených 

derivátů ve srovnání s PZA, což může pozitivním způsobem ovlivnit biodostupnost (PZA rychle 

metabolizován jaterními amidasami na POA237) a také usnadnit průnik molekuly přes lipofilní 

mykobakteriální buněčnou stěnou. Mnohé N-fenylpyrazin-2-karboxamidy publikované kolektivem 

prof. Doležala vykázaly slibnou antimykobakteriální aktivitu238 a staly se tak předlohou pro další 

modifikaci. Konkrétně byly připraveny tři série sloučenin odvozené od N-fenylpyrazin-

2-karboxamidu a N-benzylpyrazin-2-karboxamidu substituované jak na pyrazinovém tak 

i fenylovém jádře. Celkově je v této kapitole zahrnuto 53 látek, přičemž autorka disertační práce se 

podílela na syntéze 47 látek. U těchto látek byla mimo in vitro antimykobakteriální aktivity dále 

hodnocena aktivita antifungální, antibakteriální a u části látek též aktivita herbicidní.  

 

5.1.1 Přehled připravených látek 
 

 

obecná struktura série 1 - 3 

n = 0, 1 
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 Série 1 (P1) – N-benzylpyrazin-2-karboxamidy 

Série 1 (P1) 

Pyrazinová část Fenylová část 

R
1 

R
2
 R

3
 

 
 

Celkem 12 sloučenin 

1. H 

2. Cl 

3. C(CH3) 

Cl 

H 

Cl 

1. H 

2. 3-CF3 

3. 4-Cl 

4. 4-OCH3 

 

 Série 2 (P2) – N-benzylpyrazin-2-karboxamidy a N-fenylpyrazin-2-karboxamidy 

Série 2 (P2) 

Pyrazinová část Fenylová část 

R
1 

R
2
 

R
3
 

n = 0 n = 1 

 
 

Celkem 16 sloučenin 

Cl H 1. 2-Cl 
2. 3-Cl 
3. 2,4-OCH3 

4. 2-F 

5. 3-NO2 
6. 4-Br 

1. 2-Cl 
2. 3-Cl 

3. 2,4-OCH3 

4. 2-F 
5. 3-NO2 

6. 4-Br 

7. 2-CH3¨ 

8. 4-CH3 
9. 2,4-Cl 

10.  2-CF3 

 

 Série 3 (P3) – N-fenylpyrazin-2-karboxamidy 

Série 3 (P3) 

Pyrazinová část Fenylová část 

R
1 

R
2
 R

3
 

 
 

Celkem 25 sloučenin 

1. H 

2. CH3 

3. H 

4. C(CH3) 

5. C(CH3) 

H 

H 

Cl 

H 

Cl 

1. 2-Cl 

2. 2-CH3-5-F 

3. 3-Cl-4-CH3 

4. 2-CH3-5-I 

5. 2-I-4-Cl 
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5.1.2 Syntéza 
 

Výchozí látky, tj. kyselina 6-chlorpyrazin-2-karboxylová, 5-terc-butylpyrazin-

2-karboxylová a 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylová, byly připraveny podle známých 

v literatuře popsaných syntetických postupů uvedených v kapitole 4.2. POA, 5-hydroxypyrazin-

2-karboxylová kyselina a 5-methylpyrazin-2-karboxylová kyselina byly zakoupeny od společnosti 

Sigma Aldrich (Schnelldorf, Německo). 

Cílové sloučeniny byly připraveny dvoustupňovou syntézou přes chlorid substituované 

pyrazin-2-karboxylové kyseliny. Potřebné množství výchozí kyseliny bylo rozpuštěno nebo 

suspendováno v bezvodém toluenu a po přídavku 1,5 ekvivalentu SOCl2 následně zahříváno k varu 

po dobu 1 – 1,5 hod. V případě kyseliny 5-hydroxypyrazin-2-karboxylové docházelo současně se 

vznikem chloridu kyseliny také k substituci hydroxylové skupiny za chlor, reakce byla 

katalyzována DMF. Přebytek SOCl2 byl následně odstraněn opakovanou azeotropní destilací 

s bezvodým toluenem. Chlorid kyseliny byl ihned rozpuštěn v bezvodém acetonu a po kapkách 

přidán k roztoku příslušného benzylaminu či anilinu s TEA v bezvodém acetonu. Reakční směs 

byla míchána za laboratorní teploty (až 6 hod) a průběh reakce byl monitorován pomocí TLC. Po 

ukončení reakce byl surový produkt adsorbován na silikagel a přečištěn pomocí flash 

chromatografie (gradientová eluce, mobilní fáze hexan – ethyl-acetát). Celkové výtěžky 

chromatograficky přečištěného produktu se pohybovaly v rozmezí 18 – 98 % (průměrně 65 %). 

 

5.1.3 Biologická aktivita 
 

Antimykobakteriální aktivita 

U všech připravených látek byla testována antimykobakteriální aktivita vůči Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv a atypickým mykobakteriím (M. kansasii a dvěma kmenům M. avium) dle 

metodik popsaných v kapitole 4.4.1. 

 

 Série 1 

Většina látek z této série vykázala mírnou antimykobakteriální aktivitu srovnatelnou s PZA, 

tj. hodnoty MIC v rozmezí od 6,25 – 25 µg/ml vůči M. tuberculosis H37Rv. Nicméně při porovnání 

hodnot MIC vztažených na molekulovou hmotnost sloučenin, tj. vyjádřenou v µmol/l, vykázala 

část látek aktivitu převyšující PZA. Nejaktivnější látky z této série jsou uvedeny v Tabulka 6. 

S výjimkou 5-terc-butyl-6-chlor-N-(4-methoxybenzyl)pyrazin-2-karboxamidu nevykázala žádná 

z testovaných látek aktivitu vůči atypickým mykobakteriím.  

Při porovnání aktivit vzhledem k substituci pyrazinového jádra (R
1
 a R

2
), vykázaly nejvyšší 

aktivitu deriváty substituované v poloze 5 terc-butylem a současně chlorem v poloze 6. Při srovnání 



61 

 

5-chlor derivátů (MIC = 12,5 – 25 µg/ml) a 6-chlor derivátů (MIC = 6,25 – 12,5 µg/ml) byla 

dvojnásobně vyšší aktivita pozorována u 6-chlor derivátů. Při porovnání aktivit z hlediska 

substituce fenylového jádra (R
3
) se jako nejvhodnější jevila substituce 3-CF3 a 4-OCH3. Nejnižší 

aktivitu vykázaly deriváty substituované pouze v pyrazinové části (R
3
 = -H). 

Ve srovnání s obdobně substituovanými N-fenylpyrazin-2-karboxamidy238-241 nebyl po 

zavedení methylenového můstku mezi fenylové jádro a amidový dusík pozorován nárůst 

antimykobakteriální aktivity. 

 

Tabulka 6: Přehled nejaktivnějších sloučenin série 1. 

R
1
 R

2
 R

3
 

MIC (µg/ml) 

M. tuberculosis
a 

M. kansasiib M. aviumc M. aviumd 

H Cl 4-OCH3 6,25 (22) 100 100 50 

C(CH3)3 Cl 3-CF3 6,25 (16) 25 25 25 

C(CH3)3 Cl 4-OCH3 6,25 (19) 3,13 (9,4) 12,5 6,25 

PZA 6,25 – 12,5 (51-102) ˃100 ˃100 ˃100 

INH 1,56 (11) 12,5 (91) 12,5 – 25 12,5 

Údaje uvedené v závorkách vyjadřují hodnoty MIC vztažené na molekulovou hmotnost sloučenin 
(µmol/l). a H37Rv CNCTC My 331/88; b CNCTC My 235/80; c CNCTC My 80/72; d CNCTC My 

152/73. 

 

 Série 2 

V rámci této série byla antimykobakteriální aktivita připravených N-benzyl-5-chlorpyrazin-

2-karboxamidů porovnávána s analogicky substituovanými 5-chlor-N-fenylpyrazin-

2-karboxamidy. Hodnoty MIC byly vyjádřeny v µg/ml, respektive vezmeme-li v úvahu 

molekulovou hmotnost finálních derivátů, v µmol/l. V případě N-benzyl derivátů byla ve srovnání 

s N-fenyl deriváty (MIC = 0,78 – 6,25 µg/ml) pozorována výrazně nižší in vitro 

antimykobakteriální aktivita vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Nicméně i přesto byla tato 

aktivita u části N-benzyl derivátů srovnatelná s PZA, tj. hodnotami MIC = 12,5 – 25 µg/ml a při 

přepočtu na molární koncentraci převyšovala aktivitu PZA. Například aktivita N-(4-brombenzyl)-

5-chlorpyrazin-2-karboxamidu (MIC = 38 µmol/l) a 5-chlor-N-(2,4-dichlorbenzyl)pyrazin-

2-karboxamidu (MIC = 39 µmol/l) trojnásobně převyšovala aktivitu PZA 

(MIC = 102 – 203 µmol/l), viz Tabulka 7. 

V případě N-benzyl i N-fenyl derivátů se jako nejméně vhodná jevila substituce elektron-

donorovými skupinami v poloze ortho a para, přičemž 2,4-OCH3 substituce vedla k neúčinným 

derivátům (MIC ˃100 µg/ml), pravděpodobně v důsledku snížení penetrace přes mykobakteriální 

buněčnou stěnu. V rámci této menší série se jako výhodná ukázala substituce elektron-

akceptorovými skupinami v poloze ortho a para, konkrétně substituce 4-Br a 2,4-Cl v případě 

N-benzyl (MIC = 12,5 µg/ml) derivátů, respektive v poloze ortho a meta u N-fenyl derivátů 
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přičemž 2-Cl derivát vykázal nejvyšší aktivitu vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv 

(MIC = 0,78 µg/ml).  

Aktivita vůči Mycobacterium kansasii srovnatelná s INH (MIC = 12,5 µg/ml, respektive 

91 µmol/l) nebo převyšující INH byla pozorována u tří N-benzyl a dvou N-fenyl derivátů, přičemž 

nejvyšší aktivita byla pozorována u 5-chlor-N-(4-methylbenzyl)pyrazin-2-karboxamidu 

(MIC = 3,13 µg/ml, respektive 12 µmol/l). Žádný z připravených derivátů nevykázal významnou 

aktivitu vůči testovaným kmenům Mycobacterium avium.  

 

Tabulka 7: Přehled nejaktivnějších sloučenin série 2. 

R
1
 R

2
 R

3
 n 

MIC (µg/ml) 

M. tuberculosis
a 

M. kansasiib M. 

aviumc 

M. 

aviumd 

Cl H 4-Br 1 12,5 (38) 50 (153) ˃100 ˃100 

Cl H 4-Br 0 3,13 (10) 6,25 (20) ˃100 ˃100 

Cl H 2-Cl 1 25 (89) 6,25 (22) ˃100 ˃100 

Cl H 2-Cl 0 0,78 (2,9) n.d. ˃100 ˃100 

Cl H 2,4-Cl 1 12,5 (39) ˃100 ˃100 ˃100 

Cl H 4-CH3 1 25 (96) 3,13 (12) ˃100 ˃100 

PZA 12,5 – 25 (102 – 203) ˃100 ˃100 ˃100 

INH 1,56 (11) 12,5 (91) 25 6,25 

Údaje uvedené v závorkách vyjadřují hodnoty MIC vztažené na molekulovou hmotnost sloučenin 

(µmol/l). n.d. = hodnota není k dispozici. a H37Rv CNCTC My 331/88; b CNCTC My 235/80; c 

CNCTC My 80/72; d CNCTC My 152/73. 

 

 Série 3 

V rámci této série byla hodnocena aktivita N-fenylpyrazin-2-karboxamidů substituovaných 

lipofilními substituenty jako jsou methylová skupina, halogeny či kombinace halogenů, jak na 

fenylovém jádře tak i pyrazinovém jádře. 

Aktivita nejúčinnějších derivátů vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv se v rámci této 

série pohybovala v rozmezí od 3,13 do 12,5 µg/ml. Porovnáme-li hodnoty MIC v µmol/l, pak 

aktivita některých derivátů převyšovala aktivitu PZA a to i desetinásobně. Přehled sloučenin je 

uveden v Tabulka 8. 

Z hlediska substituce pyrazinového jádra nejvyšší aktivitu vykázaly anilidy odvozené od 

nesubstituované POA a 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny. Na druhou stranu deriváty 

odvozené od 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny nevykázaly žádnou aktivitu vůči 

testovaným kmenům (MIC ˃100 respektive ˃50 µg/ml), což je v rozporu s dříve popsanými SAR 

v sérii anilidů publikovaných prof. Doležalem238; 241
.  

Při posouzení substituce na fenylovém jádře se jako nejvýhodnější ukázala být substituce 

3-Cl-4-CH3, což odpovídá i dříve popsaným SAR 238; 241, u kterých substituce elektron-
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akceptorovou skupinou v poloze meta (-F, -I, -CF3, 3,5-CF3) a elektron-donorovou skupinou 

v poloze para například -CH3 a -CH(CH3)2 vedla k nárůstu antimykobakteriální aktivity. Jako 

nevýhodné se ukázaly substituce halogenem v ortho poloze (2-Cl, 2-I), jejichž aktivita byla 

většinou zanedbatelná ve srovnání s ostatními deriváty z této série, což je pravděpodobně dáno 

sterickými efekty 2-halogenu.  

Je zajímavé, že deriváty substituované na fenylovém jádře skupinou 3-Cl-4-CH3 vykázaly 

též aktivitu i vůči Mycobacterium kansasii srovnatelnou s INH. Podobně tomu bylo i v případě 

N-(4-chlor-2-jodfenyl)pyrazin-2-karboxamidu. Žádný z připravených derivátů nevykázal aktivitu 

vůči testovaným kmenům Mycobacterium avium. 

 

Tabulka 8: Přehled nejaktivnějších sloučenin série 3. 

R
1
 R

2
 R

3
 

MIC (µg/ml) Cytotoxicita HepG2 

M. 

tuberculosis
a 

M. 

kansasiib IC50 (µmol/l) SI 

H H 3-Cl-4-CH3 12,5 (50) 3,13 (13) ˃250c ˃4,95 

CH3 H 3-Cl-4-CH3 3,13 (12) 12,5 (48) ˃100 c (343,5)d ˃8,36 (28,7)e 

H Cl 3-Cl-4-CH3 3,13 (11) 100 ˃250 c (820,7)d ˃22,54 (74,0)e 

C(CH3)3 H 2-CH3-5-F 3,13 (11) ˃100 ˃50 c (573,3)d ˃4,59 (52,6)e 

H Cl 2-CH3-5-I 3,13 (8,4) ˃100 ˃50 c (653,8)d ˃5,97 (78,0)e 

H H 2-I-4-Cl 6,25 (17) 3,13 (8,7) ˃100 c ˃5,75 

PZA 12,5 (102) ˃100 n. d. n. d. 

INH 
0,2 – 0,78 

(1,5 – 5,7) 

1,56 – 6,25 

(11 - 46) 
n. d. n. d. 

Údaje uvedené v závorkách vyjadřují hodnoty MIC vztažené na molekulovou hmotnost sloučenin 
(µmol/l). n. d. = hodnota není k dispozici. a H37Rv CNCTC My 331/88; b CNCTC My 235/80. c 
Při vyšších koncentracích docházelo k precipitaci sloučenin v médiu. d Hodnoty IC50 vypočítané 

dle inhibiční křivky. e Hodnoty SI vypočítané z hypotetických IC50. 

 

Tabulka 9: Antifungální aktivita vybraných látek ze série 1 – 3. 

R
1
 R

2
 R

3
 n 

TM MIC (µmol/l) 

72 hod 120 hod 

Cl H 3-CF3 1 15,62 15,62 

H Cl 3-CF3 1 62,5 125 

H Cl 5-F-2-CH3 0 31,25 62,5 

FLU 1,95 – 7,81 3,9 – 62,5 

AMB 1,95 1,95 

 

Antifungální a antibakteriální aktivita 

Naprostá většina připravených sloučenin vykázala zanedbatelnou antibakteriální 

a antifungální aktivitu (MIC ˃250 µmol/l) ve srovnání s použitými standardy s výjimkou dvou 
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látek ze série 1 a jedné látky ze série 3. U těchto látek byla pozorována selektivní antifungální 

aktivita vůči Trichophyton mentagrophytes 445 (TM) blízká aktivitě flukonazolu, viz Tabulka 9. 

V případě ostatních testovaných kmenů byly hodnoty MIC těchto tří látek ˃250 µmol/l respektive 

˃500 µmol/l. 

 

Cytotoxicita 

V rámci série 3 byla u nejaktivnějších derivátů hodnocena cytotoxicita na HepG2, tj. buněčné 

linii připravené z lidského hepatoblastomu, a to s použitím standardního protokolu233; 234. Výsledky 

byly vyjádřeny pomocí IC50, tj. koncentrace potřebné k inhibici růstu u 50 % buněk ve srovnání s 

kontrolou. Díky omezené rozpustnosti látek v testovacím mediu byly hodnoty IC50 většiny látek 

odvozeny z průběhu inhibiční křivky. Nicméně ani při nejvyšších koncentracích dosažených při 

ředění látek nebyl pozorován cytotoxický efekt na HepG2 buňky.  

Hodnoty IC50 odvozené z průběhu inhibiční křivky se pohybovaly ve stovkách µmol/l 

(viz Tabulka 8), což při srovnání s dříve publikovanými anilidy 5-chlorpyrazin-2-karboxylové 

kyseliny (IC50 v řádu jednotek až desítek µmol/l242) svědčí o nízké toxicitě těchto látek. Index 

selektivity (SI) byl vypočítán jako podíl IC50 a MIC pro Mycobacterium tuberculosis H37Rv 

(v µmol/l). Pokud při výpočtu SI vycházíme z odhadnutých hodnot IC50, SI většiny látek byl vyšší 

než 10, což svědčí o jejich dostatečné bezpečnosti.  

 

Herbicidní aktivita 

V případě série 1 byly látky studovány i z hlediska herbicidní aktivity a to stanovením 

inhibice elektronového transportu (inhibice fotosyntetické aktivity chloroplastů) a redukce 

fluorescence chlorofylu a a aromatických aminokyselin v chloroplastech špenátu. Jednotlivé 

metody jsou blíže popsanými v příloze P1. V případě inhibice fotosyntetické aktivity byla 

studována rychlost vývoje kyslíku v chloroplastech a výsledky byly vyjádřeny pomocí IC50, tj. 

koncentrace látky vedoucí k 50% poklesu rychlosti vývoje kyslíku v chloroplastech. Z důvodu 

nízké rozpustnosti v testovacím médiu byla hodnocena pouze část látek, jejichž hodnoty IC50 byly 

v rozmezí od 7,4  do 1623,0 µmol/l. Inhibice fotosyntetické aktivity obecně závisí na lipofilitě 

testovaných látek, není proto překvapením, že nejvyšší inhibice fotosyntetické aktivity chloroplastů 

a tedy nejnižší hodnoty IC50 byly pozorovány u derivátů odvozených od 5-terc-butyl-

6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny. Konkrétně se jednalo o 5-terc-butyl-6-chlor-

N-benzylpyrazin-2-karboxamid (IC50 = 7,4 µmol/l) a 5-terc-butyl-6-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-

pyrazin-2-karboxamid (IC50 = 13,4 µmol/l). Aktivita ostatních látek ve srovnání se standardem tj. 

N'-(3,4-dichlorfenyl)-N,N-dimethylmočovinou (Diuron®, IC50 = 1,9 µmol/l) byla zanedbatelná. 

V případě dvou výše uvedených aktivních látek byla potvrzena schopnost redukovat fluorescenci 

chlorofylu a a aromatických aminokyselin, a inhibovat elektronový transport v chloroplastech 

špenátu vazbou na fotosystém II, tj. první proteinový komplex ve světelné fázi fotosyntézy. 
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Obdobný mechanismus herbicidního účinku byl popsán i u anilidů odvozených 

od 5-terc-butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny a 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové 

kyseliny243. 

 

5.1.4 SAR 
 

 

Při srovnání antimykobakteriální aktivity jednotlivých sérií odvozených od N-benzyl 

a N-fenylpyrazin-2-karboxamidu byly identifikovány (s jistými odchylkami) následující SAR, 

které jsou ve shodě s dříve popsanými SAR u anilidů POA238-241: 

 Substituce fenylového jádra vedoucí k zvýšení/zachování antimykobakteriální aktivity vůči 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv: 

o elektron-akceptorová skupina v poloze meta (3-Cl, 3-CF3, 3-NO2, 5-F, 5-I), 

o elektron-donorová skupina v poloze para (4-OCH3, 4-CH3). 

 Substituce fenylového jádra vedoucí ke snížení/ztrátě antimykobakteriální aktivity vůči 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv: 

o elektron-donorová skupina v poloze ortho i para (2,4-OCH3) 

o elektron-akceptorová skupina v poloze ortho (2-Cl, 2-I) s výjimkou série 2 (viz dále). 

 Zavedení methylenového můstku mezi fenylové jádro a dusík amidové skupiny nevedlo 

k dalšímu zvýšení aktivity ve srovnání s analogicky substituovanými anilidy, respektive bylo 

pozorováno i snížení aktivity (ne ztráta aktivity) v případě derivátů odvozených 

od 5-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny. 

 Mycobacterium kansasii – v případě substituce elektron-donorovými skupinami byly vyvozeny 

obdobné závěry jako v případě M. tuberculosis, tj. substituce v poloze para (4-OCH3, 4-CH3) 

vede k nárůstu aktivity. Pozitivní vliv měla i substituce elektron-akceptorovou skupinou – 

halogenem (2-Cl, 2-F, 3-Cl, 2-I-4-Cl, 3-CF3, 4-Br) či 3-NO2. 

 Obecné závěry v případě substituce pyrazinového jádra nebylo možné v rámci prezentovaných 

sérií odvodit. Na výslednou aktivitu měla vliv jak substituce pyrazinového, tak fenylového jádra.  

 Ačkoliv byl u dříve publikovaných derivátů pozorován nárůst antimykobakteriální aktivity se 

zvyšující se lipofilitou látek, v sériích 1 – 3 nebyla pozorována přímá souvislost mezi nárůstem 

lipofility a zvýšením antimykobakteriální aktivity. 
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Jisté odchylky od těchto obecných SAR byly pozorovány u derivátů série 2 odvozených 

od 5-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny. V případě N-benzyl derivátů měla pozitivní vliv 

substituce elektron-akceptorovými skupinami v poloze ortho a para, kdežto v případě N-fenyl 

derivátů v poloze ortho a meta. Mimo 5-chlor-N-fenylpyrazin-2-karboxamidy uvedené v příloze P2 

bylo připraveno a publikováno dalších 24 anilidů242. Na rozdíl od  N-benzyl-5-chlorpyrazin-

2-karboxamidů většina anilidů vykázala velmi slibnou in vitro aktivitu vůči Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv s hodnotami MIC převážně v rozmezí 0,39 – 3,13 µg/ml bez výrazného vlivu 

substituentu na výslednou antimykobakteriální aktivitu. Nicméně tyto anilidy byly poměrně 

cytotoxické na HepG2 s hodnotami IC50 v řádu jednotek a desítek µmol/l242.  

Na rozdíl od anilidů 5-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny242 vykázala většina testovaných 

derivátů ze série 3 (P3) hodnoty IC50 odvozené z průběhu inhibiční křivky ve stovkách µmol/l, což 

svědčí i o nízké toxicitě těchto derivátů.  

 

5.1.5 Závěr 
 

Na základě výsledků antimykobakteriální aktivity s sériích N-benzyl a N-fenylpyrazin-

2-karboxamidů byly identifikovány substituenty, které zavedením na fenylové jádro pozitivně 

ovlivňují tuto aktivitu, tak i modifikace, které vedly ke snížení aktivity vůči Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv (prodloužení spojovacího řetězce zavedením methylenové skupiny mezi 

fenylové jádro a karboxamid). Dosažené závěry jsou ve shodě s dříve popsanými SAR u anilidů 

POA připravených pracovní skupinou prof. Doležala238-241. Jelikož bylo publikováno značné 

množství anilidů a N-benzyl derivátů pyrazin-2-karboxylové kyseliny, další možnosti substituce 

fenylového jádra tak byly poměrně vyčerpány. Následující práce směřovala k modifikaci 

pyrazinového jádra. 
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5.2 Příprava a biologická aktivita alkylaminoderivátů 

pyrazinamidu, N-fenyl a N-benzylpyrazin-

2-karboxamidu 
 

Tato kapitola je zaměřena na komentář publikovaných článků tvořících přílohy P4 – P6 a 

v době odevzdání práce nepublikovaných výsledků tvořících přílohu P7.  

Prvotní myšlenkou byla příprava derivátů vycházejících z 5-Cl-PZA, který byl vybrán 

z následujících důvodů: 5-Cl-PZA má známý mechanismus účinku (inhibice FAS I)152 a vykázal 

slibnou aktivitu in vitro vůči Mycobacterium tuberculosis i atypickým mykobakteriím rezistentním 

vůči PZA244. Nicméně in vivo na myším modelu nevykázal žádnou aktivitu pravděpodobně z 

důvodu rychlé metabolizace či nedostatečné farmakokinetiky245. V první fázi byly připraveny 

deriváty vzniklé substitucí chloru za aminoskupinu, alkylamino- a fenylalkylamino skupinu. 

Následně byly připraveny odpovídající polohové isomery odvozené od 6-chlorpyrazin-

2-karboxamidu. V další fázi byla zachována alkylamino substituce na pyrazinovém jádře a 

pozměněna amidová část molekuly (N-fenyl a N-benzyl deriváty). Mimo alifatické alkylamino 

deriváty byly připraveny i cykloalkylamino deriváty či deriváty s modifikovaným alkylovým 

řetězcem (terminální hydroxy či methoxy skupina). 

Celkově je v této kapitole zahrnuto 70 látek, přičemž autorka disertační práce se podílela na 

syntéze 64 látek. Mimo in vitro antimykobakteriální aktivity vůči Mycobacterium tuberculosis 

H37Rv a atypickým mykobakteriím byla u části látek hodnocena též aktivita vůči MDR kmenům 

Mycobacterium tuberculosis. Dále byla hodnocena aktivita antifungální, antibakteriální a u části 

látek též aktivita antivirová. Z jednotlivých sérií byly vybrány látky s nejvyšší antimykobakteriální 

aktivitou, které byly následně hodnoceny z hlediska vlivu na syntézu mykolových a mastných 

kyselin a dalších složek mykobakteriální buněčné stěny – viz kapitola 4.4.4. 

 

5.2.1 Přehled připravených látek 
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 Série 4 (P4) – alkylamino a fenylalkylamino deriváty PZA 

Série 4 (P4) Poloha R 

 
 

Celkem 22 sloučenin 

5 -H 

-CH3 – -C8H17 

 

6 -H 

-CH3 - -C8H17 

 

 

 Série 5 (P5) – alkylamino a fenylalkylamino deriváty N-fenyl a N-(2-chlorfenyl)pyrazin-

2-karboxamidu 

Série 5 (P5) X R 

 
 

Celkem 19 sloučenin 

-H 

-C3H7 – -C8H17 

-(CH2)3OH 

-(CH2)4OH 

-(CH2)5OH 

-(CH2)2OCH3 

-(CH2)3OCH3 

 

-Cl -C3H7 – -C8H17 

 

 Série 6 (P6) – alkylamino a fenylalkylamino deriváty N-benzylpyrazin-2-karboxamidu 

Série 6 (P6) Poloha R 

 
 

Celkem 17 sloučenin 

6 

-C4H9 – -C8H17 

 

5 -C4H9 – -C8H17 

3 

-C4H9 – -C8H17 

 
 

 Série 7 (P7) – cykloalkylamino deriváty N-fenyl a N-benzylpyrazin-2-karboxamidu 

Série 7 (P7) Poloha N R 

 
 

Celkem 12 sloučenin 

5 
0 

 
1 

6 
0 

 1 
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5.2.2 Syntéza 
 

Syntéza výchozích látek 

Výchozí látky byly připraveny pomocí dvoustupňové syntézy vycházející z odpovídající 

pyrazin-2-karboxylové kyseliny204-206, kdy reakcí s SOCl2 vznikal chlorid příslušné kyseliny a 

následnou amonolýzou/aminolýzou příslušný amid POA. 6-Chlorpyrazin-2-karboxamid 

(6-Cl-PZA) a 5-Cl-PZA byly připraveny amonolýzou příslušného chloridu kyseliny vodným 

roztokem amoniaku (25%). 6-Chlor-N-fenylpyrazin-2-karboxamid, N-benzyl-6-chlorpyrazin-

2-karboxamid a odpovídající 5-chlor isomery byly připraveny aminolýzou chloridu příslušné 

kyseliny reakcí s anilinem či benzylaminem. Z důvodu nízkých reakčních výtěžků byl v případě 

syntézy N-benzyl-6-chlorpyrazin-2-karboxamidu obecný postup nahrazen Schottenovou-

Baumannovou acylací (popsáno v příloze P6). Ačkoliv došlo ke zvýšení výtěžnosti reakce (výtěžek 

chromatograficky čistého produktu 63 %), celkový výtěžek reakce byl snížen z důvodu tvorby 

vedlejšího produktu – N-benzyl-6-benzylaminopyrazin-2-karboxamidu (viz Schéma 7), který 

vznikal v poměru 1:5.  

 

Schéma 7: Příprava výchozí látky tj. N-benzyl-5-chlorpyrazin-2-karboxamidu za současné 

tvorby vedlejšího produktu. 

 

 

Obdobný vedlejší produkt vznikal též při syntéze N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidu 

vycházející z 3-aminopyrazin-2-karboxylové kyseliny246; 247, viz Schéma 8 (detailní popis syntézy 

uveden v příloze P6). 

 

Schéma 8: Příprava výchozí látky tj. N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidu za současné 

tvorby vedlejšího produktu. 

 

 

Aminodehalogenační reakce 

Na rozdíl od dříve publikované syntézy alkylamino derivátů pyrazin-2,5-dikarbonitrilu214 a 

5-kyanpyrazin-2-karboxamidu213 pobíhala aminodehalogenační reakce za laboratorní teploty velmi 
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pomalu. Pro urychlení reakce byl použit nadbytek alkylaminu (3 – 5 molárních ekvivalentů) a báze 

(TEA), reakční směs byla následně zahřívána k varu (ethanol) po dobu až 8 hod, viz Schéma 9. 

Substituce probíhala rychleji do polohy 5 (reakční doba 2 hod). Po evaporaci rozpouštědla byl 

přebytek alkylaminu odstraněn vytřepáním do vody okyselené 35% HCl (finální koncentrace – 

maximálně 5% HCl). Organická fáze (CH2Cl2) byla následně vysušena bezvodým síranem sodným, 

adsorbována na silikagel a přečištěna pomocí flash chromatografie. Finální produkty byly v případě 

potřeby rekrystalizovány z ethanolu s přídavkem aktivního uhlí.  

 

Schéma 9: Obecné schéma aminodehalogenační reakce. 

 

R1 = H, fenyl, 2-chlorfenyl, benzyl 

R2 = alkyl, fenylalkyl, cykloalkyl 

 

Díky nižší reaktivitě a těkavosti amoniaku byl 5- respektive 6-aminopyrazin-2-karboxamid 

připraven s využitím mikrovlnného reaktoru v uzavřených silnostěnných zkumavkách, reakční 

podmínky: 200 W, 95 °C, 30 min. V případě syntézy methylamino a ethylamino derivátů byla 

reakční směs probublávána plynným methylaminem (generovaným z vodného roztoku jeho 

hydrochloridu) respektive ethylaminem, detailní popis syntézy uveden v příloze P4. Syntéza 

3-alkylamino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidů byla urychlena použitím mikrovlnného reaktoru dle 

následujících reakčních podmínek248: 120 W, 140 °C, 30 min, methanol, pyridin.  

Celkové výtěžky chromatograficky přečištěných produktů se pohybovaly v rozmezí 

28 – 91 % (průměrně 56 %). 

 

5.2.3 Docking 
 

Nikotinamidasa/pyrazinamidasa 

Při studiu možného mechanismu účinku byla uvažována možnost, že připravené alkylamino 

deriváty účinkují jako proléčiva, která jsou prostřednictvím nikotinamidasy/pyrazinamidasy 

(PncA) enzymaticky hydrolyzována na příslušnou pyrazin-2-karboxylovou kyselinu. Nicméně u 

některých derivátů jako je například 5-Cl-PZA bylo prokázáno, že účinkuje v nehydrolyzované 

formě149; 152. Kavita, do které se váže PZA (viz Obrázek 8) či substrát, je poměrně malá (na průřezu 

přibližně 10 Å × 7 Å). Vlastní katalytické místo se nachází na dně této kavity a je tvořeno zbytky 

třech aminokyselin – Lys96, Asp8 a Cys138188. Karboxamidová skupina štěpeného substrátu tedy 
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musí být správně orientována do katalytického místa tak, aby Cys138 mohl vytvořit kovalentní 

vazbu s karbonylovým uhlíkem karboxamidové skupiny. 

 

Obrázek 8: Orientace PZA do katalytického místa PncA.* 

 

* PncA (PDB: 3PL1). Převzato a upraveno viz příloha P4. 

 

Možnost hydrolýzy amidové skupiny prostřednictvím PncA byla studována u alkylamino 

derivátů odvozených od PZA (série 4) a N-fenylpyrazin-2-karboxamidu (série 5). Detailní popis 

orientace molekul do katalytického místa PncA je uveden v přílohách P4 a P5. V případě 5- a 

6-alkylaminopyrazin-2-karboxamidů byla amidová skupina orientována mimo katalytické místo 

PncA (viz Obrázek 9). Z tohoto důvodu je nepravděpodobné, že by zmiňované látky byly 

substrátem PncA. 

 

Obrázek 9: Orientace 5- a 6-alkylaminopyrazin-2-karboxamidů do PncA v přítomnosti 

molekuly vody HOH 220 (A) či bez vody (B).* 

 

* PncA (PDB: 3PL1). V obou případech je zřejmé, že je karboxamidová skupina orientována mimo 

katalytickou triádu (Lys96, Asp8 a Cys138). * Převzato a upraveno viz příloha P4. 
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Vlastní hydrolýza karboxamidu prostřednictvím PncA probíhá tvorbou kovalentního 

komplexu mezi acylem substrátu a enzymem (thiolovou skupinou Cys138)188. Tento komplex je 

stabilizovaný interakcemi se zbytky aminokyselin katalytického místa, které jsou klíčové pro 

hydrolýzu substrátu. V případě známých substrátů PncA PZA a nikotinamidu, byly pozorovány 

stejné interakce s aminokyselinami v katalytickém místě (viz Obrázek 10).  

 

Obrázek 10: Kovalentní komplex nikotinamid-Cys138 stabilizovaný interakcemi se zbytky 

aminokyselin (A) a překrytí PZA a nikotinamidu v katalytickém místě PncA (B). 

 
* PncA (PDB: 3PL1). Převzato viz příloha P5. 

 

Z důvodu stericky objemné substituce v poloze 6 a fenylového jádra vázaného na 

karboxamid bylo v případě 6-propylamino a 6-heptylamino derivátů N-fenylpyrazin-

2-karboxamidu pozorováno více konformací sloučeny do katalytického místa. Z tohoto důvodu byl 

při dockování těchto dvou sloučenin do PncA použit protokol předpovídající tvorbu kovalentního 

komplexu. Ačkoliv docházelo k tvorbě komplexu mezi acylem karboxamidové skupiny a thiolovou 

skupinou Cys138, tento komplex nebyl dostatečně stabilizován interakcemi popsanými pro PZA a 

nikotinamid, orientace komplexu do katalytického místa viz Obrázek 11. Není tedy 

pravděpodobné, že by 6-alkylamino deriváty N-fenylpyrazin-2-karboxamidu byly substrátem 

PncA. 

 

Obrázek 11: Srovnání orientace komplexu N-fenyl-6-heptylaminopyrazin-2-karboxamid-

Cys138 (oranžová barva) s komplexem nikotinamid-Cys138 (zelená barva) v katalytickém 

místě PncA.* 

 
* PncA (PDB: 3PL1). Převzato viz příloha P5. 
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Enoyl-ACP reduktasa 

Mezi známé inhibitory InhA patří mimo INH i triklosan (TCL). V nedávné době byly 

připraveny deriváty TCL – difenylethery s alifatickým alkylovým řetězcem vázaným do polohy 5 

(A-kruh). Inhibiční aktivita těchto derivátů vůči InhA narůstá s prodlužujícím se alkylovým 

řetězcem, přičemž 2-fenoxy-5-oktylfenol vykázal in vitro inhibici InhA v koncentracích 

IC50 = 5 nmol/l, čímž výrazně převyšuje aktivitu TCL (IC50 = 1 µmol/l)249. Na základě jisté 

strukturní podobnosti s 5-alkyl deriváty TCL byla jako cíl 5-alkylamino-N-benzylpyrazin-

2-karboxamidů navržena inhibice InhA. 

 

 

 

Při dokování 5-alkylamino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidů a odpovídajících 6-isomerů 

do InhA (PDB: 2X23, metodika uvedena v příloze P6) byly pozorovány interakce s enzymem 

typické pro deriváty TCL (například PT70), viz Obrázek 12.  

 

Obrázek 12: Orientace 6-alkylamino derivátů a odpovídajících 5-isomerů do aktivního místa 

InhA (A), srovnání orientace alkylamino derivátů N-benzylpyrazin-2-karboxamidu s PT70 

(B).* 

 

* InhA (PDB: 2X23). Uhlíky 6-alkylamino derivátů znázorněny oranžovou barvou, 

5-alkylaminoderivátů zelenou barvou. PT70 znázorněno šedou barvou. Převzato viz příloha P6. 

 

Pyrazinové jádro je orientováno stejně jako fenolové jádro PT70 (A-kruh), vytváří π-π 

interakce s nikotinamidovým jádrem NAD+ a π-π interakce s Phe149. Benzylové jádro je 

orientováno do hydrofobní kavity stejně jako B-kruh TCL derivátů. Karboxamidová skupina 

vytváří vodíkové můstky s tyrosinem 158 (Tyr158) a 2'-hydroxylem ribózy NAD+. Alkylamino 

skupina je orientována do štěrbiny vedoucí k povrchu enzymu (podobně jako alkylový řetězec 

meziproduktů při syntéze mykolových kyselin). Na základě výsledků této dockingové studie byly 
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vybrány N-benzyl-6-heptylaminopyrazin-2-karboxamid a N-benzyl-5-oktylaminopyrazin-

2-karboxamid jakožto možné inhibitory InhA. Tato hypotéza byla studována in vitro stanovením 

vlivu těchto derivátů na syntézu mastných a mykolových kyselin (viz kapitola 5.2.5). Navržený 

mechanismus účinku nicméně nebyl potvrzen. 

 

5.2.4 Biologická aktivita 
 

Antimykobakteriální aktivita 

U všech připravených látek (včetně výchozích) byla testována antimykobakteriální aktivita 

vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv a atypickým mykobakteriím - M. kansasii a dvěma 

kmenům M. avium dle metodik popsaných v kapitole 4.4.1. Výsledky byly vyjádřeny pomocí MIC 

v µg/ml, respektive s ohledem na molekulovou hmotnost derivátů v µmol/l.  

 

 Série 4 

Z výchozích látek vykázal slabou aktivitu vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv pouze 

5-Cl-PZA a to MIC = 50 µg/ml (dle literatury MIC = 8-32 µg/ml244), 6-Cl-PZA byl neaktivní 

(MIC = 100 µg/ml). Substituce chloru za amino či alkylamino skupinu s krátkým řetězcem 

(C1 – C5) vedla k poklesu či ztrátě antimykobakteriální aktivity (MIC ≥ 100 µg/ml) v případě 

5-isomerů. S rostoucí délkou alkylového řetězce byl pozorován nárůst antimykobakteriální aktivity 

vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv kulminující v případě obou polohových isomerů 

u derivátů s oktylamimo skupinou (MIC = 1,56 – 6,25 µg/ml, tj. 6 – 25 µmol/l). Ve srovnání s PZA 

(MIC = 12,5 – 25 µg/ml, tj. 102 – 205 µmol/l) tak oba oktylamino deriváty vykázaly výrazně vyšší 

aktivitu. Rozdíly v aktivitě mezi polohovými isomery byly pozorovány v případě substituce 

fenylalkylamino skupinou, kdy náhrada části řetězce za fenylové jádro vedla k úplné ztrátě aktivity 

u 6-isomerů, kdežto u 5-isomerů byla aktivita zachována (MIC = 25 – 50 µg/ml). 

 

 

5-Cl-PZA 

M. tbc H37Rv: MIC = 50 µg/ml 

M. tbc H37Rv: MIC = 317 µmol/l 

HepG2: IC50 = 1,6 × 103 µmol/l 

SI = 5,0 

 

5-oktylaminopyrazin-2-karboxamid 

M. tbc H37Rv: MIC = 6,25 µg/ml 

M. tbc H37Rv: MIC = 25 µmol/l 

HepG2: IC50 ˃ 250 µmol/l 

SI ˃ 10.0 
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U heptylamino a oktylamino derivátů (obou polohových isomerů) byla dále pozorována 

aktivita i vůči atypickým mykobakteriím, které jsou přirozeně rezistentní vůči PZA. Vyšší aktivitu 

vůči Mycobacterium kansasii vykázaly 5-isomery (MIC = 6,25 – 12,5 µg/ml), nicméně 

6-oktylaminopyrazin-2-karboxamid vykázal aktivitu i vůči oběma testovaným kmenům 

Mycobacterium avium (MIC = 25 µg/ml).  

 

 Série 5 

Podobné vztahy mezi strukturou a antimykobakteriální aktivitou jako v případě série 4 byly 

pozorovány i u série 5, tj. 6-alkylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamidů a 6-alkylamino-

N-(2-chlorfenyl)pyrazin-2-karboxamidů, respektive odpovídajících 5-isomerů (publikováno Zitko 

et al.250). Z důvodu nízké antimykobakteriální aktivity publikované v dřívějších pracích213; 214 

nebyly připraveny deriváty s methylamino a ethylamino substitucí.  

Co se aktivity výchozích látek týká, pouze 6-chlor-N-fenylpyrazin-2-karboxamid vykázal 

slabou aktivitu vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv (MIC = 25 µg/ml). Substituce chloru za 

alifatickou alkylamino skupinu vedla k nárůstu aktivity u všech alkylaminoderivátů. Hodnoty MIC 

u nejúčinnějších sloučenin se pohybovaly v rozmezí 1,56 – 3,13 µg/ml tj. 5 – 10 µmol/l, což 

odpovídá hodnotám MIC INH (2 – 11 µmol/l), respektive výrazně převyšuje aktivitu PZA 

(MIC = 102 µmol/l). Mírně vyšší aktivita byla pozorována v případě anilidů nesubstituovaných na 

fenylovém jádře.  

Modifikace alkylového řetězce (terminální methoxy či hydroxy skupina) vedla k výraznému 

snížení či ztrátě aktivity. Obdobně tomu byli v případě náhrady části řetězce za aromatické jádro. 

Žádná z látek nevykázala aktivitu vůči testovaným kmenům Mycobacterium avium a pouze 

2 sloučeniny a to 6-oktylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamid (MIC = 6,25 µg/ml, tj. 19 µmol/l) a 

6-hexylamino-N-(2-chlorfenyl)-pyrazin-2-karboxamid (MIC = 6,25 µg/ml, tj. 19 µmol/l) vykázaly 

aktivitu vůči Mycobacterium kansasii srovnatelnou s INH (MIC = 1,56 - 6,25 µg/ml, tj. 

11 – 46 µmol/l).  

Na rozdíl od předchozí série 4 byly pozorovány značné rozdíly v aktivitě 5- a 6-isomerů, a 

to především vůči atypickým mykobakteriím. 5-Isomery s nesubstituovaným fenylovým jádrem 

vykázaly mírně vyšší aktivitu (MIC = 0,78 – 3,13 µg/ml, tj. 2,5 – 12 µmol/l)250 vůči 

 

6-Cl-PZA 

M. tbc H37Rv: MIC = 100 µg/ml 

M. tbc H37Rv: MIC = 635 µmol/l 

HepG2: IC50 = 3,5 × 103 µmol/l 

SI = 5,5 

 

6-oktylaminopyrazin-2-karboxamid 

M. tbc H37Rv: MIC = 1,56 µg/ml 

M. tbc H37Rv: MIC = 6 µmol/ 

HepG2: IC50 = 161 µmol/l 

SI = 25,8 
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Mycobacterium tuberculosis H37Rv než odpovídající 6-isomery. U těchto derivátů byla navíc 

pozorována výrazná aktivita vůči Mycobacterium kansasii (MIC = 0,78 – 12,5 µg/ml, 

tj. 2,6 – 49 µmol/l) srovnatelná či převyšující aktivitu INH (MIC = 1,56 – 6,25 µg/ml, 

tj. 11 - 46 µmol/l). Modifikací alkylového řetězce došlo k poklesu či úplné ztrátě aktivity. Pokles 

aktivity odpovídal poklesu lipofility. S výjimkou 5-heptylamino derivátu (MIC = 12,5 µg/ml) vedla 

substituce fenylového jádra 2-Cl ke ztrátě aktivity vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv250, což 

naznačuje možnost interakce se specifickým cílem a rozdílný mechanismus účinku 5- a 6-isomerů. 

 

 

6-chlor-N-fenylpyrazin-2-karboxamid 

M. tbc H37Rv: MIC = 25 µg/ml 

 

6-chlor-N-(2-chlorfenyl)pyrazin-

2-karboxamid 

M. tbc H37Rv: MIC = 100 µg/ml 

 

6-heptylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamid 

M. tbc H37Rv: MIC = 1,56 µg/ml 

 

6-heptylamino-N-(2-chlorfenyl)pyrazin-

2-karboxamid 

M. tbc H37Rv: MIC = 3,13 µg/ml 

 

Hexylamino – oktylamino deriváty, tj. látky s nejvyšší aktivitou vůči Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv, byly dále testována z hlediska aktivity vůči rezistentním kmenům (kompletní 

výsledky viz příloha P5). U všech těchto látek byla pozorována pouze mírná aktivita vůči 

testovaným kmenům (MIC = 16 – 62,5 µmol/l), která byla srovnatelná či nižší než aktivita INH 

(MIC = 16 µmol/l).  

 

 Série 6 

V rámci této série byla studována antimykobakteriální aktivity 3-, 5- a 6-alkylamino derivátů 

N-benzylpyrazin-2-karboxamidu. V případě 5- a 6-isomerů byly pozorovány obdobné vztahy mezi 

strukturou a antimykobakteriální aktivitou, tj. nárůst aktivity vůči Mycobacterium tuberculosis 

H37Rv s prodlužujícím se alkylovým řetězcem. Kulminace aktivity byla pozorována u derivátů 

s hexyl až oktylamino skupinou. Hodnoty MIC se pohybovaly v rozmezí 1,56 – 3,13 µg/ml, 

tj. 4,6 – 20 µmol/l, čímž výrazně převyšovaly aktivitu PZA (MIC = 12,5 µg/ml, tj. 102 µmol/l) 

Substituce v poloze 3 vedla k neaktivním sloučeninám (MIC ˃ 100 µg/ml). 

Je zajímavé, že ve srovnání s analogicky substituovanými N-fenylpyrazin-2-karboxamidy 

došlo v případě 5-isomerů prodloužením spojovacího řetězce mezi fenylovým jádrem a amidovým 

dusíkem ke ztrátě aktivity vůči Mycobacterium kansasii. Naopak 6-isomery vykázaly slibnou 

aktivitu blížící se v případě nejaktivnějšího derivátu N-benzyl-6-oktylaminopyrazin-

2-karboxamidu (MIC = 6,25 µg/ml, tj. 18 µmol/l) aktivitě INH (MIC = 1,56 µg/ml, tj. 11 µmol/l).  
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Vedlejší produkty nevykázaly výraznější aktivitu vůči testovaným kmenům. Žádný 

z připravených derivátů nebyl aktivní vůči testovaným kmenům Mycobacterium avium. 

Všechny finální sloučeniny byly dále testovány z hlediska aktivity vůči rezistentním 

kmenům Mycobacterium tuberculosis (kompletní výsledky viz příloha P6). V případě 5- a 

6-isomerů byl pozorován nárůst aktivity s prodlužujícím se alkylovým řetězcem kulminujícím 

u derivátů s hexyl až oktylamino skupinou. Hodnoty MIC se ve většině případů pohybovaly 

v rozmezí od 4 do 16 µmol/l, tj. hodnotami srovnatelným či převyšujícími aktivitu INH (MIC = 

16 – 32 µmol/l). Pouze N-benzyl-3-butylaminopyrazin-2-karboxamid vykázal zanedbatelnou 

aktivitu vůči testovaným kmenům (MIC = 125 – 250 µmol/l), ostatní 3-alkylamino deriváty byly 

neaktivní (MIC ≥ 1000 µmol/l). 

 

 

  

 

N-benzyl-6-chlorpyrazin- 

2-karboxamid 

M. tbc H37Rv: MIC = 12,5 µg/ml 

M. kansasii: MIC = 100 µg/ml 

 

N-benzyl-6-oktylaminopyrazin- 

2-karboxamid 

M. tbc H37Rv: MIC = 3,13 µg/ml 

M. kansasii: MIC = 6,25 µg/ml 

 

 

N-benzyl-5-chlorpyrazin- 

2-karboxamid 

M. tbc H37Rv: MIC = 25 µg/ml 

M. kansasii: MIC = 100 µg/ml 

 

 

 

N-benzyl-5-oktylaminopyrazin- 

2-karboxamid 

M. tbc H37Rv: MIC = 1,56 µg/ml 

M. kansasii: MIC = ˃100 µg/ml 

 

 

N-benzyl-3-chlorpyrazin- 

2-karboxamid 

M. tbc H37Rv: MIC = 12,5 µg/ml 

M. kansasii: MIC = 100 µg/ml 

 

3-alkylamino- N-benzylpyrazin- 

2-karboxamid 

M. tbc H37Rv: MIC = ˃100 µg/ml 

M. kansasii: MIC = ˃100µg/ml 
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 Série 7 

U dříve publikovaných derivátů vedla náhrada alifatické alkylamino skupiny 

za cykloalkylamino skupinu ke ztrátě antimykobakteriální aktivity213; 214, což bylo částečně 

pozorováno i v případě cykloalkylamino derivátů N-fenylpyrazin-2-karboxamidu a N-benzyl-

pyrazin-2-karboxamidu, viz Tabulka 10. 

 

Tabulka 10: Přehled aktivit derivátů substituovaných v poloze 5- respektive 6-cykloalkyl-

amino skupinou. 

a H37Rv CNCTC My 331/88; b CNCTC My 235/80. Hodnoty v závorkách udávají MIC vztaženou 
na molekulovou hmotnost připravených derivátů (µmol/l).  

 

Substituce chloru za cykloalkylamino skupinu vedla v případě 6-isomerů k mírnému zvýšení 

aktivity vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv ve srovnání s výchozí látkou, nicméně v případě 

5-isomerů byl pozorován spíše pokles, případně ztráta aktivity. 

V případě 5-cyklohexyl a 5-cykloheptyl substituce zůstala zachována aktivita vůči 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv výrazně převyšující aktivitu PZA, nicméně zavedením 

methylenové skupiny mezi fenylové jádro a amidovou skupinu vedlo ke ztrátě aktivity. V případě 

6-cykloalkylamino derivátů zůstala zachovaná aktivita převyšující aktivitu PZA jak v případě 

N-fenyl, tak N-benzylpyrazin-2-karboxamidů. U většiny z těchto derivátů byla navíc pozorována 

aktivita vůči Mycobacterium kansasii srovnatelná s INH 

 n R 

MIC (µg/ml) 

Mycobacterium 

tuberculosisa 

Mycobacterium 

kansasiib 

 

0 -C6H11 6,25 (21) 6,25 (21) 

0 -C7H13 1,56 (5) >100 

0 -C8H15 >100 >100 

1 -C6H11 >100 >100 

1 -C7H13 100 >100 

1 -C8H15 >100 >100 

 

0 -C6H11 12,5/25 (42/84) 12,5 (42) 

0 -C7H13 12,5 (40) 12,5 (40) 

0 -C8H15 3,13 (10) 12,5 (39) 

1 -C6H11 12,5 (40) 12,5 (40) 

1 -C7H13 12,5 (39) 12,5 (39) 

1 -C8H15 12,5 (37) >100 

PZA 12,5 (102) >100 

INH 0,2 (1,5) 6,25 (46) 
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Ze všech připravených derivátů vykázal aktivitu vůči Mycobacterium avium CNCTC My 

152/73 srovnatelnou s INH (MIC = 6,25 µg/ml, tj. 46 µmol/l) pouze 6-cykloheptylamino-

N-fenylpyrazin-2-karboxamid (MIC = 12,5 µg/ml, tj. 40 µmol/l). Ostatní deriváty byly neaktivní. 

 

Antifungální a antibakteriální aktivita 

Antifungální a antibakteriální aktivita byla testována s využitím metodik popsaných 

v kapitole 4.4.2 a 4.4.3. Žádný z připravených derivátů nevykázal aktivitu vůči Gram-negativním 

bakteriím. V případě antifungální aktivity byla u části látek pozorována pouze zanedbatelná aktivita 

vůči Trichophyton mentagrophytes 445 (MIC ≥ 125 µmol/l).  

Z hlediska antibakteriální aktivity se jako nejslibnější jevily 6-cykloheptyl- a 6-cyklooktyl-

N-fenylpyrazin-2-karboxamidy, které vykázaly aktivitu vůči Gram-pozitivním bakteriím 

(Staphylococcus aureus CCM 4516/08, meticilin rezistentní Staphylococcus aureus H5996/08 a 

Staphylococcus epidermidis H6966/08) srovnatelnou s použitými standardy, viz Tabulka 11. 

Jediný derivát ze série 4 vykazující slabou aktivitou vůči Staphylococcus epidermidis H 6966/08 

byl 6-hexylaminopyrazin-2-karboxamid (MIC = 62,5 µmol/l). 

 

Tabulka 11: Přehled derivátů s nejvyšší antibakteriální aktivitou. 

 

Antivirová aktivita 

Antivirová aktivita byla hodnocena u látek ze série 5 a 6 pomocí metodik popsaných v P6. 

Současně s antivirovou aktivitou byla hodnocena i cytotoxicita látek na různé buněčné linie (viz P5 

Struktura X/n R 

MIC (µmol/l) 

SA MRSA SE 

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 

 

-H -C4H9 125 125 250 250 250 250 

-H -C5H11 31,3 125 31,3 31,3 15,6 31,3 

-H -C6H13 250 ˃500 7,81 62,5 7,81 31,3 

-H -C7H15 250 ˃500 7,81 15,6 7,81 31,3 

 

1 n-C6H13 31,3 500 31,3 500 31,3 500 

1 n-C8H17 3,9 3,9 31,3 500 62,5 ˃500 

0 -C7H13 7,81 7,81 7,81 7,81 3,9 3,9 

0 -C8H15 1,95 1,95 7,81 7,81 0,98 0,98 

1 -C7H13 62,5 62,5 ˃500 ˃500 31,25 31,25 

1 -C8H15 15,62 15,62 500 500 250 250 

Penicilin G 0,49 0,98 62,5 125 125 250 

Ciprofloxacin 0,24 0,49 250 500 250 250 

Bacitracin 7,81 7,81 7,81 31,25 15,62 31,25 

Neomycin-sulfát 1,95 3,9 3,9 7,81 15,62 15,62 
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a P6, a kapitola 4.4.5). Z široké škály testovaných DNA a RNA virů byla pozorována mírná aktivita 

pouze v sérii 5-alkylamino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidů a to vůči viru chřipky A/H1N1 

(A/PR/8), přičemž nejvyšší aktivitu vykázal N-benzyl-5-oktylaminopyrazin-2-karboxamid 

(EC50 = 1,1 µmol/l). Jako standardy byly použity nukleozin (EC50 = 0,011 µmol/l), zanamivir 

(EC50 = 4,0 µmol/l), amantadin a rimantadin (EC50 = 100 µmol/l, respektive 20 µmol/l). N-benzyl-

5-oktylaminopyrazin-2-karboxamid navíc vykázal aktivitu vůči RSV (EC50 = 8,9 µmol/l) 

srovnatelnou se standardem (ribavirin, EC50 = 5,8 – 10 µmol/l). 

 

Tabulka 12: Cytotoxicita vybraných látek na HepG2. 

Struktura n R IC50 (µmol/l) SI* 

 

- 5-C7H15 ˃250 ˃4,7 

- 5-C8H17 ˃250 ˃10,0 

- 6-C8H17 161,0 25,8 

 

0 6-C8H17 30,7 3,2 

0 5-C6H11 ˃100 (121,2) ˃4,7 (5,7) 

0 5-C7H13 48,7 9,7 

0 6-C7H13 19,3 0,5 

0 6-C8H15 18,5 2,0 

1 6-C6H9 102,0 2,5 

PZA ˃1 × 104 ˃98,1 

* Hodnoty SI vypočítané pro Mycobacterium tuberculosis H37Rv (IC50/MIC v µmol/l). 

 

Cytotoxicita 

Současně s hodnocením antivirové aktivity probíhalo i hodnocení cytotoxicity 

na následujících buněčných liniích: CrFK, HEL, HeLa a Vero. Výsledky byly vyjádřeny pomocí 

koncentrací způsobujících minimální změny v buněčné morfologii (MCC) či CC50. S výjimkou 

N-benzyl-5-oktylaminopyrazin-2-karboxamidu žádná z testovaných látek nebyla cytotoxická na 

testovaných buněčných liniích (MCC nebo CC50 ˃ 100 µmol/l).  

Pouze část látek s nejvyšší antimykobakteriální aktivitou byla testována z hlediska 

cytotoxicity na HepG2, viz Tabulka 12. Díky omezené rozpustnosti v testovacím mediu nebylo 

možné u některých látek stanovit přesné hodnoty IC50. Nicméně ani při nejvyšších koncentracích 

dosažených při ředění látek nebyl pozorován cytotoxický efekt na HepG2 buňky. Pouze série 4, 

tj. 5-/6-alkylaminopyrazin-2-karboxamidy vykázaly nízkou toxicitu na HepG2 buňkách. Z dalších 

testovaných derivátů vykázal pouze 5-cykloheptyl-N-fenylpyrazin-2-karboxamid hodnotu SI 

blížící se 10. 
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5.2.5 Hodnocení vlivu vybraných sloučenin na syntézu mastných 

a mykolových kyselin a dalších složek mykobakteriální 

buněčné stěny 
 

Při návrhu možného mechanismu účinku alkylamino derivátů byla pozornost primárně 

směřována na jeden z mechanismů účinku PZA a to inhibici synthasy mastných kyselin (FAS I). 

FAS I je klíčový enzym v syntéze mastných kyselin36 a je propojen s komplexem FAS II, který 

spotřebovává C20/C26 acyl-CoA produkovaný FAS I za vzniku mykolových kyselin, viz Obrázek 

13. Inhibice FAS I byla pozorována i v případě jednoduchých derivátů PZA jako je například 

5-Cl-PZA. Na základě výsledků dockingové studie (viz kapitola 5.2.3) byla jako možný 

mechanismus účinku 5- a 6-alkylamino derivátů N-benzylpyrazin-2-karboxamidu navržena 

inhibice InhA, tj. klíčového enzymu komplexu FAS II36. 

 

Obrázek 13: Syntéza mastných a mykolových kyselin – propojení FAS I a FAS II.* 

 
* Inhibice FAS I se projeví jako deplece či pokles obsahu FAME, jak bylo pozorováno na snímku 

v případě ClPZ = 5-Cl-PZA. Inhibice FAS II vede ke kumulaci FAME a depleci MAME, jak bylo 

pozorováno na snímku v případě INH. C = kontrola.  

 

V rámci měsíční stáže na Katedře biochemie Přírodovědecké fakulty Univerzity 

Komenského v Bratislavě autorka této disertační práce studovala vliv deseti vybraných derivátů 

PZA (včetně alkylamino derivátů diskutovaných v této disertační práci) na syntézu mykolových a 

mastných kyselin v Mycobacterium tuberculosis H37Ra (metodika popsána v kapitole 4.4.4). 

Testovány byly tyto deriváty: 

- 6-oktylaminopyrazin-2-karboxamid (1, série 4) 

- N-fenyl-6-oktylaminopyrazin-2-karboxamid (2, série 5) 

- N-(2-chlorfenyl)-6-heptylaminopyrazin-2-karboxamid (3, série 5) 

- N-benzyl-6-heptylaminopyrazin-2-karboxamid (4, série 6) 

- N-benzyl-5-oktylaminopyrazin-2-karboxamid (5, série 6) 

- 3-(4-methylbenzylamino)pyrazin-2-karboxamid (6) 
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- 5-heptylamino-6-methylpyrazin-2,3-dikarbonitril (7) 

- 5-chlor-N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamid (8)242 

- kyselina 4-(5-chlorpyrazin-2-karboxamido)-2-hydroxybenzoová (9)242 

- N-fenyl-5-hexylaminopyrazin-2-karboxamid (10)250 

 

Sloučeniny byly vybrány na základě antimykobakteriální aktivity vůči Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv. Látky 1 – 5 byly syntetizovány autorkou, 6 a 7 Mgr. Janďourkem a 8 – 10 

doktorem Zitkem242; 250. Mastné a mykolové kyseliny byly izolovány z Mycobacterium tuberculosis 

H37Ra po kultivaci s testovanou látkou a 14C-značeným octanem sodným. Po extrakci byly tyto 

následně methylovány přídavkem methyljodidu na odpovídající methylestery mastných kyselin 

(FAME) a methylestery mykolových kyselin (MAME), separovány pomocí TLC a vizualizovány 

autoradiograficky. Jako standard byl použit inhibitor InhA INH a v případě kontroly byly 

mykobakterie kultivovány pouze v médiu s radioaktivní značkou. Kromě MAME a FAME byl 

sledován i vliv testovaných látek na syntézu dalších složek mykobakteriální buněčné stěny, a to 

fosfatidylinositol mannosidů (PIMs), trehalóza monomykolátů (TMM) a dimykolátů (TDM). 

Kultivace a značení mykobakterií probíhaly stejně jako v případě stanovení MAME a FAME, 

nicméně izolace a následná separace těchto složek se lišila použitými rozpouštědly. 

 

 Inhibice syntézy mastných a mykolových kyselin 

Žádný z testovaných alkylamino derivátů (1 – 5, 10) neovlivňoval syntézu mastných 

a mykolových kyselin, nicméně v případě sloučenin 7 a 9 byla pozorována změna v množství 

izolovaných FAME a MAME (viz Obrázek 14 a Graf 1).  

 

Graf 1: Celkový obsah FAME a MAME izolovaných z Mycobacterium tuberculosis H37Ra 

po kultivaci s testovanými látkami ve srovnání s INH a kontrolou.* 

 

* Hodnoty na ose y udávají počet rozpadů radionuklidu za minutu (dpm), součet FAME a MAME. 
I = INH, C = kontrola. V případě sloučeniny 7 a 9 pozorován pokles celkového obsahu FAME a 

MAME. 
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Obrázek 14: Analýza MAME/FAME izolovaných z Mycobacterium tuberculosis H37Ra po 

kultivaci s testovanými látkami 1 – 10.* 

 
* Látky a INH testovány při koncentraci 5 µg/ml. C = kontrola. V případě látky 7 pozorována 
kulumace FAME a pokles obsahu MAME, u látky 9 pozorován pokles FAME a selektivně pokles 

methoxymykolových kyselin. 

 

Stejně jako v případě INH docházelo při kultivaci mykobakterií s látkou 7 ke kumulaci 

mastných kyselin (nárůst FAME) a inhibici syntézy mykolových kyselin (pokles MAME). Z tohoto 

důvodu byla jako možný mechanismus účinku navržena inhibice InhA závislá na koncentraci látky 

7, viz Graf 2 a Obrázek 15.  

 

Graf 2: Poměr FAME/MAME (A), respektive poměr jednotlivých MAME (B) při různých 

koncentracích látky 7 a 9. 

 
Hodnoty na ose y udávají počet rozpadů radionuklidu za minutu (dpm). C = kontrola, I = INH 
v koncentraci 5 µg/ml, ClPZ = 5-Cl-PZA v koncentraci 25 µg/ml. Koncentrace: 7A – 5 µg/ml, 7B 

– 10 µg/ml, 7C – 20 µg/ml; 9A – 1 µg/ml, 9B – 2 µg/ml, 9C – 5 µg/ml a 9D – 7 µg/ml. 

 

U látky číslo 9 byl mimo pokles MAME pozorován i pokles FAME, poměr FAME/MAME 

byl obdobný jako v případě 5-Cl-PZA (inhibitor FAS I), viz Graf 2 a Obrázek 15. Proto byla, jako 

možný mechanismus účinku, navržena inhibice FAS I. Mimo pokles FAME a MAME byla 

pozorována i změna poměru jednotlivých mykolových kyselin (α, methoxy a keto). Konkrétně se 
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jednalo o pokles methoxymykolových kyselin (nejsou esenciální, ale jsou důležité z hlediska 

virulence), což odpovídá inhibici synthasy methoxy mykolových kyselin 3 (MmaA336). 

 

Obrázek 15: Analýza FAME a MAME izolovaných z Mycobacterium tuberculosis H37Ra po 

kultivaci s látkami7 a 9 v různých koncentracích.* 

 

 
7 

 
9 

* C = kontrola, I = INH v koncentraci 5 µg/ml, ClPZ = 5-Cl-PZA v koncentraci 25 µg/ml. 
Koncentrace: 7A – 5 µg/ml, 7B – 10 µg/ml, 7C – 20 µg/ml; 9A – 1 µg/ml, 9B – 2 µg/ml, 9C – 

5 µg/ml a 9D – 7 µg/ml. 

 

 Inhibice syntézy TMM, TDM a PIMs 

Jelikož syntéza mykolových kyselin je spojena se syntézou TMM, TDM a PIMs28, byl 

pozorován pokles množství těchto derivátů pouze v případě sloučenin 7 a 9, viz Obrázek 16.  

Stejně jako v případě INH docházelo při kultivaci mykobakterií s látkou 7 k poklesu 

koncentrace TMM a TDM a částečně i PIMs (koncentrační závislost). V případě látky 9 byl 

pozorován pokles všech sledovaných složek podobně, jako tomu bylo v případě kultivace 

s 5-Cl-PZA. 
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Obrázek 16: Analýza TMM, TDM a PIMs izolovaných z Mycobacterium tuberculosis H37Ra 

po kultivaci s látkami 7 a 9. 

 

C = kontrola. ClPZ = 5-Cl-PZA v koncentraci 25 µg/ml, INH v koncentraci 5 µg/ml. Koncentrace: 

7A – 5 µg/ml, 7B – 10 µg/ml, 7C – 20 µg/ml; 9A – 1 µg/ml, 9B – 2 µg/ml, 9C – 5 µg/ml a 9D – 

7 µg/ml. 

 

5.2.6 SAR 

 
 

V rámci všech sérií alkylamino derivátů (včetně sérií publikovaných doktorem Zitkem250 a 

Mgr. Janďourkem248) byly pozorovány podobné vztahy mezi strukturou a antimykobakteriální 

aktivitou: 

 Substituce chloru za alkylamino skupinu s delším alifatickým řetězcem (-C5H11 – -C8H17) vede 

ke zvýšení aktivity vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv. 

o Aktivita závisí na lipofilitě a narůstá s prodlužujícím se alkylovým řetězcem. 

o Kulminace aktivity u derivátů s heptyl až oktylamino skupinou. 

o Pozorováno i v případě rezistentních kmenů. 

 6-Alkylamino deriváty obecně méně tolerují modifikace alifatického řetězce. 

 5-Alkylamino deriváty N-fenylpyrazin-2-karboxamidu netolerují substituce objemným 

substiuentem na fenylovém jádře v poloze 2.  

 Zavedení alkylamino skupiny do polohy 3 vede k neaktivním derivátům (MIC ≥100 μg/ml). 
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 Modifikace alkylového řetězce: 

o Terminální methoxy či hydroxy skupina vede ke ztrátě či poklesu aktivity úměrnému 

poklesu lipofility. 

o Náhrada části alifatického alkylu za fenyl vede ke ztrátě či výraznému poklesu aktivity. 

o Náhrada alifatického alkylu za cykloalkyl vede k mírnému poklesu aktivity, nárůstu 

aktivity vůči Gram-pozitivním bakteriím a nárůstu cytotoxicity na HepG2. 

 Zavedení methylenové skupiny mezi fenylové jádro a amidovou skupinu vede k: 

o Mírnému poklesu aktivity vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv.  

o V případě 5-alkylamino derivátů ke ztrátě aktivity vůči Mycobacterium kansasii. 

o V případě 6-alkylamino derivátů k nárůstu aktivity vůči Mycobacterium kansasii 

(narůstající s délkou alkylového řetězce). 

 

5.2.7 Závěr 
 

V případě alkylamino derivátů byl potvrzen pozitivní vliv prodlužování alkylového řetězce 

na antimykobakteriální aktivitu. Jako nejslibnější se zdají být oktylalkylamino deriváty odvozené 

od 5-Cl-PZA respektive 6-Cl-PZA, které kromě selektivity a dobré aktivity vůči Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv vykázaly i nízkou cytotoxicitu na HepG2.  

Navržený mechanismus účinku alkylamino derivátů spočívající v inhibici syntézy mastných 

respektive mykolových kyselin nebyl potvrzen. Otázkou tedy zůstává skutečný mechanismus 

účinku těchto látek. Na základě krystalografické struktury RpsA, tj. specifického cíle POA, bylo 

zjištěno, že C5 a C6 pyrazinového jádra nehrají zásadní roli na vazbě POA do RpsA a přinášejí tak 

možnost modifikace POA. Teoreticky pro vazbu připravených derivátů do RpsA a inhibici trans-

translace svědčí i fakt, že 3-alkylamino deriváty nevykázaly antimykobakteriální aktivitu. Další 

práce by tedy mohla být zaměřena na studium inhibice trans-translace prostřednictvím alkylamino 

derivátů a přípravu derivátů s alkylamino substitucí v poloze 5- či 6- na pyrazinu a modifikovanou 

karboxylovou skupinou ve smyslu reverzibilních derivátů (například estery pyrazin-2-karboxylové 

kyseliny).  
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6 ZÁVĚR 
 

Problematika tuberkulózy stále představuje závažný problém obzvláště v rozvojových 

zemích. Hledání nových antituberkulotik je důležité především z důvodu zvyšující ho se počtu 

pacientů infikovaných kmeny rezistentními vůči antituberkulotikum první a druhé linie, respektive 

pacientů současně infikovaných HIV.  

V rámci teoretické části této disertační práce je popsán současný stav tuberkulózy, 

epidemiologická situace ve světě a v České republice, a také faktory ztěžujícím léčbu tohoto 

onemocnění (rezistence, HIV koinfekce). Dále byly popsány jednotlivé terapeutické režimy a podán 

přehled běžně užívaných antituberkulotik, léčiv nově zavedených do klinické praxe i potenciálních 

léčiv nacházejících se v různých fázích vývoje. Jedním z možných přístupů při hledání nových léčiv 

je modifikace struktury klinicky používané látky. V rámci této disertační práce byla pozornost 

zaměřena na antituberkulotikum první linie pyrazinamid. Diskutovány byly teorie možného 

mechanismu účinku pyrazinamidu, pyrazinkarboxylové kyseliny a derivátů připraveným 

jednoduchou obměnou karboxylové skupiny, či substitucí pyrazinového jádra. Poznání 

mechanismu účinku těchto látek může významnou měrou přispět k racionálnímu vývoji nových 

antituberkulotik.  

Náplní vlastní experimentální práce byla syntéza derivátů pyrazinkarboxylové kyseliny. 

Konkrétně byly připraveny tři série N-benzyl a N-fenylpyrazin-2-karboxamidů (53 derivátů) 

substituovaných jak na pyrazinovém, tak fenylovém jádře převážně lipofilními substituenty. Tyto 

série navazovaly na dříve připravené anilidy pyrazinkarboxylové kyseliny s dobrou 

antimykobakteriální aktivitou. Na základě studia vztahů mezi strukturou a biologickou aktivitou 

byla potvrzená vhodnost substituce elektron-akceptorovou skupinou do polohy meta a elektron-

donorovou skupinou do polohy para na fenylovém jádře. Dosažené závěry byly ve shodě s dříve 

popsanými SAR u anilidů pyrazinkarboxylové kyseliny připravených pracovní skupinou prof. 

Doležala. Nejslibnějším derivátem byl 6-chlor-N-(3-chlor-4-methylfenyl)pyrazin-2-karboxamid 

(příloha P3, derivát 13), který kromě antimykobakteriální aktivity převyšující pyrazinamid vykázal 

též nízkou toxicitu vůči HepG2. 

 

6 chlor-N (3-chlor-4-methylfenyl)pyrazin-2 karboxamid (P3-13) 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv: MIC = 3,13 µg/ml 

HepG2: IC50 ˃ 250 µmol/l 

SI ˃ 22.54 
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Předlohou pro látky série 4 – 7 se stal 5-chlorpyrazin-2-karboxamid, tj. derivát pyrazinamidu 

se známých mechanismem účinku. Deriváty byly připraveny substitucí chloru za alkylamino a 

fenylalkylamino skupinu. Posléze byly připraveny odpovídající polohové isomery, sloučeniny se 

zachovanou alkylamino substitucí a modifikovanou karboxamidovou skupinou následované 

deriváty s modifikovaným alkylovým řetězcem. Celkově bylo připraveno 70 alkylamino, 

fenylalkylamino a cykloalkylamino derivátů pyrazinamidu, N-fenyl či N-benzylpyrazin-2-

karboxamidu. Ve všech sériích se vyskytovaly deriváty se slibnou aktivitou vůči Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv srovnatelnou s aktivitou isoniazidu, či výrazně převyšující aktivitu 

pyrazinamidu. Část látek též vykázala aktivitu vůči atypickým mykobakteriím srovnatelnou 

s isoniazidem. Vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou byly diskutovány: 

 S prodlužujícím se alkylovým řetězce narůstala i aktivita vůči Mycobacterium tuberculosis 

H37Rv, která kulminovala převážně u derivátů s heptyl či oktylamino substitucí. Dlouhý 

alkylový řetězec pravděpodobně usnadňuje penetraci sloučeniny přes mykobakteriální 

buněčnou stěnu. 

 Modifikace alkylového řetězce měla obecně negativní vliv na antimykobakteriální aktivitu 

související pravděpodobně s poklesem lipofility těchto derivátů.  

 Substituce do polohy 3 vede k neaktivním derivátům.  

Většina testovaných látek byla selektivní vůči mykobakteriím. Stran antifungální a 

antibakteriální aktivity byla pozorována pouze aktivita vůči Gram-pozitivním bakteriím 

srovnatelná či převyšující aktivitu použitých standardů a to v případě cykloalkylamino derivátů. 

Antivirová či herbicidní aktivita byla zjištěna pouze v ojedinělých případech. Alkylamino deriváty 

byly studovány z hlediska inhibice synthasy mastných kyselin I či enoyl-ACP reduktázy. Aktivita 

vůči těmto enzymům nicméně nebyla potvrzena.  

 

 

Závěrem by bylo vhodné podotknout, že určení přesné krystalografické struktury 

ribosomalního proteinu S1 (RpsA), tj. specifického cíle pyrazinkarboxylové kyseliny, výraznou 

měrou přispívá k studiu možných modifikací pyrazinového jádra. Na základě orientace 

pyrazinkarboxylové kyseliny do RpsA bylo zjištěno, že uhlíky C5 a C6 nehrají zásadní roli při 

vazbě kyseliny do RpsA a mohou být dále substituovány. Jako výhodná se jeví substituce lipofilní 

 

6-oktylaminopyrazin-2-karboxamid (P4-2i) 

M. tbc H37Rv: MIC = 1,56 µg/ml 

HepG2: IC50 = 161 µmol/l 

SI = 25,8 

 

5-oktylaminopyrazin-2-karboxamid (P4-1i) 

M. tbc H37Rv: MIC = 6,25 µg/ml 

HepG2: IC50 ˃ 250 µmol/l 

SI ˃ 10.0 
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skupinou (dlouhým alkylem), která by usnadnila penetraci pyrazinkarboxylové kyseliny přes 

mykobakteriiální buněčnou stěnu. Z tohoto důvodu alkylamino deriváty pyrazin-2-karboxmidu 

představují slibnou skupinu látek z hlediska dalších modifikací struktury (například příprava 

reverzibilních derivátů pyrazinkarboxylové kyseliny typu esterů se zachovanou alkylamino 

substitucí v poloze 5, respektive 6).  
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Analytical data 

6-Chloropyrazine-2-carboxilic acid (III, (Abe et al., 1969)). White solid, m.p. 155.7-156.9°C 1H 

NMR (300 MHz, DMSO) δ 9.79 (s, 1H, CONH), 9.32 (s, 1H, H3), 8.79 (s, 1H, H5). 13C NMR 

(75 MHz, DMSO) δ 164.09, 148.59, 144.01, 143.92, 133.64. 

5-Tert-butylpyrazine-2-carboxylic acid (IV), (Dolezal et al., 1999)). White solid, m.p. 

120.8-122.1°C 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 9.36 (s, 1H, H3), 8.79 (s, 1H, H6), 8.35 (bs, 

1H, COOH), 1.42 (s, 9H, (CH3)3). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 169.45, 164.58, 144.62, 

139.84, 138.49, 37.36, 29.63. 

5-Tert-butyl-6-chloropyrazine-2-carboxylic acid (V, (Venturello et al., 1986). White solid, 

m.p. 161.9-163.7°C. 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 9.37 (bs, 1H, COOH), 9.18 (s, 1H, H3), 

1.56 (s, 9H, C(CH3)3). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 166.30, 165.21, 147.08, 141.93, 

138.18, 39.26, 28.15. 

N-(2-chlorophenyl)pyrazine-2-carboxamide (1). White solid. Yield 40.3%; m.p. 130.9-

132.6°C; IR (cm-1): 3331 (NH), 1690 (CONH); 1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 10.42 (s, 

1H, CONH), 9.33 (s, 1H, H3), 8.98 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H5), 8.84 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H6), 
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8.22 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H3'), 7.58 (d, J = 7.9 Hz, 1Hm H6'), 7.43 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H4'), 

7.24 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H5'); 13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 161.19, 148.59, 144.01, 

143.92, 143.64, 134.20, 129.69, 128.16, 126.46, 125.11 123.40. Anal. Calcd. For 

C11H8ClN3O (233.65): 56.54% C, 3.45% H, 17.98% N; Found: 56.61% C, 3.39% H, 

17.96% N. ClogP = 1.359; LogP = 1.15. 

N-(2-chlorophenyl)-5-methylpyrazine-2-carboxamide (2). White solid. Yield 72.7%; 

m.p. 149.8-151.7°C; IR (cm-1): 3321 (NH), 1687 (CONH); 1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 

10.35 (s, 1H, CONH), 9.18 (s, 1H, H3), 8.71 (s, 1H, H6), 8.24 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H3'), 

7.57 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6'), 7.42 (td, J = 7.8, 1.5 Hz, 1H, H4'), 7.23 (td, J = 7.7, 1.6 Hz, 

1H, H5'), 2.63 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 161.33, 158.18, 143.22, 

142.97, 141.25, 134.27, 129.65, 128.14, 126.27, 124.86, 123.16, 21.71. Anal. Calcd. For 

C12H10ClN3O (247.68): 58.19% C, 4.07% H, 16.97% N; Found: 58.20% C, 4.01% H, 17.03 

% N. ClogP = 1.858; LogP = 1.85. 

6-Chloro-N-(2-chlorophenyl)pyrazine-2-carboxamide (3). White solid. Yield 78.0%; 

m.p. 96.5-97.3 °C. IR (cm-1) 3322 (NH), 1670 (CONH), 1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 

10.12 (s, 1H, CONH), 9.39 (s, 1H, H3), 8.84 (s, 1H, H5), 8.57 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H3'), 

7.50 – 7.47 (m, 1H, H6'), 7.41 – 7.35 (m, 1H, H4'), 7.16 – 7.12 (m, 1H, H5'). 13C NMR 

(125 MHz, DMSO) δ 159.51, 147.79, 147.65, 143.88, 142.14, 133.85, 129.34, 127.86, 

125.51, 123.77, 121.38. Anal. Calcd. for C11H7Cl2N3O (268.10): 49.28% C; 2.63% H; 

15.67% N. Found: 49.30% C; 2.67% H; 15.61% N. ClogP = 2.085; LogP = 2.05. 

5-Tert-butyl-N-(2-chlorophenyl)pyrazine-2-carboxamide (4). White solid. Yield 48.3%; 

m.p. 99.8-100.5°C; IR (cm-1): 3335 (NH), 1685 (CONH); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 

10.35 (bs, 1H, CONH), 9.39 (s, 1H, H3), 8.69 (s, 1H, H6), 8.63 (dd, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H, 

H3'), 7.42 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, H6'), 7.37 – 7.30 (m, 1H, H4'), 7.09 (td, J = 7.7, 1.5 Hz, 

1H, H5'), 1.45 (s, 9H, C(CH3)3); 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 167.95, 161.23, 142.96, 

141.34, 139.34, 134.40, 129.19, 127.79, 124.86, 123.36, 121.11, 37.10, 29.70. Anal. Calcd. 

For C15H16ClN3O (289.76): 62.18% C, 5.57% H, 14.50% N; Found: 62.30% C, 5.53% H, 

14.48% N. ClogP = 3.185; LogP = 3.28. 

5-Tert-butyl-6-chloro-N-(2-chlorophenyl)pyrazine-2-carboxamide (5). White solid. Yield 

46.3%; m.p. 107.8-108.9°C; IR (cm-1): 3339 (NH), 1679 (CONH); 1H NMR (300 MHz, 

CDCl3) δ 10.08 (bs, 1H, CONH), 9.26 (s, 1H, H3), 8.58 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H3'), 7.44 (d, J 

= 7.9 Hz, 1H, H6'), 7.39 – 7.29 (m, 1H, H4'), 7.16 – 7.07 (m, 1H, H5'), 1.56 (s, 9H, 
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C(CH3)3); 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 164.83, 159.94, 140.95, 140.13, 134.04, 131.46, 

129.27, 127.79, 125.21, 123.63, 121.24, 39.02, 28.25. Anal. Calcd. For C15H15Cl2N3O 

(324.21): 55.57% C, 4.66% H, 12.96% N; Found: 55.62% C, 4.59% H, 12.97% N. ClogP 

= 3.911; LogP = 4.18. 

N-(5-fluoro-2-methyl)pyrazine-2-carboxamide (6). White solid. Yield 64.9%; m.p. 107.1-

108.3 °C; IR (cm-1): 3349 (NH), 1695 (CONH); 1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 10.26 (s, 

1H, CONH), 9.30 (s, 1H, H3), 8.95 (s, 1H, H5), 8.82 (s, 1H, H6), 7.72 – 7.44 (m, 1H, H4'), 

7.44 – 7.24 (m, 1H, H6'), 7.05 – 6.81 (m, 1H, H3'), 2.27 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (125 MHz, 

DMSO) δ 161.50, 161.35, 159.44, 148.28, 144.46, 144.04, 143.58, 136.95, 136.86, 131.71, 

131.64, 112.15, 111.98, 110.67, 110.47, 16.97. Anal. Calcd. For C12H10FN3O (231.23): 

62.33% C, 4.36% H, 18.17% N; Found: 62.27% C, 4.48% H, 17.99% N. ClogP = 1.488; 

LogP = 1.23. 

N-(5-fluoro-2-methyl)-5-methylpyrazine-2-carboxamide (7). White solid. Yield 57.0 %; 

m.p. 142.2-143.0 °C; IR (cm-1): 3351 (NH), 1677 (CONH); 1H NMR (300 MHz, DMSO) 

δ 10.96 (s, 1H, CONH), 9.11 (s, 1H, H3), 8.59 (s, 1H, H6), 8.18 (m, 1H, H4') 7.65 (m, 1H, 

H6'), 7.50 (m, 1H, H3'), 2.58 (s, 3H, CH3), 2.38 (s, 3H, Ar-CH3); 
13C NMR (75 MHz, 

DMSO) δ 162.01, 161.61, 158.82, 157.83, 143.12, 143.00, 141.74, 137.07, 136.92, 131.70, 

131.58, 126.68, 126.64, 112.01, 111.73, 110.50, 110.17, 21.67, 16.96. Anal. Calcd. For 

C12H9ClFN3O (265.67): 54.25% C, 3.41% H, 15.82% N; Found: 54.19% C, 3.51% H, 

15.94% N. ClogP = 2.214; LogP = 2.13. 

6-Chloro-N-(5-fluoro-2-methyl)pyrazine-2-carboxamide (8). White solid. Yield 75.3%; 

m.p. 145.3-147.5 °C; IR (cm-1): 3374 (NH), 1693 (CONH); 1H NMR (500 MHz, DMSO) 

δ 10.23 (s, 1H, CONH), 9.23 (s, 1H, H3), 9.09 (s, 1H, H5), 7.49 (m, 1H, H4'), 7.31 (m, 1H, 

H6'), 7.01 (m, 1H, H3'), 2.24 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 161.26, 160.59, 

159.34, 147.96, 147.09, 144.56, 142.32, 136.78, 136.70, 131.74, 131.66, 112.69, 112.52, 

111.67, 111.48, 17.05. Anal. Calcd. For C12H9ClFN3O (265.67): 54.25% C, 3.41% H, 

15.82% N; Found: 54.19% C, 3.51% H, 15.94% N. ClogP = 2.214; LogP = 2.13. 

5-Tert-butyl-N-(5-fluoro-2-methylphenyl)pyrazine-2-carboxamide (9). White solid. Yield 

76.6%; m.p. 148.9-150.5°C; IR (cm-1): 3348 (NH), 1698 (CONH); 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 10.16 (s, 1H, CONH), 9.21 (s, 1H, H3), 8.90 (s, 1H, H6), 7.81 – 7.56 (m, 1H, 

H4'), 7.42 – 7.21 (m, 1H, H6'), 7.18 – 6.77 (m, 1H, H3'), 2.27 (s, 3H, CH3), 1.40 (s, 9H, 

C(CH3)3); 
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 167.43, 161.54, 159.50, 142.38, 141.80, 140.30, 
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137.07, 136.98, 131.71, 131.64, 126.45, 126.42, 111.90, 111.73, 110.20, 110.00, 37.05, 

29.57, 16.90.Anal. Calcd. For C16H18FN3O (287.33): 66.88% C, 6.31% H, 14.62% N; 

Found: 55.76% C, 6.34% H, 14.50% N. ClogP = 3.314; LogP = 3.36. 

5-Tert-butyl-6-chloro-N-(5-fluoro-2-methylphenyl)pyrazine-2-carboxamide (10). White 

solid. Yield 43.5%; m.p. 127.4-127.7°C; IR (cm-1): 3367 (NH), 1698 (CONH); 1H NMR 

(500 MHz, DMSO) δ 10.17 (s, 1H, CONH), 9.21 (s, 1H, H3), 7.73 – 7.51 (m, 1H, H4'), 

7.40 – 7.29 (m, 1H, H6'), 7.19 – 6.75 (m, 1H, H3'), 2.31 (s, 3H, CH3), 1.57 (s, 9H, C(CH3)3); 

13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 163.43, 161.29, 160.56, 159.38, 145.40, 142.09, 140.36, 

136.86, 136.78, 131.73, 131.66, 127.62, 112.48, 112.31, 111.26, 111.07, 38.69, 28.16, 

16.98. Anal. Calcd. For C16H17ClFN3O (321.78): 59.72% C, 5.33% H, 13.06% N; Found: 

59.79% C, 5.26% H, 13.01% N. ClogP = 4.040; LogP = 4.26. 

N-(3-chloro-4-methylphenyl)pyrazine-2-carboxamide (11). White solid. Yield 60.5%; 

m.p. 133.1-134.7°C; IR (cm-1): 3338 (NH), 1684 (CONH); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 

9.61 (bs, 1H, CONH), 9.50 (s, 1H, H3), 8.81 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H5), 8.58 (d, J = 2.4 Hz, 

1H, H6), 7.85 (s, 1H, H2'), 7.58 – 7.46 (m, 1H, H5'), 7.31 – 7.14 (m, 1H, H6'), 2.36 (s, 1H, 

CH3); 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 160.55, 147.61, 144.64, 144.12, 142.35, 131.16, 

120.31, 117.99, 19.52. Anal. Calcd. For C12H10ClN3O (247.68): 58.19% C, 4.07% H, 

16.97% N; Found: 58.23% C, 4.10% H, 16.99% N. ClogP = 2.708; LogP = 1.63. 

N-(3-chloro-4-methylphenyl)-5-methylpyrazine-2-carboxamide (12). White solid. Yield 

49.7%; m.p. 143.9-145.6°C; IR (cm-1): 3345 (NH), 1676 (CONH); 1H NMR (300 MHz, 

CDCl3) δ 9.57 (bs, 1H, CONH), 9.35 (s, 1H, H3), 8.42 (s, 1H, H6), 7.84 (s, 1H, H2'), 7.55 

– 7.48 (m, 1H, H5'), 7.29 – 7.13 (m, 1H, H6'), 2.69 (s, 3H, CH3), 2.35 (s, 3H, Ar-CH3); 
13C 

NMR (75 MHz, CDCl3) δ 160.92, 157.57, 143.57, 142.13, 141.46, 136.13, 134.62, 132.23, 

131.13, 120.25, 117.93, 21.89, 19.51. Anal. Calcd. For C13H12ClN3O (261.71): 59.66% C, 

4.62% H, 16.06% N; Found: 59.71% C, 4.59% H, 16.01% N. ClogP = 3.207; LogP = 2.34. 

6-Chloro-N-(3-chloro-4-methylphenyl)pyrazine-2-carboxamide (13). White solid. Yield 

28.4%; m.p. 128.7-129.9°C; IR (cm-1): 3340 (NH), 1679 (CONH); 1H NMR (300 MHz, 

CDCl3) δ 9.38 (s, 1H, H3), 9.35 (bs, 1H, CONH), 8.81 (s, 1H, H5), 7.85 (s, 1H, H2'), 7.56 

– 7.44 (m, 1H, H5'), 7.28 – 7.21 (m, 1H, H6'), 2.37 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (75 MHz, 

CDCl3) δ 159.29, 147.66, 147.43, 143.71, 142.20, 135.58, 134.71, 132.85, 131.19, 120.49, 

118.17, 19.57. Anal. Calcd. For C12H9Cl2N3O (282.13): 51.09% C, 3.22% H, 14.89% N; 

Found: 51.03% C, 3.27% H, 14.91% N. ClogP = 3.434; LogP = 2.53. 
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5-Tert-butyl-N-(3-chloro-4-methylphenyl)pyrazine-2-carboxamide (14). White solid. 

Yield 47.7%; m.p. 115.5-116.3°C; IR (cm-1): 3343 (NH), 1680 (CONH); 1H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 9.60 (bs, 1H, CONH), 9.38 (s, 1H, H3), 8.61 (s, 1H, H6), 7.86 (s, 1H, 

H2'), 7.51 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H5'), 7.22 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H6'), 2.35 (s, 3H, CH3), 1.45 

(s, 9H, C(CH3)3); 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 167.67, 161.01, 142.94, 141.13, 138.96, 

136.20, 134.61, 132.14, 131.10, 120.20, 117.88, 37.06, 29.69, 19.50. Anal. Calcd. For 

C16H18ClN3O (303.79): 63.26% C, 5.97% H, 13.83% N; Found: 63.31% C, 5.99% H, 

13.78% N. ClogP = 4.534; LogP = 3.76. 

6-Chloro-5-tert-butyl-N-(3-chloro-4-methylphenyl)pyrazine-2-carboxamide (15). White 

solid. Yield 50.3%; m.p. 117.2-118.6°C; IR (cm-1): 3339 (NH), 1680 (CONH); 1H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 9.31 (bs, 1H, CONH), 9.26 (s, 1H, H3), 7.86 (s, 1H, H2'), 7.51 (m, 

1H, H5'), 7.29 – 7.12 (m, 1H, H6'), 2.36 (s, 3H, CH3), 1.55 (s, 9H, C(CH3)3); 
13C NMR 

(75 MHz, CDCl3) δ 164.71, 159.77, 145.78, 140.85, 140.25, 135.82, 134.67, 132.56, 

131.14, 120.43, 118.11, 39.01, 28.26, 19.56. Anal. Calcd. For C16H17Cl2N3O (338.23): 

56.82% C, 5.07% H, 12.42% N; Found: 56.78% C, 5.11% H, 12.49% N. ClogP = 5.260; 

LogP = 4.66. 

N-(5-iodo-2-methylphenyl)pyrazine-2-carboxamide (16). White solid. Yield 34.7%; 

m.p. 179.8-182.3 °C; IR (cm-1): 3346 (NH), 1692 (CONH); 1H NMR (500 MHz, DMSO) 

δ 10.29 (s, 1H, CONH), 9.29 (s, 1H, H6'), 8.95 (s, 1H, H3), 8.82 (s, 1H, H5), 8.04 (s, 1H, 

H6), 7.50 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H3'), 7.10 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H4'), 2.23 (s, 3H, CH3); 
13C 

NMR (125 MHz, DMSO) δ 161.65, 148.20, 144.58, 144.07, 143.59, 137.40, 134.35, 

132.73, 132.59, 131.78, 90.70, 17.41. Anal. Calcd. For C12H10IN3O (339.13): 42.50% C, 

2.97% H, 12.39% N; Found: 42.69% C, 2.91% H, 12.34% N. ClogP = 2.468; LogP = 2.43. 

N-(5-iodo-2-methylphenyl)-5-methylpyrazine-2-carboxamide (17). White solid. Yield 

42.5%; m.p. 175.3-177.5°C; IR (cm-1): 3337 (NH), 1689 (CONH); 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 10.21 (s, 1H, CONH), 9.14 (s, 1H, H6'), 8.69 (s, 1H, H3), 8.04 (s, 1H, H6), 7.49 

(d, J = 8.0 Hz, 1H, H3'), 7.08 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H4'), 2.62 (s, 3H, CH3), 2.22 (s, 3H, CH3); 

13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 161.78, 157.73, 143.13, 143.02, 141.85, 137.48, 134.20, 

132.59, 132.56, 131.59, 90.70, 21.65, 17.40. Anal. Calcd. For C13H12IN3O (353.16): 

44.21% C, 3.42% H, 11.90% N; Found: 44.19% C, 3.48% H, 11.97% N. ClogP = 2.967; 

LogP = 3.14. 
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6-Chloro-N-(5-iodo-2-methylphenyl)pyrazine-2-carboxamide (18). White solid. Yield 

58.9%; m.p. 157.6-159.1°C; IR (cm-1): 3364 (NH), 1686 (CONH); 1H NMR (300 MHz, 

CDCl3) δ 9.39 (m, 2H, CONH, H3), 8.83 (s, 1H, H5), 8.55 (s, 1H, H6'), 7.45 (d, J = 8.0 Hz, 

1H, H4'), 6.97 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H3'), 2.35 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 

159.26, 147.75, 143.82, 142.16, 136.09, 134.39, 132.08, 131.44, 130.21, 128.01, 91.05, 

17.31. Anal. Calcd. For C12H9ClIN3O (373.58): 38.58% C, 2.43% H, 11.25% N; Found: 

38.51% C, 2.47% H, 11.23% N. ClogP = 3.194; LogP = 3.33. 

5-Tert-butyl-N-(5-iodo-2-methylphenyl)pyrazine-2-carboxamide (19). White solid. Yield 

63.3%; m.p. 155.8-156.3°C; IR (cm-1): 3339 (NH), 1689 (CONH); 1H NMR (300 MHz, 

CDCl3) δ 9.67 (bs, 1H, CONH), 9.39 (s, 1H, H3), 8.68 (s, 1H, H6'), 8.65 (s, 1H, H6), 7.41 

(d, J = 8.0 Hz, 1H, H4'), 6.94 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H3'), 2.34 (s, 3H, CH3), 1.45 (s, 9H, 

C(CH3)3); 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 168.00, 160.92, 142.98, 141.28, 139.16, 136.78, 

133.65, 131.93, 131.47, 129.63, 127.18, 91.19, 37.11, 29.72, 17.34.Anal. Calcd. For 

C16H18IN3O (395.24): 48.62% C, 4.59% H, 10.63% N; Found: 48.59% C, 4.63% H, 10.60% 

N. ClogP = 4.294; LogP = 4.56. 

5-Tert-butyl-6-chloro-N-(5-iodo-2-methylphenyl)pyrazine-2-carboxamide (20). White 

solid. Yield 50.4%; m.p. 133.8-135.2°C; IR (cm-1): 3354 (NH), 1687 (CONH); 1H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 9.38 (bs, 1H, CONH), 9.26 (s, 1H, H3), 8.59 (s, 1H, H6'), 7.43 (d, J 

= 8.0 Hz, 1H, H4'), 6.96 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H3'), 2.35 (s, 3H, CH3), 1.56 (s, 9H, C(CH3)3); 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 164.84, 159.67, 145.80, 140.91, 140.18, 136.35, 134.10, 

132.03, 129.98, 127.76, 91.09, 39.03, 28.25, 17.29. Anal. Calcd. For C16H17ClIN3O 

(429.68): 44.72% C, 3.99% H, 9.78% N; Found: 44.74% C, 4.05% H, 9.75% N. ClogP = 

5.020; LogP = 5.46. 

N-(4-chloro-2-iodophenyl)pyrazine-2-carboxamide (21). White solid. Yield 77.9%; 

m.p. 164.5-166.9°C; IR (cm-1): 3274 (NH), 1686 (CONH); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 

10.16 (bs, 1H, CONH), 9.50 (s, 1H, H3), 8.84 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H5), 8.66 (d, J = 2.5 Hz, 

1H, H6), 8.46 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H6'), 7.82 (s, 1H, H3'), 7.39 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H5'); 13C 

NMR (75 MHz, CDCl3) δ 160.99, 147.82, 144.66, 144.07, 142.68, 138.20, 136.74, 130.26, 

129.36, 121.74, 89.40. Anal. Calcd. For C11H7ClIN3O (359.55): 36.75% C, 1.96% H, 11.69 

% N; Found: 36.68% C, 1.99% H, 11.63% N. ClogP = 2.283; LogP = 2.50. 

N-(4-chloro-2-iodophenyl)-5-methylpyrazine-2-carboxamide (22). White solid. Yield 

37.5%; m.p. 192.7-193.9°C; IR (cm-1): 3272 (NH), 1681 (CONH); 1H NMR (500 MHz, 
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CDCl3)
 δ 10.12 (bs, 1H, CONH), 9.35 (s, 1H, H3), 8.51 (s, 1H, H6), 8.46 (d, J = 8.9 Hz, 

1H H6'), 7.81 (s, 1H, H3'), 7.39 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H5'), 2.70 (s, 3H, CH3); 
13C NMR 

(125 MHz, CDCl3) δ 161.35, 157.85, 143.60, 142.49, 141.37, 138.15, 136.90, 130.04, 

129.32, 121.69, 89.34, 21.94. Anal. Calcd. For C12H9ClIN3O (373.58): 38.58% C, 2.43% 

H, 11.25% N; Found: 38.54% C, 2.39% H, 11.30% N. ClogP = 2.782; LogP = 3.21. 

6-Chloro-N-(4-chloro-2-iodophenyl)pyrazine-2-carboxamide (23). White solid. Yield 

17.8%; m.p. 162.2-162.8°C; IR (cm-1): 3274 (NH), 1681 (CONH); 1H NMR (300 MHz, 

CDCl3) δ 9.95 (bs, 1H, CONH), 9.38 (s, 1H, H3), 8.84 (s, 1H, H5), 8.42 (d, J = 8.9 Hz, 1H, 

H6'), 7.84 (s, 1H, H3'), 7.40 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H5'); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 159.71, 

147.95, 147.65, 143.56, 142.08, 138.29, 136.39, 130.63, 129.42, 121.77, 89.70. Anal. 

Calcd. For C11H6Cl2IN3O (294.00): 33.53% C, 1.53% H, 10.67% N; Found: 33.54% C, 

1.49% H, 10.66% N. ClogP = 3.003; LogP = 3.41. 

5-Tert-butyl-N-(4-chloro-2-iodophenyl)pyrazine-2-carboxamide (24). White solid. Yield 

86.6%; m.p. 167.9-169.4°C; IR (cm-1): 3277 (NH), 1685 (CONH); 1H NMR (300 MHz, 

CDCl3) δ 10.16 (bs, 1H, CONH), 9.38 (s, 1H, H3), 8.71 (s, 1H, H6), 8.48 (d, J = 8.9 Hz, 

1H, H6'), 7.82 (s, 1H, H3'), 7.38 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H5'), 1.46 (s, 9H, C(CH3)3); 
13C NMR 

(75 MHz, CDCl3) δ 168.16, 161.44, 142.99, 141.04, 139.40, 138.13, 136.97, 129.96, 

129.31, 121.62, 89.26, 37.15, 29.70. Anal. Calcd. For C15H15ClIN3O (415.66): 43.34% C, 

3.64% H, 10.11% N; Found: 43.43% C, 3.59% H, 10.07% N. ClogP = 4.109; LogP = 4.63. 

6-Chloro-5-tert-butyl-N-(4-chloro-2-iodophenyl)pyrazine-2-carboxamide (25). White 

solid. Yield 57.8%; m.p. 120.4-121.9°C; IR (cm-1): 3270 (NH), 1685 (CONH); 1H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 9.94 (bs, 1H, CONH), 9.24 (s, 1H, H3), 8.43 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H6'), 

7.82 (s, 1H, H3'), 7.39 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H5'), 1.56 (s, 9H, C(CH3)3); 
13C NMR (75 MHz, 

CDCl3) δ 165.06, 160.14, 145.94, 140.10, 138.21, 136.62, 131.46, 130.28, 129.35, 121.56, 

89.54, 39.07, 28.25. Anal. Calcd. For C15H14Cl2IN3O (450.10): 40.03% C, 3.14% H, 9.34% 

N; Found: 40.00% C, 3.17% H, 9.36% N. ClogP = 4.829; LogP = 5.53. 
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Experimental Section 

General 

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (Höhenkirchen, Germany). All organic solvents used for the 

synthesis were of analytical grade. The reactions were monitored using Merck Silica 60 F254 TLC plates (Merck, 

Darmstadt, Germany). Compounds were purified using automated chromatograph CombiFlash Rf (Teledyne Isco, 

Lincoln, NE, USA) using columns filled with Kieselgel 60, 0.040-0.063 mm (Merck, Darmstadt, Germany); gradient 

elution (hexane/ethyl-acetate), detection wavelength 260 nm, monitor wavelength 280 nm. NMR analysis was 

performed on Varian Mercury VX-BB 300 (Varian, Palo Alto, CA, USA) at 300 MHz for 1H and 75 MHz for 13C or on 

Varian Mercury-Vx BB 500 (Varian, Palo Alto, CA, USA) at 500 MHz for 1H and 125 MHz for 13C. Chemical shifts 

were recorded as δ values in parts per million (ppm) and were indirectly referenced to tetramethylsilane (TMS). IR 

spectra were measured in ATR mode using a Ge crystal-plate on Nicolet Impact 400 (Nicolet, Madison, WI, USA). 

LRMS: Mass spectra were recorded in the mixture of MeOH, H2O, formic acid (80:20:0.02 v/v) using LCQ Advantage 

Max ion-trap mass spectrometer (Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA). The electrospray ionisation was performed 

in the positive mode. Melting points were determined on Stuart SMP30 melting point apparatus (Bibby Scientific 

Limited, Staffordshire, UK) and are uncorrected. Log P was calculated using the program CS ChemBioDraw Ultra 

version 14.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA). Yields refer to chromatographically pure products after all 

purification operations. Elemental analysis was performed on CE Instruments EA-1110 CHN analyser (CE 

Instruments, Wigan, United Kingdom). All values are given as percentages. 

 

General synthetic procedures 

Synthesis of starting compounds 1 and 2 

For the synthesis of starting compounds 1 and 2, 20 mmol of 6-chloropyrazine-2-carboxylic acid 

(MW = 158.54 g/mol) was dissolved in anhydrous toluene, treated with thionyl chloride (3 eq., 60 mmol) and heated 

for about 1.5 h under reflux. Then, the excess of thionyl chloride was removed by repeated evaporation with 

anhydrous toluene in vacuo. The crude acyl chloride was dissolved in anhydrous acetone.  

Second step of the synthesis was carried out under mild conditions: 1.5 eq. of corresponding aniline or 2-chloroaniline 

was dissolved in anhydrous acetone with TEA (1 eq.) and added dropwise to the stirred solution of acyl chloride. The 

reaction mixture was stirred at room temperature for about 2 h and monitored using TLC with hexane/ethyl acetate 

2:1 mixture as eluent. After this time small amount of silica was added and solvents were evaporated under reduced 

pressure. Adsorbed mixture was addressed to flash column chromatography. Yields were approximately 80 %. 

Synthesis of final compounds 3a-m and 4a-f 

To synthesize final compounds, 1 mmol of 6-chloro-N-phenylpyrazine-2-carboxamide (1) or 6-chloro-N-

(2-chlorophenyl)pyrazine-2-carboxamide (2) was dissolved in ethanol with triethylamine (1 eq., 1 mmol). Five 

equivalents of corresponding non-aromatic amine were added to the reaction mixture and refluxed in small amount 

mailto:barbora.servusova@faf.cuni.cz
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of ethanol generally for 8 hours. The completion of the reaction was checked by TLC chromatography (eluent: 

hexane/ethyl acetate, 1:1). The crude product was absorbed on silica by solvent evaporation and purified by flash 

chromatography (hexane/ethyl acetate gradient elution). To remove residual non-aromatic amine, final compounds 

were recrystallized from ethanol. 

Analytical data of prepared compounds 

6-chloro-N-phenylpyrazine-2-carboxamide (1).  

White solid. Yield 83%; mp 102.4-103.1 °C. IR (cm-1) 3317, 1675, 1598, 1584, 1548, 1520. 1H NMR (300 MHz, 

DMSO) δ 10.05 (bs, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, 3H), 8.12 (s, 1H, 5H), 7.81 – 7.73 (m, 2H, ArH), 7.41 – 7.33 (m, 2H, ArH), 

7.18 – 7.08 (m, 1H, ArH). 13C NMR (75 MHz, DMSO) δ 162.52, 153.71, 141.57, 138.11, 137.09, 129.27, 128.94, 

124.30, 120.47; MS (ESI, Pos.): m/z 234.04 (M+H)+; MW 233.65. Anal. Calcd. for C11H8ClN3O: C, 56.55; H, 3.45; N, 

17.98. Found: C, 56.50; H, 3.47; N, 17.99. 

 

N-phenyl-6-propylaminopyrazine-2-carboxamide (3a).  

White solid; yield = 61%; mp 131.1-132.7 °C. IR (cm-1) 3347, 3270, 1685, 1600, 1549, 1520, 1498. 1H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 9.57 (bs, 1H, NH), 8.67 (s, 1H, 3H), 8.08 (s, 1H, 5H), 7.74 – 7.67 (m, 2H, ArH), 7.44 – 7.32 (m, 

2H, ArH), 7.19 – 7.10 (m, 1H, ArH), 5.07 (bs, 1H, NH), 3.47 – 3.34 (m, 2H, CH2), 1.81 – 1.63 (m, 2H, CH2), 1.05 (t, 

J = 7.4 Hz, 3H, CH3). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 161.61, 152.69, 141.23, 137.40, 135.32, 131.33, 129.06, 124.47, 

119.66, 43.28, 22.46, 11.56; MS (ESI, Pos.): m/z 257.16 (M+H)+ ; MW = 256.30. Anal. Calcd. for C14H16N4O: C, 

65.61; H, 6.29; N, 21.86. Found: C, 65.68; H, 6.24; N, 21.83. 

 

6-butylamino-N-phenylpyrazine-2-carboxamide (3b).  

White solid; yield = 34%; mp 90.3-90.9 °C. IR (cm-1) 3362, 3311, 1675, 1594, 1557, 1542, 1509. 1H NMR (300 MHz, 

DMSO) δ 10.05 (bs, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, 3H), 8.12 (s, 1H, 5H), 7.81 – 7.73 (m, 2H, ArH), 7.44 (t, J = 5.4 Hz, 1H, 

NH), 7.41 – 7.33 (m, 2H, ArH), 7.18 – 7.08 (m, 1H, ArH), 3.50 – 3.39 (m, 2H, CH2), 1.63 – 1.49 (m, 2H, CH2), 1.43 – 

1.38 (m, 2H, CH2), 0.93 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH3).
 13C NMR (75 MHz, DMSO) δ 162.55, 153.71, 141.62, 138.12, 

137.09, 129.26, 128.94, 124.30, 120.47, 39.85, 30.99, 19.93, 13.99; MS (ESI, Pos.): m/z 271.19 (M+H)+; 

MW = 270.33. Anal. Calcd. for C15H18N4O: C, 66.64; H, 6.71; N, 20.73. Found: C, 66.72; H, 6.69; N, 20.77. 

 

6-pentylamino-N-phenylpyrazine-2-carboxamide (3c).  

White solid; yield = 38%; mp 77.8-78.1 °C. IR (cm-1) 3312, 3301, 1667, 1597, 1564, 1541, 1519. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 10.04 (bs, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, 3H), 8.12 (s, 1H, 5H), 7.80 – 7.73 (m, 2H, ArH), 7.44 (t, J = 5.4 Hz, 1H, 

NH), 7.40 – 7.33 (m, 2H, ArH), 7.13 – 7.09 (m, 1H, ArH), 3.47 – 3.39 (m, 2H, CH2), 1.63 – 1.53 (m, 2H, CH2), 1.41 – 

1.31 (m, 4H, CH2), 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH3). 
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 162.82, 153.98, 141.89, 138.40, 

137.37, 129.54, 129.21, 124.57, 120.73, 40.42, 29.26, 28.82, 22.41, 14.43; MS (ESI, Pos.): m/z 285.20 (M+H) +; 

MW = 284.36. Anal. Calcd. for C16H20N4O: C, 67.58; H, 7.09; N, 19.70. Found: C, 67.51; H, 7.13; N 19.68. 

 

6-hexylamino-N-phenylpyrazine-2-carboxamide (3d).  

White solid; yield = 42%; mp 58.6-59.3 °C. IR (cm-1) 3327, 3281, 1683, 1596, 1585, 1548, 1522. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 10.04 (bs, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, 3H), 8.12 (s, 1H, 5H), 7.80 – 7.74 (m, 2H, ArH), 7.44 (t, J = 5.5 Hz, 1H, 

NH), 7.40 – 7.33 (m, 2H, ArH), 7.16 – 7.08 (m, 1H, ArH), 3.48 – 3.38 (m, 2H, CH2), 1.61 – 1.52 (m, 2H, CH2), 1.42 – 

1.34 (m, 2H, CH2), 1.34 – 1.23 (m, 4H, CH2), 0.85 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CH3).
 13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 162.51, 

153.68, 141.57, 138.10, 137.08, 129.23, 128.90, 124.27, 120.42, 40.15, 31.26, 28.82, 26.43, 22.30, 14.08; MS (ESI, 

Pos.): m/z 299.22 (M+H)+; MW = 298.38. Anal. Calcd. for C17H22N4O: C, 68.43; H, 7.43; N, 18.78. Found: C, 68.46; 

H, 7.50; N, 18.70. 

 

6-heptylamino-N-phenylpyrazine-2-carboxamide (3e).  

White solid; yield = 56%; mp 61.9-62.8 °C. IR (cm-1) 3337, 3271, 1671, 1598, 1545, 1519, 1501. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 10.03 (bs, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, 3H), 8.12 (s, 1H, 5H), 7.81 – 7.74 (m, 2H, ArH), 7.44 (t, J = 5.3 Hz, 1H, 

NH), 7.39 – 7.32 (m, 2H, ArH), 7.16 – 7.09 (m, 1H, ArH), 3.47 – 3.40 (m, 2H, CH2), 1.59 – 1.56 (m, 2H, CH2), 1.41 – 

1.29 (m, 4H, CH2), 1.28 – 1.20 (m, 4H, CH2), 0.82 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CH3). 
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 162.50, 

153.67, 141.56, 138.09, 137.07, 129.22, 128.89, 124.26, 120.41, 40.15, 31.47, 28.86, 28.69, 26.72, 22.22, 14.10; 

MS (ESI, Pos.): m/z 313.22 (M+H)+; MW = 312.41. Anal. Calcd. for C18H24N4O: C, 69.20; H, 7.74; N, 17.93. Found: 

C, 69.15; H, 7.76; N, 17.97. 

 

6-octylamino-N-phenylpyrazine-2-carboxamide (3f).  

White solid; yield = 48%; mp 67.7-68.7 °C. IR (cm-1) 3359, 3315, 1675, 1595, 1557, 1544, 1513. 1H NMR (300 MHz, 

DMSO) δ 10.04 (bs, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, 3H), 8.12 (s, 1H, 5H), 7.82 – 7.72 (m, 2H, ArH), 7.44 (t, J = 5.5 Hz, 1H, 

NH), 7.40 – 7.31 (m, 2H, ArH), 7.17 – 7.06 (m, 1H, ArH), 3.48 – 3.37 (m, 2H, CH2), 1.64 – 1.50 (m, 2H, CH2), 1.44 – 
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1.14 (m, 10H, CH2), 0.81 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CH3). 
13C NMR (75 MHz, DMSO) δ 162.49, 153.68, 141.55, 138.10, 

137.07, 129.21, 128.89, 124.25, 120.40, 40.11, 31.42, 28.98, 28.91, 28.87, 26.74, 22.26, 14.09; MS (ESI, Pos.): m/z 

327.24 (M+H)+; MW = 326.44. Anal. Calcd. for C19H26N4O: C, 69.91; H, 8.03; N, 17.16. Found: C, 69.87; H, 7.99; N, 

17.21. 

 

6-phenethylamino-N-phenylpyrazine-2-carboxamide (3g).  

White solid; yield = 31%; mp 143.2-144.1 °C. IR (cm-1) 3410, 3325, 1676, 1591, 1563, 1547, 1523. 1H NMR 

(500 MHz, DMSO) δ 10.05 (bs, 1H, NH), 8.28 (s, 1H, 3H), 8.13 (s, 1H, 5H), 7.78 (d, J = 7.6 Hz, 2H, ArH), 7.56 (t, J 

= 5.1 Hz, 1H, NH), 7.41 – 7.35 (m, 2H, ArH), 7.33 – 7.30 (m, 2H, ArH), 7.29 – 7.24 (m, 2H, ArH), 7.21 – 7.11 (m, 2H, 

ArH), 3.76 – 3.66 (m, 2H, CH2), 2.89 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH2).
 13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 162.48, 153.50, 141.58, 

139.81, 138.12, 137.12, 129.48, 128.98, 128.92, 128.40, 126.22, 124.27, 120.44, 41.71, 35.03; MS (ESI, Pos.): m/z 

319.19 (M+H)+; MW = 318.38. Anal. Calcd. for C19H18N4O: C, 71.68; H, 5.70; N, 17.60. Found: C, 71.75; H, 5.67; N, 

17.55. 

 

N-phenyl-6-(3-phenylpropylamino)pyrazine-2-carboxamide (3h). 

White solid; yield = 28%; mp 82.7-83.8 °C. IR (cm-1) 3395, 3340, 1675, 1587, 1565, 1535, 1511. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 10.00 (bs, 1H, NH), 8.28 (s, 1H, 3H), 8.14 (s, 1H, 5H), 7.75 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.53 (t, J = 5.1 Hz, 

1H, NH), 7.41 – 7.34 (m, 2H, ArH), 7.29 – 7.21 (m, 4H, ArH), 7.18 – 7.12 (m, 2H, ArH), 3.51 – 3.43 (m, 2H, CH2), 

2.71 (t, J = 7.7 Hz, 2H, CH2), 1.94 – 1.85 (m, 2H, CH2).
 13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 162.47, 153.65, 141.96, 

141.56, 138.06, 137.07, 129.35, 128.92, 128.46, 128.45, 125.90, 124.30, 120.45, 40.13, 32.86, 30.68; MS (ESI, 

Pos.): m/z 333.25 (M+H)+; MW = 332.41. Anal. Calcd. for C20H20N4O: C, 72.27; H, 6.06; N, 16.86. Found: C, 72.83; 

H, 6.10; N, 16.79. 

 

6-(3-hydroxypropylamino)-N-phenylpyrazine-2-carboxamide (3i). 

White solid; yield = 74%; mp 138.8-139.6 °C. IR (cm-1) 3401, 3340, 3298, 1678, 1587, 1552, 1537, 1503. 1H NMR 

(500 MHz, DMSO) δ 10.20 (bs, 1H, NH), 8.28 (s, 1H, 3H), 8.12 (s, 1H, 5H), 7.82 – 7.75 (m, 2H, ArH), 7.49 (t, J = 5.1 

Hz, 1H, NH), 7.39 – 7.34 (m, 2H, ArH), 7.12 (t, J = 7.4 Hz, 1H, ArH), 4.66 (bs, 1H, OH), 3.57 – 3.47 (m, 4H, CH2), 

2.51 – 2.47 (m, 2H, CH2). 
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 162.50, 153.74, 141.47, 138.20, 137.00, 129.23, 128.93, 

124.22, 120.30, 58.61, 37.10, 32.58; MS (ESI, Pos.): m/z 273.12 (M+H)+; MW = 272.31. Anal. Calcd. for C14H16N4O2: 

C, 61.75; H, 5.92; N, 20.58. Found: C, 61.68; H, 5.95; N, 20.61. 

 

6-(4-hydroxybutylamino)-N-phenylpyrazine-2-carboxamide (3j). 

White solid; yield = 49%; mp 106.1-107.3 °C. IR (cm-1) 3394, 3325, 3299, 1675, 1596, 1561, 1549, 1511. 1H NMR 

(500 MHz, DMSO) δ 10.04 (bs, 1H, NH), 8.27 (s, 1H, 3H), 8.12 (s, 1H, 5H), 7.78 (d, J = 7.3 Hz, 2H, ArH), 7.46 (t, J 

= 5.1 Hz, 1H, NH), 7.39 – 7.35 (m, 2H, ArH), 7.13 (t, J = 7.4 Hz, 1H, ArH), 4.43 (t, J = 5.1 Hz, 1H, OH), 3.48 – 3.42 

(m, 4H, CH2), 1.66 – 1.58 (m, 2H, CH2), 1.58 – 1.50 (m, 2H, CH2). 
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 162.51, 153.69, 

141.56, 138.10, 137.09, 129.26, 128.91, 124.27, 120.49, 60.66, 40.11, 30.19, 25.49; MS (ESI, Pos.): m/z 287.16 

(M+H)+; MW = 283.33. Anal. Calcd. for C15H18N4O2: C, 62.92; H, 6.34; N, 19.57. Found: C, 62.98; H, 6.36; N, 19.48. 

 

6-(5-hydroxypentylamino)-N-phenylpyrazine-2-carboxamide (3k). 

White solid; yield = 36%; mp 109.4-110.1 °C. IR (cm-1) 3380, 3379, 3334, 3271, 1676, 1591, 1576, 1555, 1519. 1H 

NMR (500 MHz, DMSO) δ 10.04 (bs, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, 3H), 8.12 (s, 1H, 5H), 7.77 (d, J = 7.5 Hz, 2H, ArH), 7.44 

(t, J = 5.1 Hz, 1H, NH), 7.39 – 7.34 (m, 2H, ArH), 7.13 (t, J = 7.4 Hz, 1H, ArH), 4.36 (bs, 1H, OH), 3.52 – 3.37 (m, 

4H, CH2), 1.63 – 1.53 (m, 2H, CH2), 1.52 – 1.45 (m, 2H, CH2), 1.44 – 1.38 (m, 2H, CH2). 
13C NMR (125 MHz, DMSO) 

δ 162.52, 153.68, 141.59, 138.10, 129.24, 128.91, 124.27, 120.46, 60.82, 40.23, 32.48, 28.75, 23.36; MS (ESI, Pos.): 

m/z 301.07 (M+H)+; MW = 300.36. Anal. Calcd. for C16H20N4O2: C, 63.98; H, 6.71; N, 18.65. Found: C, 63.90; H, 

6.74; N, 18.67. 

 

6-(2-methoxyethylamino)-N-phenylpyrazine-2-carboxamide (3l). 

White solid; yield = 90%; mp 92.3-92.9 °C. IR (cm-1) 3387, 3356, 3280, 1675, 1594, 1571, 1549, 1511. 1H NMR 

(500 MHz, DMSO) δ 10.09 (bs, 1H, NH), 8.29 (s, 1H, 3H), 8.19 (s, 1H, 5H), 7.78 (d, J = 7.0 Hz, 2H, ArH), 7.52 (t, J 

= 5.1 Hz, 1H, NH), 7.41 – 7.33 (m, 2H, ArH), 7.15 – 7.11 (m, 1H, ArH), 3.71 – 3.60 (m, 2H, CH2), 3.58 – 3.50 (m, 2H, 

CH2), 3.30 (s, 3H, CH3).
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 162.53, 153.60, 141.53, 138.14, 137.25, 129.57, 128.86, 

124.29, 120.65, 70.80, 58.15, 39.92; MS (ESI, Pos.): m/z 273.11 (M+H)+; MW = 272.31. Anal. Calcd. for C14H16N4O2: 

C, 61.75; H, 5.92; N, 20.58. Found: C, 61.73; H, 5.88; N, 20.60.  

 

6-(3-methoxypropylamino)-N-phenylpyrazine-2-carboxamide (3m). 

White solid; yield = 42%; mp 84.5-85.1 °C. IR (cm-1) 3405, 3380, 3310, 1676, 1587, 1570, 1561, 1525. 1H NMR 

(500 MHz, DMSO) δ 10.06 (bs, 1H, NH), 8.28 (s, 1H, 3H), 8.12 (s, 1H, 5H), 7.77 (d, J = 7.3 Hz, 2H, ArH), 7.49 (t, J 

= 5.1 Hz, 1H, NH), 7.42 – 7.31 (m, 2H, ArH), 7.13 (t, J = 7.4 Hz, 1H, ArH), 3.51 – 3.46 (m, 2H, CH2), 3.46 – 3.41 (m, 

2H, CH2), 3.24 (s, 3H, CH3), 1.85 – 1.78 (m, 2H, CH2). 
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 162.46, 153.64, 141.52, 138.09, 
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137.10, 129.35, 128.95, 124.31, 120.41, 69.86, 58.10, 37.37, 28.97; MS (ESI, Pos.): m/z 287.17 (M+H) +; 

MW = 286.33. Anal. Calcd. for C15H18N4O2: C, 62.92; H, 6.34; N, 19.57. Found: C, 62.87; H, 6.42; N, 19.59. 

 

6-chloro-N-(2-chlorophenyl)pyrazine-2-carboxamide (2). 

White solid; yield = 78%; mp 96.5-97.3 °C. IR (cm-1) 3322, 1670, 1593, 1584, 1540, 1517. 1H NMR (500 MHz, DMSO) 

δ 10.12 (bs, 1H, NH), 9.39 (s, 1H, 3H), 8.84 (s, 1H, 5H), 8.57 (d, J = 8.1 Hz, 1H, ArH), 7.50 – 7.47 (m, 1H, ArH), 7.41 

– 7.35 (m, 1H, ArH), 7.16 – 7.12 (m, 1H). 13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 159.51, 147.79, 147.65, 143.88, 142.14, 

133.85, 129.34, 127.86, 125.51, 123.77, 121.38. MS (ESI, Pos.): m/z 268.51 (M+H)+; MW = 268.10. Anal. Calcd. for 

C11H7Cl2N3O: C, 49.28; H, 2.63; N, 15.67. Found: C, 49.30; H, 2.67; N, 15.61. 

 

N-(2-chlorophenyl)-6-propylaminopyrazine-2-carboxamide (4a).  

White solid; yield = 71%; mp 126.1-126.7 °C. IR (cm-1) 3349, 3270, 1679, 1593, 1584, 1551, 1517. 1H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 10.45 (bs, 1H), 8.67 – 8.65 (m, 1H, ArH), 8.64 (s, 1H, 3H), 8.10 (s, 1H, 5H), 7.44 – 7.37 (m, 1H, 

ArH), 7.37 – 7.28 (m, 1H, ArH), 7.12 – 6.98 (m, 1H, ArH), 5.11 (bs, 1H, NH), 3.50 – 3.38 (m, 2H, CH2), 1.81 – 1.64 

(m, 2H, CH2), 1.02 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 161.74, 152.71, 141.15, 136.19, 134.52, 

130.98, 129.10, 127.87, 124.62, 122.98, 120.74, 43.13, 22.41, 11.48; MS (ESI, Pos.): m/z 291.20 (M+H)+; 

MW = 290.75. Anal. Calcd. for C14H15ClN4O: C, 57.83; H, 5.20; N, 19.27. Found: C, 57.77; H, 5.26; N, 19.29. 

 

N-(2-chlorophenyl)-6-butylaminopyrazine-2-carboxamide (4b). 

White solid; yield = 82%; mp 117.3-118.2 °C. IR (cm-1) 3345, 3299, 1677, 1592, 1585, 1547, 1517. 1H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 10.45 (bs, 1H, NH), 8.69 – 8.62 (m, 1H, ArH), 8.59 (s, 1H, 3H), 8.07 (s, 1H, 5H), 7.46 – 7.38 (m, 

1H, ArH), 7.37 – 7.27 (m, 1H, ArH), 7.10 – 7.00 (m, 1H, ArH), 5.00 (bs, 1H, NH), 3.53 – 3.42 (m, 2H, CH2), 1.74 – 

1.60 (m, 2H, CH2), 1.45 (dp, J = 14.6, 7.3 Hz, 2H, CH2), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CH3).
 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 

161.84, 152.61, 140.93, 136.44, 134.55, 131.35, 129.08, 127.84, 124.57, 122.97, 120.72, 41.08, 31.26, 20.20, 13.79; 

MS (ESI, Pos.): m/z 305.21 (M+H)+; MW = 307.77. Anal. Calcd. for C15H17ClN4O: C, 59.11; H, 5.62; N, 18.38. Found: 

C, 59.07; H, 5.59; N, 18.43.  

 

N-(2-chlorophenyl)-6-pentylaminopyrazine-2-carboxamide (4c).  

White solid; yield = 57%; mp 109.3-110.1 °C. IR (cm-1) 3351, 3306, 1681, 1592, 1584, 1544, 1515. 1H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 10.44 (bs, 1H, NH), 8.69 – 8.63 (m, 1H, ArH), 8.60 (s, 1H, 3H), 8.11 (s, 1H, 5H), 7.47 – 7.38 (m, 

1H, ArH), 7.37 – 7.28 (m, 1H, ArH), 7.14 – 7.01 (m, 1H, ArH), 5.09 (bs, 1H, NH), 3.53 – 3.41 (m, 2H, CH2), 1.82 – 

1.63 (m, 2H, CH2), 1.49 – 1.29 (m, 4H, CH2), 0.93 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH3). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 161.68, 

152.71, 141.26, 136.03, 134.52, 130.80, 129.09, 127.87, 124.62, 122.98, 120.75, 41.41, 29.20, 28.90, 22.42, 14.01; 

MS (ESI, Pos.): m/z 319.25 (M+H)+; MW = 318.80. Anal. Calcd. for C16H19ClN4O: C, 60.28; H, 6.01; N, 17.57. Found: 

C, 60.36; H, 5.97; N, 17.51. 

 

N-(2-chlorophenyl)-6-hexylaminopyrazine-2-carboxamide (4d). 

 White solid; yield = 85%; mp 105.3-105.9 °C. IR (cm-1) 3350, 3318, 1677, 1596, 1584, 1552, 1515. 1H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 10.44 (bs, 1H, NH), 8.69-8.66 (m, 1H, ArH), 8.64 (s, 1H, 3H), 8.13 (s, 1H, 5H), 7.45 – 7.38 (m, 

1H, ArH), 7.38 – 7.29 (m, 1H, ArH), 7.12 – 7.03 (m, 1H, ArH), 5.13 (bs, 1H, NH), 3.55 – 3.39 (m, 2H, CH2), 1.77 – 

1.61 (m, 2H, CH2), 1.50 – 1.09 (m, 6H, CH2), 0.98 – 0.75 (m, 3H, CH3). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 161.63, 152.74, 

141.36, 135.93, 134.51, 130.61, 129.09, 127.87, 124.63, 122.98, 120.74, 41.44, 31.53, 29.15, 26.74, 22.59, 14.00; 

MS (ESI, Pos.): m/z 333.25 (M+H)+; MW = 332.83. Anal. Calcd. for C17H21ClN4O: C, 61.35; H, 6.36; N, 16.83. Found: 

C, 61.30; H, 6.43; N, 16.80. 

 

N-(2-chlorophenyl)-6-heptylaminopyrazine-2-carboxamide (4e). 

White solid; yield = 74%; mp 85.7-86.3 °C. IR (cm-1) 3356, 3311, 1678, 1594, 1585, 1552, 1516. 1H NMR (300 MHz, 

CDCl3) δ 10.45 (bs, 1H, NH), 8.68 – 8.62 (m, 2H, ArH, 3H), 8.07 (s, 1H, 5H), 7.44 – 7.38 (m, 1H, ArH), 7.36 – 7.29 

(m, 1H, ArH), 7.10 – 7.02 (m, 1H, ArH), 4.98 (t, J = 5.7 Hz, 1H, NH), 3.51 – 3.43 (m, 2H, CH2), 1.76 – 1.63 (m, 2H, 

CH2), 1.47 – 1.23 (m, 8H, CH2), 0.90 – 0.86 (m, 3H, CH3). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 161.84, 152.59, 140.93, 

136.42, 134.55, 131.37, 129.08, 127.84, 124.56, 122.98, 120.72, 41.39, 31.76, 29.23, 29.01, 27.03, 22.56, 14.03; 

MS (ESI, Pos.): m/z 347.26 (M+H)+; MW = 346.85. Anal. Calcd. for C18H23ClN4O: C, 62.33; H, 6.68; N, 16.15. Found: 

C, 62.27; H, 6.71; N, 16.11. 

 

N-(2-chlorophenyl)-6-octylaminopyrazine-2-carboxamide (4f). 

White solid; yield = 65%; mp 101.9-102.5 °C. IR (cm-1) 3346, 3315, 1683, 1592, 1584, 1549, 1515. 1H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 10.45 (bs, 1H, NH), 8.69-8.66 (m, 1H, ArH), 8.64 (s, 1H, 3H), 8.12 (s, 1H, 5H), 7.44-7.41 (m, 

1H, ArH), 7.37 – 7.29 (m, 1H, ArH), 7.12 – 7.02 (m, 1H, ArH), 5.13 (bs, 1H, Nh), 3.53 – 3.42 (m, 2H, CH2), 1.76 – 

1.62 (m, 2H, CH2), 1.48 – 1.16 (m, 10H, CH2), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CH3). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 161.68, 

152.72, 141.26, 136.04, 134.51, 130.74, 129.09, 127.85, 124.61, 122.99, 120.73, 41.42, 31.75, 29.30, 29.22, 29.19, 

27.07, 22.60, 14.05; MS (ESI, Pos.): m/z 361.23 (M+H)+; MW = 360.88. Anal. Calcd. for C19H25ClN4O: C, 63.24; H, 

6.98; N, 15.53. Found: C, 63.28; H, 7.00; N, 15.49. 
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Biological methods 

In vitro antimycobacterial evaluation 

Microplate alamar blue assay.1 Antimycobacterial evaluation was performed at the Department of Clinical 

Microbiology, University Hospital and Faculty of Medicine in Hradec Králové, Charles University in Prague, Czech 

Republic. Four mycobacterial strains were used: Mycobacterium tuberculosis H37Rv CNCTC My 331/88, M. avium 

CNCTC My 80/72, M. avium CNCTC My 152/73 and M. kansasii CNCTC My 235/80 (Czech National Collection of 

Type Cultures, National Institute of Public Health, Prague, Czech Republic). Tested compounds were dissolved in 

DMSO, diluted with Šula’s semisynthetic medium (Trios, Prague, Czech Republic) to final concentrations of  100, 50, 

25, 12.5, 6.25, 3.13 and 1.56 μg/mL, than placed into a microdilution panel. The bacteria were added in the form of 

suspension in isotonic saline solution. The final concentration of DMSO [0.5 % (v/v)] was shown not to affect the 

growth of mycobacteria. The cultures were grown in Šula’s semisynthetic medium at pH 5.6 and 37 °C. 30 µL of 

working solution (1:1 mixture of 0.1% resazurin sodium salt (aq. sol.) and 10% Tween 80) was used for visualization 

of growth. The working solution was usually added after 5 days of incubation for M. avium, 5-7 days for M. kansasii 

and 10-14 days for M. tuberculosis. The results were then determined after 24 h and interpreted according to 

Framzblau et al.33 The minimal inhibitory concentration (MIC, μg/mL) was determined as the lowest concentration 

which prevented a colour change from blue to pink.  

Drug-resistant strains: clinically isolated M. tuberculosis 234/2005, M. tuberculosis 9449/2007, M. tuberculosis 

7357/1998, M. tuberculosis 8666/2010, M. tuberculosis Praha 1, M. tuberculosis Praha 4 and M. tuberculosis Praha 

131. Microplate dilution method. Tested compounds were dissolved in DMSO, diluted with Šula’s semisynthetic 

medium (Trios, Prague, Czech Republic) to final concentrations from 1 to 1000 μM. The reference agent INH was 

used in a sterile water solution within concentration range from 0.5 to 250 μM. Suspensions of the mycobacterial 

strains were adjusted to density of 1.0 on McFarland standard. The MIC was determined as the lowest concentration 

which inhibited the visual growth after incubation at 37 °C for 14/21 days. 

 

In vitro antibacterial evaluation 

Microdilution broth method.2 The organisms examined included strains from the Czech Collection of Microorganisms 

(Brno, Czech Republic): Staphylococcus aureus CCM 4516/08, Escherichia coli CCM 4517, Pseudomonas 

aeruginosa CCM 1961. These strains are recommended as standards for testing of antibacterial activities. Other 

strains were clinical isolates (Department of Clinical Microbiology, University Hospital and Faculty of Medicine in 

Hradec Králové, Charles University in Prague, Czech Republic): Staphylococcus aureus H 5996/08-methicilin 

resistant (MRSA), Staphylococcus epidermidis H 6966/08, Enterococcus sp. J 14365/08, Klebsiella pneumoniae 

D 11750/08, Klebsiella pneumoniae J 14368/08-ESBL positive. All strains were subcultured on Mueller-Hinton agar 

(MHA) (Difco/Becton Dickinson, Detroit, MI) at 35 °C. Bacterial inocula were prepared by suspending in sterile 0.85% 

saline. The cell density of the inoculum was adjusted to yield a suspension of density equivalent to 0.5 McFarland 

scale (1.5 × 108 viable CFU/mL). The compounds were dissolved in DMSO, and the antibacterial activity was 

determined in Mueller-Hinton liquid broth (Difco/Becton Dickinson, Detroit, MI), buffered to pH 7.0. Controls consisted 

of medium and DMSO alone. The final concentration of DMSO in the test medium did not exceed 1% (v/v). The 

minimum inhibitory concentration (MIC), defined as 95% inhibition of bacterial growth as compared to control,  was 

determined after 24 and 48 h of static incubation at 35 °C. 

 

In vitro antifungal evaluation 

The Department of Medical and Biological Sciences at the Faculty of Pharmacy in Hradec Králové, Charles University 

in Prague, Czech Republic, performed the antifungal susceptibility assays, which were carried out using the 

microdilution broth method. (National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Method for Antifungal 

Disc Diffusion Susceptibility Testing of Yeasts: Approved Guideline M44-A; NCCLS: Wayne, PA, USA, 2004.) 

Compounds were dissolved in DMSO and twofold diluted in RPMI 1640 medium with glutamine buffered to pH 7.0 

(3-morpholinopropane-1-sulfonic acid). The final concentration of DMSO in the tested medium did not exceed 2.5 % 

(v/v). Static incubation was performed in the dark and humid, at 35 °C for 24 and 48 h (respectively 72 and 120 h for 

Trichophyton mentagrophytes). Drug-free controls were included. Fluconazole was used as reference agent. Tested 

species: Candida albicans ATCC 44859, C. tropicalis 156, C. krusei E28, C. glabrata 20/I, Trichosporon asahii 1188, 

Aspergillus fumigates 231, Absidia corymbifera 272 and Trichophyton mentagrophytes 445. 

 

Cytotoxicity assays 

Toxicity in hepatoma cells.3,4 The human hepatocellular liver carcinoma cell line Hep G2 (passages 26-27) purchased 

from Health Protection Agency Culture Collections (ECACC, Salisbury, UK) was routinely cultured in MEM (Minimum 

Essentials Eagle Medium) (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% foetal bovine serum (PAA), 1% L-Glutamine 

solution (Sigma-Aldrich) and non-essential amino acid solution (Sigma-Aldrich) in a humidified atmosphere 

containing 5% CO2 at 37 °C. For subcultivation, the cells were harvested after trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich) 

treatment at 37°C. To perform the cytotoxicity assays, the cells were seeded at a density of 1 × 104 cells per well in 

a 96-well plate. On the next day, the cells were treated with each of the test substances dissolved in DMSO and 
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diluted in medium. Each compound concentration or control (i.e. untreated cell control or vehiculum control) was 

performed in triplicate. Compound 3f was tested at a concentration range 0 – 100 µM. The controls were: 100 % cell 

viability (untreated control) and 0 % cell viability (cells treated with 10% DMSO). After 24 h incubation in a humidified 

atmosphere containing 5 % CO2 at 37 °C, the formazan reagent from the CellTiter 96 AQueous One Solution Cell 

Proliferation Assay kit (Promega) was added. After another 1.5 h incubation at 37°C, the absorbance was recorded 

at 490 nm. The IC50 value was calculated by nonlinear regression using GraphPad Prism software (version 6).  

 

Cytotoxicity was further determined on Crandell feline kidney (CrFK) cells, human embryonic lung (HEL) fibroblasts, 

human cervix epithelial (HeLa) cells and African green monkey kidney (Vero) cells. These assays were performed 

as described previously.5-7 The cytotoxicity was expressed as the minimum cytotoxic concentration (MCC; compound 

concentration producing minimal changes in cell morphology, as estimated by microscopy), or the 50% cytotoxic 

concentration (CC50; estimated by the MTS cell viability assay). 

Docking procedure 

All molecular modelling was done using Schrödinger Suite (Release 2014-2) and visualizations were prepared in 

Maestro 9.8 (Schrödinger, Inc.). Ligands were drawn manually in Maestro, converted to 3D and prepared as ligands 

using LigPrep (energy minimization using OPLS_2005 force field, generation of possible states at pH 7.0 ± 2.0 using 

Epic, without generation of tautomers). The target protein was downloaded from the PDB databank (pdb: 3PL1) and 

prepared using Maestro Protein Preparation Wizard with default settings. Water molecules were removed with the 

exception of HOH220 and HOH221, which are coordinated to Fe2+ ion. 

Covalent docking of the ligands was performed using automated built-in workflow, which requires selection of the 

ligand, protein, center and size of the grid box; designation of the reactive residue of the protein; and selection of the 

chemistry of the reaction to create the ligand-enzyme covalent bond. Cys138 was chosen as the reactive residue. 

From the predefined types of reactions, we chose Nucleophilic Addition to a Double Bond. The grid box was centered 

on the PZA ligand docked into the active site of PncA. The number of output poses for each ligand was set to five. 

All other parameters of covalent docking protocol were as default. 

The addition of the cysteine thiol group to the amide C=O bond produced a tetrahedral complex of general formula 

R-C(OH)(NHR)(S-CH2-), i.e. the form with neutral hydroxyl –OH. The best pose of each covalently bound ligand was 

manually transformed to the oxoanion form R-C(O-)(NHR)(S-CH2-) and the protein residues within radius of 5Å were 

minimized using OPLS_2005 force field and aqueous solvation model until RMS gradient was smaller than 

0.01 kcal/mol/Å. These minimized tetrahedral complexes of individual ligands were used to evaluate the ligand-

protein stabilising interactions. 
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Syntéza a biologické hodnocení cykloalkylamino derivátů odvozených 

od N-fenylpyrazin-2-karboxamidu a N-benzylpyrazin-2-karboxamidu. 

Metodika hodnocení inhibice syntézy TDM, TMM a PIMs. 

 

Tato příloha obsahuje podrobnosti týkající se syntézy cykloalkylamino derivátů N-fenyl a 

N-benzylpyrazin-2-karboxamidu, použitých metod a přístrojového vybavení. Dále jsou zde 

uvedená analytická data připravených sloučenin, výsledky hodnocení antimykobakteriální, 

antifungální a antibakteriální aktivity a cytotoxicity. V rámci této přílohy je popsána i metodika 

hodnocení inhibice syntézy některých esenciálních složek mykobakteriální buněčné stěny. 

 

Bylo připraveno 12 nových v literatuře nepopsaných sloučenin odvozených od N-fenyl a 

N-benzylpyrazin-2-karboxamidu.  

 

Schéma 10: Příprava finálních sloučenin 1a – 4c. 

 

a) cykloalkylamin, TEA, EtOH, reflux, 3 – 6 hod. 

 

VÝSLEDKY BIOLOGICKÉHO TESTOVÁNÍ 

 

Antimykobakteriální aktivita 

Přehled antimykobakteriální aktivity připravených látek viz Tabulka 1. Substituce chloru za 

cykloalkylamino skupinu vede v případě derivátů substituovaných do polohy 5 k poklesu či ztrátě 

aktivity vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv ve srovnání s výchozími látkami VL 1 a VL 3 (s 

výjimkou látky 1b – aktivita zachována). V případě 6-isomerů byla aktivita zachována (4a – 4c) či 

došlo k mírnému zvýšení aktivity (2a – 2c) ve srovnání s výchozími látkami VL 2 a VL 4, u těchto 

derivátů byl navíc pozorován nárůst aktivity vůči Mycobacterium kansasii (MIC = 12,5 µg/ml). Ve 

srovnání s použitými standardy vykázaly nejúčinnější deriváty aktivitu vůči Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv převyšující aktivitu PZA (MIC = 12,5 µg/ml), respektive aktivitu vůči 

Mycobacterium kansasii srovnatelnou s INH (MIC = 6,25 µg/ml). 

S výjimkou látky 2b (aktivita vůči Mycobacterium avium 152/73) nebyla pozorována aktivita 

vůči testovaným kmenům Mycobacterium avium.  
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Tabulka 13: Přehled připravených sloučenin a výsledky antimykobakteriální aktivity 

vyjádřené pomocí MIC (μg/ml). 

a H37Rv CNCTC My 331/88; b CNCTC My 235/80; c CNCTC My 152/73. n. d. = není dostupné. 
PZA = pyrazinamid; INH = isoniazid. 

 

Antibakteriální aktivita 

Žádný z připravených derivátů nevykázal aktivitu vůči Gram-negativním bakteriím. 

V případě antifungální aktivity byla u části látek pozorována pouze zanedbatelná aktivita vůči 

Trichophyton mentagrophytes 445 (MIC ≥ 125 µmol/l).  

6-Cykloheptylamino a 6-cyklooktylamino deriváty vykázaly aktivitu vůči Gram-pozitivním 

bakteriím – Staphylococcus aureus CCM 4516/08 (SA), meticilin rezistentní Staphylococcus 

aureus H5996/08 (MRSA) a Staphylococcus epidermidis H6966/08 (SE). V případě derivátů 

odvozených od N-fenylpyrazin-2-karboxamidu byla aktivita srovnatelnou či převyšující aktivitu 

použitých standardů, viz Tabulka 2.  

 

 Kód R 

M. 

tuberculosisa 

M. 

kansasiib 
M. avium

c 

 

1a -C6H11 6.25 6.25 >100 

1b -C7H13 1.56 >100 >100 

1c -C8H15 >100 >100 >100 

VL 1 1,56 – 3,13 25 >100 

 

2a -C6H11 12.5/25* 12.5 >100 

2b -C7H13 12.5 12.5 12.5 

2c -C8H15 3.13 12.5 n. d. 

VL 2 25 >100 >100 

 

3a -C6H11 >100 >100 >100 

3b -C7H13 100 >100 >100 

3c -C8H15 >100 >100 >100 

VL 3 25 100 >100 

 

4a -C6H11 12.5 12.5 n. d. 

4b -C7H13 12.5 12.5 n. d. 

4c -C8H15 12.5 >100 n. d. 

VL 4 12,5 100 >100 

PZA 12,5 >100 >100 

INH 0.2 6.25 6.25 
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Tabulka 14: Přehled derivátů s antibakteriální aktivitou. 

Pen = penicilin G, Cip = ciprofloxacin, Bac = bacitracin, Neom = neomycin sulfát. 

 

Cytotoxicita 

Výsledky testování cytotoxicity na HepG2 buňkách byly vyjádřeny pomocí inhibičních 

koncentrací IC50, testovány byly především deriváty se slibnou antimykobakteriální aktivitou. 

V důsledku nízké rozpustnosti látky 1a v testovacím médium nebylo možné určit přesnou hodnotu 

IC50, nicméně ani při maximální koncentraci dosažené při ředění látky nebyl pozorován cytotoxický 

efekt na HepG2 buňky. Na základě trendu inhibiční křivky byla pro látku 1a vypočítána hodnota 

IC50 (údaj uvedený v závorce, viz Tabulka 3). Index selektivity byl vypočítán s využitím hodnot 

MIC vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv (v µmol/l).  

Z testovaných látek vykázala nízkou cytotoxicitu na HepG2 (IC50 = 48,7 µmol/l, SI = 9,7) a 

slibnou antimykobakteriální aktivitu pouze sloučenina 1b, tj. 6-cykloheptylamino-N-fenylpyrazin-

2-karboxamid. 6-Cykloalkylamino deriváty byly poměrně toxické vůči HepG2 buňkám. 

 

Tabulka 15: Přehled cytotoxicity vybraných cykloalkylamino derivátů na HepG2 buňky. 

Struktura Kód n R IC50 (µmol/l) SI* 

 

1a 0 5-C6H11 ˃100 (121,2) ˃4,7 (5,7) 

1b 0 5-C7H13 48,7 9,7 

2b 0 6-C7H13 19,3 0,5 

2c 0 6-C8H15 18,5 2,0 

4a 1 6-C6H9 102,0 2,5 

* Hodnoty SI vypočítané pro Mycobacterium tuberculosis H37Rv (IC50/MIC v µmol/l). 

 

  

Struktura Kód n R 

MIC (µmol/l) 

SA MRSA Se 

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 

 

2b 0 -C7H13 7,81 7,81 7,81 7,81 3,9 3,9 

2c 0 -C8H15 1,95 1,95 7,81 7,81 0,98 0,98 

4b 1 -C7H13 62,5 62,5 ˃500 ˃500 31,25 31,25 

4c 1 -C8H15 15,62 15,62 500 500 250 250 

Pen 0,49 0,98 62,5 125 125 250 

Cip 0,24 0,49 250 500 250 250 

Bac 7,81 7,81 7,81 31,25 15,62 31,25 

Neom 1,95 3,9 3,9 7,81 15,62 15,62 
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METODICKÁ ČÁST 

 

Syntéza 

Výchozí látky 1 - 4 (VL 1 - 4) i finální produkty 1a - 4c byly připraveny dle postupů 

uvedených v přílohách P1, P2, P5 a P6.  

Vlastní syntéza cykloalkylamino derivátů probíhala následovně: Odpovídající výchozí látka 

(0,5 mmol) byla rozpuštěna v EtOH. Do roztoku byl přidán příslušný cykloalkylamin 

(2 ekvivalenty, tj. 1 mmol) a TEA (1 ekvivalent, tj. 0,5 mmol). Poté byla směs zahřívána k varu po 

dobu 3 až 6 hod. Po evaporaci rozpouštědla byl přebytek cykloalkylaminu odstraněn vytřepáním 

do vody okyselené 35% HCl. Organická fáze (CH2Cl2) byla následně vysušena bezvodým síranem 

sodným, adsorbována na silikagel a přečištěna pomocí flash chromatografie. Finální produkty byly 

v případě potřeby rekrystalizovány z ethanolu s přídavkem aktivního uhlí. 

 

Obecné postupy a přístrojové vybavení 

Experimentální podmínky a přístrojové vybavení jsou shodné s uvedenými v příloze P5.  

 

Analytická data připravených sloučenin 

5-Cyklohexylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamid (1a). Bílá krystalická látka. Výtěžek: 

55,2 %. Tt = 145,1-146,0 °C. IR (cm-1, ATR-Ge) 3291, 2936, 2853, 1660. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 10.05 (s, 1H, CONH), 8.63 (d, J = 1.3 Hz, 1H, 3H), 7.95 (d, J = 1.3 Hz, 1H, 6H), 7.86 – 

7.82 (m, 2H, ArH), 7.75 (d, J = 7.6 Hz, 1H, NH), 7.31 (dd, J = 8.5, 7.3 Hz, 2H, ArH), 7.06 (tt, J = 

7.4, 1.3 Hz, 1H, ArH), 3.91 – 3.67 (m, 1H, CH), 2.00 – 1.79 (m, 2H, CH2), 1.79 – 1.65 (m, 2H, 

CH2), 1.63 – 1.51 (m, 1H, CH2), 1.45 – 1.04 (m, 5H, CH2). 
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 162.54, 

155.54, 143.12, 138.93, 131.71, 131.43, 128.72, 123.47, 120.07, 48.95, 32.21, 25.44, 24.58. 

Vypočítáno pro C17H20N4O (296.37): C, 68.90; H, 6.80; N, 18.90; a nalezeno: C, 68.79; H, 6.83; N, 

19.01. Log P: 2.35, CLogP: 4.318. 

 

5-Cykloheptylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamid (1b). Bílá krystalická látka. Výtěžek: 

60,2 %. Tt = 147.9-148.5 °C. IR (cm-1, ATR-Ge) 3255, 2928, 2856, 1671. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 10.05 (s, 1H, CONH), 8.63 (d, J = 1.3 Hz, 1H, 3H), 7.94 (d, J = 1.4 Hz, 1H, 6H), 7.86 – 

7.82 (m, 2H, ArH), 7.78 (d, J = 7.6 Hz, 1H, NH), 7.31 (dd, J = 8.6, 7.2 Hz, 2H, ArH), 7.06 (t, J = 

7.4 Hz, 1H, ArH), 4.05 – 3.94 (m, 1H, CH), 1.96 – 1.86 (m, 2H, CH2), 1.69 – 1.39 (m, 10H, CH2). 

13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 162.57, 155.32, 143.14, 138.94, 131.63, 131.51, 128.72, 123.47, 

120.07, 51.01, 34.02, 28.06, 23.74. Vypočítáno pro C18H22N4O (310.40): C, 69.65; H, 7.14; N, 

18.05; a nalezeno: C, 69.72; H, 7.18; N, 18.00. Log P: 2.77, CLogP: 4.877. 
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5-Cyklooktylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamid (1c). Bílá krystalická látka. Výtěžek: 

61,2 %. Tt = 134.9-136.2 °C. IR (cm-1, ATR-Ge) 3291, 2920, 2854, 1661. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 10.05 (s, 1H, CONH), 8.63 (d, J = 1.3 Hz, 1H, 3H), 7.95 (d, J = 1.4 Hz, 1H, 6H), 7.84 

(m, 2H, ArH), 7.77 (d, J = 7.6 Hz, 1H, NH), 7.31 (dd, J = 8.5, 7.2 Hz, 2H, ArH), 7.08 – 7.04 (m, 

1H, ArH), 4.09 – 4.00 (m, 1H, CH), 1.86 – 1.77 (m, 2H, CH2), 1.75 – 1.43 (m, 12H, CH2). 
13C NMR 

(125 MHz, DMSO) δ 162.56, 155.32, 143.15, 138.94, 131.59, 131.56, 128.71, 123.46, 120.06, 

50.01, 30.97, 27.14, 25.17, 23.33. Vypočítáno pro C19H24N4O (324.43): C, 70.34; H, 7.46; N, 17.27; 

a nalezeno: C, 70.27; H, 7.57; N, 17.26. Log P: 3.18, CLogP: 5.436. 

 

6-Cyclohexylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamid (1a). Bílá krystalická látka. Výtěžek: 

58,1 %. Tt = 138.4-139.7 °C. IR (cm-1, ATR-Ge) 3319, 2938, 2853, 1671. 1H NMR (500 MHz, 

CDCl3) δ 9.59 (bs, 1H, CONH), 8.68 (s, 1H, 3H), 8.05 (s, 1H, 5H), 7.76 – 7.67 (m, 2H, ArH), 7.39 

(dd, J = 8.5, 7.3 Hz, 2H, ArH), 7.20 – 7.13 (m, 1H, ArH), 4.82 (d, J = 7.8 Hz, 1H, NH), 3.81 – 3.72 

(m, 1H, CH), 2.17 – 2.09 (m, 2H, CH2), 1.85 (m, 2H, CH2), 1.73 (m, 1H, CH2), 1.54 – 1.42 (m, 2H, 

CH2), 1.38 – 1.25 (m, 3H, CH2). 
13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 161.64, 151.79, 141.13, 137.50, 

135.55, 131.53, 129.10, 124.41, 119.53, 50.23, 32.86, 25.60, 24.79. Vypočítáno pro C17H20N4O 

(296.37): C, 68.90; H, 6.80; N, 18.90; a nalezeno: C, 68.97; H, 6.67; N, 18.84. Log P: 2.35, CLogP: 

4.318. 

 

6-Cykloheptyamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamid (2b). Bílá krystalická látka. Výtěžek: 

53,9 %. Tt = 106.4-107.3 °C. IR (cm-1, ATR-Ge) 3330, 2932, 2851, 1682. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 10.01 (s, 1H, CONH), 8.26 (s, 1H, 3H), 8.12 (s, 1H, 5H), 7.86 – 7.69 (m, 2H, ArH), 7.42 

(d, J = 7.9 Hz, 1H, NH), 7.39 (dd, J = 8.5, 7.3 Hz, 2H, ArH), 7.16 – 7.11 (m, 1H, ArH), 4.20 – 4.12 

(m, 1H, CH), 1.95 (m, 2H, CH2), 1.73 – 1.48 (m, 10H, CH2). 
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 162.42, 

152.63, 141.42, 138.08, 137.10, 129.01, 124.26, 120.14, 109.70, 50.61, 33.88, 28.15, 24.02. 

Vypočítáno pro C18H22N4O (310.40): C, 69.65; H, 7.14; N, 18.05; a nalezeno: C, 69.72; H, 7.10; N, 

18.13. Log P: 2.77, CLogP: 4.877. 

 

6-Cyklooktylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamid (2c). Bílá krystalická látka. Výtěžek: 

65.8 %. Tt = 101.6-102.9°C. IR (cm-1, ATR-Ge) 3284, 2926, 2861, 1655. 1H NMR (500 MHz, 

CDCl3) δ 9.63 (bs, 1H, CONH), 8.66 (s, 1H, 3H), 8.04 (s, 1H, 5H), 7.74 – 7.69 (m, 2H, ArH), 7.41 

– 7.35 (m, 2H, ArH), 7.18 – 7.12 (m, 1H, ArH), 4.97 (d, J = 7.4 Hz, 1H, NH), 4.07 – 3.98 (m, 1H, 

CH), 2.02 – 1.92 (m, 4H, CH2), 1.87 – 1.55 (m, 10H, CH2). 
13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 161.71, 

151.67, 141.11, 137.54, 136.07, 131.22, 129.10, 124.38, 119.46, 51.03, 32.54, 26.91, 26.01, 24.13. 

Anal. Calcd. For C19H24N4O (324.43) C, 70.34; H, 7.46; N, 17.27; O, 4.93; a nalezeno: C, 70.41; 

H, 7.49; N, 17.21. Log P: 3.18, CLogP: 5.436. 
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N-Benzyl-5-cyklohexylaminopyrazin-2-karboxamid (3a). Bílá krystalická látka. Výtěžek: 

80,4 %. Tt = 217.3-218.9 °C. IR (cm-1, ATR-Ge) 3288, 2923, 2852, 1656. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 8.76 (t, J = 6.4 Hz, 1H, CONH), 8.51 (s, 1H, 3H), 7.86 (s, 1H, 6H), 7.59 (d, J = 7.6 Hz, 

1H, NH), 7.29 (m, 4H, ArH), 7.21 (m, 1H, ArH), 4.43 (d, J = 6.4 Hz, 2H, CH2-Ar), 3.77 (dt, J = 

7.1, 3.4 Hz, 1H, CH), 1.89 (m, 2H, CH2), 1.73 – 1.65 (m, 2H, CH2), 1.64 – 1.47 (m, 1H, CH2), 1.40 

– 1.05 (m, 5H, CH2). 
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 163.96, 155.47, 142.32, 140.08, 132.01, 

131.48, 128.35, 127.45, 126.79, 48.85, 42.18, 32.24, 25.47, 24.60. Vypočítáno pro C18H22N4O 

(310.40): C, 69.65; H, 7.14; N, 18.05; a nalezeno: C, 69.76; H, 7.23; N, 17.95. Log P: 2.42, CLogP: 

4.497. 

 

N-Benzyl-5-cykloheptylaminopyrazin-2-karboxamid (3b). Bílá krystalická látka. 

Výtěžek: 63,8 %. Tt = 201.9-202.5 °C. IR (cm-1, ATR-Ge) 3296, 2926, 2855, 1656. 1H NMR 

(500 MHz, DMSO) δ 8.77 (t, J = 6.4 Hz, 1H, CONH), 8.52 (d, J = 1.3 Hz, 1H, 3H), 7.86 (d, J = 1.4 

Hz, 1H, 6H), 7.63 (d, J = 7.6 Hz, 1H, NH), 7.34 – 7.25 (m, 4H, ArH), 7.24 – 7.17 (m, 1H, ArH), 

4.43 (d, J = 6.4 Hz, 2H, CH2-Ar), 4.01 – 3.91 (m, 1H, CH), 1.94 – 1.83 (m, 2H, CH2), 1.66 – 1.38 

(m, 10H, CH2). 
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 163.98, 155.24, 142.34, 140.08, 131.92, 131.59, 

128.33, 127.45, 126.78, 50.92, 42.19, 34.03, 28.05, 23.72. Vypočítáno pro C19H24N4O (324.43): C, 

70.34; H, 7.46; N, 17.27; a nalezeno: C, 70.30; H, 7.39; N, 17.41. Log P: 2.84, CLogP: 5.056. 

 

N-Benzyl-5-cyklooktylaminopyrazin-2-karboxamid (3c). Bílá krystalická látka. Výtěžek: 

82,8 %. Tt = 103.8-105.3 °C. IR (cm-1, ATR-Ge) 3289, 2923, 2852, 1659. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 8.76 (t, J = 6.4 Hz, 1H, CONH), 8.51 (s, 1H, 3H), 7.86 (s, 1H, 6H), 7.62 (d, J = 7.9 Hz, 

1H, NH), 7.32 – 7.24 (m, 4H, ArH), 7.24 – 7.17 (m, 1H, ArH), 4.43 (d, J = 6.4 Hz, 2H, CH2-Ar), 

4.07 – 3.94 (m, 1H, CH2), 1.86 – 1.73 (m, 2H, CH2), 1.73 – 1.38 (m, 12H, CH2). 
13C NMR (125 

MHz, DMSO) δ 163.97, 155.24, 142.34, 140.08, 131.88, 131.54, 128.33, 127.44, 126.78, 49.91, 

42.18, 30.96, 27.15, 25.15, 23.32. Vypočítáno pro C20H26N4O (338.46): C, 70.98; H, 7.74; N, 16.55; 

a nalezeno: C, 71.10; H, 7.68; N, 16.53. Log P: 3.25, CLogP: 5.615. 

 

N-Benzyl-6-cyklohexylaminopyrazin-2-karboxamid (4a). Bílá krystalická látka. Výtěžek: 

71,2 %. Tt = 108.1-110.0 °C. IR (cm-1, ATR-Ge) 3237, 2929, 2850, 1683. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 8.85 (t, J = 6.4 Hz, 1H, CONH), 8.17 (s, 1H, H3), 8.05 (s, 1H, H5), 7.35 – 7.13 (m, 6H, 

ArH, NH), 4.51 (d, J = 6.3 Hz, 2H, CH2-Ar), 3.98 – 3.88 (m, 1H, CH), 1.94 – 1.84 (m, 2H, CH2), 

1.73 – 1.64 (m, 2H, CH2), 1.61 – 1.51 (m, 1H, CH2), 1.43 – 1.32 (m, 2H, CH2), 1.27 – 1.14 (m, 3H, 

CH2). 
13C NMR (125 MHz, DMSO) δ 164.19, 153.02, 141.65, 139.64, 136.80, 128.95, 128.46, 

127.16, 126.92, 48.03, 42.32, 32.35, 25.56, 24.46. Vypočítáno pro C18H22N4O (310.40): C, 69.65; 

H, 7.14; N, 18.05; a nalezeno: C, 69.68; H, 7.19; N, 17.91. Log P: 2.42, CLogP: 4.497. 
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N-Benzyl-6-cykloheptylaminopyrazin-2-karboxamid (4b). Bílá krystalická látka. 

Výtěžek: 48,2 %. Tt = 114.8-116.2 °C IR (cm-1, ATR-Ge) 3316, 2925, 2854, 1683. 1H NMR (500 

MHz, aceton) δ 8.56 (bs, 1H, CONH), 8.37 (s, 1H, H3), 8.10 (s, 1H, H5), 7.49 – 7.30 (m, 4H, ArH), 

7.30 – 7.17 (m, 1H, ArH), 6.54 (d, J = 8.0 Hz, 1H, NH), 4.61 (d, J = 6.2 Hz, 2H, CH2-Ar), 4.14 – 

4.05 (m, 1H, CH), 2.03 – 1.95 (m, 2H, CH2), 1.71 – 1.43 (m, 10H, CH2). 
13C NMR (125 MHz, 

acetone) δ 164.70, 153.65, 142.34, 140.34, 137.69, 130.54, 129.23, 128.18, 127.78, 51.85, 43.31, 

34.98, 29.03, 24.84. Vypočítáno pro C19H24N4O (324.43): C, 70.34; H, 7.46; N, 17.27; a nalezeno: 

C, 70.21; H, 7.58; N, 17.14. Log P: 2.84, CLogP: 5.056. 

 

N-Benzyl-6-cyklooktylaminopyrazin-2-karboxamid (4c). Bílá krystalická látka. Výtěžek: 

67,5 %. Tt = 94.7-96.2 °C. IR (cm-1, ATR-Ge) 3319, 2921, 2852, 1656. 1H NMR (500 MHz, 

acetone) δ 8.49 (bs, 1H, CONH), 8.36 (s, 1H, H3), 8.10 (s, 1H, H5), 7.41 – 7.32 (m, 4H, ArH), 7.30 

– 7.24 (m, 1H. ArH), 6.53 (d, J = 7.9 Hz, 1H, NH), 4.60 (d, J = 6.2 Hz, 2H, CH2-Ar), 4.16 – 4.08 

(m, 1H, CH), 1.92 – 1.79 (m, 2H, CH2), 1.78 – 1.66 (m, 2H, CH2), 1.65 – 1.46 (m, 10H, CH2). 
13C 

NMR (125 MHz, acetone) δ 164.63, 153.64, 142.31, 140.20, 137.80, 130.49, 129.28, 128.31, 

127.86, 50.82, 43.42, 32.45, 27.90, 26.42, 24.55. Vypočítáno pro C20H26N4O (338.46): C, 70.98; H, 

7.74; N, 16.55; a nalezeno: C, 70.93; H, 7.84; N, 16.59. Log P: 3.25, CLogP: 5.615. 

 

Antimykobakteriální aktivita 

U všech připravených látek byla testována aktivita vůči Mycobacterium tuberculosis H37Rv 

a třem kmenům atypických mykobakterií – M. kansasii a dvěma kmenům M. avium dle metodik 

uvedených například v příloze P6. Sloučeniny byly testovány ve finálních koncentracích 100, 50, 

25, 12,5, 6,25, 3,13 a 1,56 μg/ml.  

 

Antibakteriální a antifungální aktivita 

Antibakteriální a antifungální aktivita byla hodnocena dle běžně užívaných metodik 

popsaných například v příloze P6.  

 

Cytotoxicita 

U sloučenin s nejvyšší antimykobakteriální aktivitou byla hodnocena cytotoxicita na HepG2 

buňkách s využitím postupů popsaných v příloze P5. K testování byly použity HepG2 buňky, pasáž 

35 - 36. 
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METODIKA HODNOCENÍ INHIBICE SYNTÉZY TDM, TMM A PIMs. 

Kultivace Mycobacterium tuberculosis H37Ra probíhala dle podmínek popsaných v příloze 

P6. Mykobakterie byly kultivovány 20 hod s testovanou látkou (koncentrace 5 μg/ml) či INH 

(koncentrace 5 μg/ml). Poté byla přidána radioaktivní značka (14C octan sodný v koncentraci 

0,5 μCi/ml) a následovala kultivace po dobu 24 hod (37 °C, mícháno). Poté byly mykobakterie 

odstředěny, promyty fyziologickým roztokem a následně usmrceny a extrahovány směsí CHCl3 

s CH3OH v poměru 1:2 (1×, 1,5 hod, 56 °C) a následně směsí v poměru 2:1 (2×, 2 hod, 56 °C). 

Organické frakce byly odebrány, spojeny a vysušeny pomocí N2. Ke zbytku byla přidána směs 

CHCl3, CH3OH a H2O v poměru 4:2:1. Po odstředění a rozdělení vrstev byla odebrána spodní 

organická fáze, vysušena pod N2 a zbytek byl rozpuštěn ve 200 µl směsi CHCl3 a CH3OH (2:1). 

14C značené TMM, TDM a PIMs byly separovány pomocí TLC (desky Silica 60 F254, nanášeno 

10000 dpm). Mobilní fáze se lišily dle separovaných složek: 

- PIMs: CHCl3 : CH3OH : NH4OH : H2O (65:25:0,5:4) – lze užít i k analýze TMM/TDM 

- TMM/TDM: CHCl3 : CH3OH : H2O (40:8:1). 

 

Vizualizace: TLC desky byly založeny s fotografickým filmem Kodax Biomax MR a 

následně uchovávány 5 dnů při -70 °C. Následně byly filmy vyvolány a dosušeny při laboratorní 

teplotě.  

 


