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ABSTRAKT 

Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra:    Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analýzy 

Kandidát:    Mgr. Lucia Semelková 

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

Konzultant:   PharmDr. Jan Zitko, Ph.D. 

Název dizertační práce: Příprava derivátů pyrazinu jako potenciálních 

antituberkulotik (studium vztahů mezi chemickou 

strukturou a biologickou aktivitou) 

 

Disertační práce se zabývá hledáním nových derivátů pyrazinamidu s potenciální 

antituberkulotickou aktivitou. Teoretická část práce shrnuje problematiku tuberkulózy 

a její epidemiologickou situaci spolu s faktory (rezistence a HIV koinfekce), které 

komplikují terapii tuberkulózy. Dále je uveden stručný přehled používaných 

antituberkulotik, které se používají v současných terapeutických režimech. Samostatná 

kapitola je věnována antituberkulotiku první linie – pyrazinamidu, který je ústřední 

sloučeninou celé práce, a jeho možným mechanismům účinků.  

V praktické části je popisována příprava a vyhodnocení biologické aktivity 112 

derivátů pyrazinamidu, které jsou modifikovány v amidové části molekuly a v poloze 3 

pyrazinového jádra. První dvě série byly odvozeny od N-substituovaných 3-chlorpyrazin-

2-karboxamidů, třetí série zahrnuje 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylové kyseliny 

a odvozené estery a čtvrtá série sestává z N-substituovaných 3-aminopyrazin-2-

karboxamidů. Připravené sloučeniny byly in vitro testovány na antimykobakteriální 

aktivitu vůči čtyřem mykobakteriálním kmenům, jmenovitě Mycobacterium tuberculosis 

H37Rv, M. kansasii, M. avium a rychle rostoucímu M. smegmatis. Jedna látka, 

3-((4-nitrofenyl)karbamoyl)pyrazin-2-karboxylová kyselina (série 3), vykázala vysokou 

antimykobakteriální aktivitu vůči M. tuberculosis (MIC = 1,25 µg/ml; 5 µM). Obvyklá 

aktivita se pohybovala v rozmezí od 12,5 do 25 µg/ml. V neposlední řadě byly 

diskutovány vztahy mezi strukturou a antimykobakteriální aktivitou. 

Všechny látky byly doplňkově otestovány na antibakteriální a antifungální 

aktivitu. Několik látek, zvláště ze sérií N-benzyl-3-(benzylamino)pyrazin-2-karboxamidů 

a 3-amino-N-fenylpyrazin-2-karboxamidů, prokázalo vysokou antibakteriální aktivitu 

vůči stafylokokovým kmenům včetně methicilin rezistentního Staphylococcus aureus 



 

 

(MIC = 1,95–15,62 µM). 3-Amino-N-(4-ethylfenyl) pyrazin-2-karboxamid prokázal 

vysokou antifungální aktivitu (MIC = 7,81 µM) vůči Candida albicans. Část látek byla 

také testována na antivirovou a herbicidní aktivitu, ovšem s žádným pozorovaným 

efektem. 

Vybrané látky byly podrobeny in silico dockingovým studiím se záměrem 

navrhnout možný enzymatický cíl působení těchto derivátů. K tomuto studiu byla využita 

enoyl-ACP reduktasa, která je zapojená do biosyntézy mykolových kyselin, 

a dekaprenylfosforyl-β-D-ribosa oxidasa, která je esenciálním enzymem v biosyntéze 

arabinogalaktanu.  

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department:  Department of Pharmaceutical Chemistry and 

Pharmaceutical Analysis 

Candidate:    Mgr. Lucia Semelková 

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

Consultant:   PharmDr. Jan Zitko, Ph.D. 

Title of Doctoral Thesis: Preparation of Pyrazinamide Derivatives as Potential 

Antituberculotics (Study of Structure Activity 

Relationships) 

 

This doctoral thesis is focused on search for novel pyrazinamide derivatives with 

potential antitubercular activity. The theoretical part summarizes issues connected with 

tuberculosis and its epidemiological situation along with factors (resistance and HIV 

co-infection) that complicate treatment of tuberculosis. A brief overview of antitubercular 

drugs used in current therapeutic regimens of tuberculosis is outlined. A single chapter is 

dedicated to pyrazinamide, which belongs to the first-line antitubercular drugs, and its 

possible mechanisms of action. The last part is focused on potential enzymatic targets of 

pyrazinamide derivatives.  

The practical part describes synthesis and biological evaluation of 112 

pyrazinamide derivatives with modifications in amide moiety and position 3 on the 

pyrazine ring. First two series were derived from N-substituted 3-chloropyrazine-2-

carboxamides, the third series contains 3-(phenylcarbamoyl)pyrazine-2-carboxylic acids 

and their esters, and the fourth series consists of N-substituted 3-aminopyrazine-2-

carboxamides. Prepared compounds were in vitro screened for activity against four 

mycobacterial strains, namely Mycobacterium tuberculosis H37Rv, M. kansasii, M. 

avium and fast growing M. smegmatis. One compound, 3-((4-

nitrophenyl)carbamoyl)pyrazine-2-carboxylic acid (series 3), exerted an excellent 

antimycobacterial activity against M. tuberculosis (MIC = 1.25 µg/mL; 5 µM). Frequent 

activity was ranged between 12.5 and 25 µg/mL. The structure-activity relationships were 

discussed. 

All compounds were additionally tested for their antibacterial and antifungal 

activity. Several compounds, especially from series N-benzyl-3-(benzylamino)pyrazine-



 

 

2-carboxamides and 3-amino-N-phenylpyrazin-2-carboxamides, exerted high 

antibacterial activity against staphylococcal strains including methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MIC = 1.95–15.62 µM). 3-Amino-N-(4-ethylphenyl)pyrazine-2-

carboxamide showed high antifungal activity (MIC = 7.81 µM) against Candida albicans. 

Some compounds were also tested for their antiviral and herbicidal activity with no 

observed effect. 

Selected compounds were studied using in silico docking methods to propose 

a possible enzymatic target. Used enzymes were enoyl-ACP reductase, which is involved 

in biosynthesis of mycolic acids, and decaprenylphosphoryl-β-D-ribose oxidase, which is 

an essential enzyme in arabinogalactan biosynthesis.  
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1. CÍL PRÁCE 

Cílem této disertační práce byla příprava nových derivátů pyrazinu a navázání na 

dlouholetý výzkum a vývoj potenciálních antituberkulotik odvozených od pyrazinamidu 

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

analýzy. Vedle syntézy látek dosud nepopsaných v literatuře se práce zabývá studiem 

jejich fyzikálně-chemických vlastností, testováním a vyhodnocováním biologické 

aktivity.  

Disertační práce byla zaměřena na modifikaci struktury pyrazinamidu v poloze 2 

(obměna amidové skupiny) a poloze 3 (chlor, amino, alkylamino, benzylamino, karboxy, 

ester). U připravených látek byla zkoumána antimykobakteriální aktivita a doplňkově 

také antibakteriální a antifungální aktivita. Část látek byla testována na antivirovou a 

herbicidní aktivitu. Některé látky byly podrobeny in silico dockingovým studiím pro 

navržení možného místa působení. Na základě výsledků biologických aktivit byly 

vyvozeny vztahy mezi strukturou a aktivitou a navrženy další modifikace struktury. 

Dalším cílem bylo shrnout současný stav problematiky tuberkulózy, terapie a potenciální 

cílové struktury vhodné pro design dalších pyrazinových derivátů. 
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2. SOUČASNÝ STAV POZNÁNÍ 

2.1. Tuberkulóza 

Tuberkulóza (TBC) patří mezi infekční onemocnění způsobené patogeny rodu 

Mycobacterium, tzv. Mycobacterium tuberculosis komplex. Hlavním původcem je 

především Mycobacterium tuberculosis (Mtb), přičemž TBC může způsobovat 

i M. africanum, M. canettii, M. microti nebo M. bovis.1 

TBC sužuje lidstvo již po celá tisíciletí. Nespecifické morfologické změny 

odpovídající TBC byly nalezeny v pozůstatcích Homo erectus starých přes 500 000 let.2 

Přesný anatomický a patologický popis nemoci se objevil v 17. století a roku 1882 byl 

Robertem Kochem označen Mtb za původce onemocnění.3  

V současnosti je TBC považována za jednu z hlavních globálních hrozeb. 

Každoročně onemocní kolem 9 milionů obyvatel. V roce 2015 TBC incidence překročila 

10 milionovou hranici, kdy bylo odhadováno 10,4 milionů případů, a v důsledku 

onemocnění zemřelo 1,4 milionů obyvatel. Odhadované zastoupení incidence je 

znázorněno na Obrázku 1 a vývoj incidence a mortality představuje Obrázek 2. Celkově 

se TBC řadí na druhé místo v úmrtnosti způsobené infekčním onemocněním (za HIV). 

Dle údajů shromažďovaných Světovou zdravotnickou organizací (WHO), incidence 

i mortalita TBC postupně klesá. V roce 2006 byl ustanoven The Global Plan to Stop TB 

2006–2015 s jedním z cílů snížit úmrtnost o 50 % oproti roku 1990. Tohoto cíle bylo 

téměř dosaženo, úmrtnost dle shromážděných dat klesla globálně o 47 %. V roce 2015 

byla WHO vytvořena nová strategie The End TB Strategy pro období 2016–2035 s cíli 

redukovat úmrtnost o 95 % a incidenci o 90 % v porovnání s rokem 2015. Požadovaný 

vývoj poklesu incidence v porovnání s aktuálním trendem je znázorněn na Obrázku 3.4, 

5 
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Obrázek 1. Odhadovaná incidence onemocnění v roce 2015. Převzato z Global Tuberculosis Report 

2016.4 

 

 

Obrázek 2. Odhad celosvětového vývoje případů incidence a mortality v období 2000–2015. Zelenou 

křivkou je znázorněn odhad celkové incidence, modrou křivkou odhad mortality TBC u HIV-negativních 

pacientů, černou křivkou oznámení nových případů a relapsů a červenou křivkou incidence či mortalita 

TBC u HIV-pozitivních pacientů. Vystínované oblasti kolem křivek představují intervaly nejistoty. 

Převzato z Global Tuberculosis Report 2016.4 
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Obrázek 3. Požadovaný pokles incidence k dosažení cíle do roku 2035. Modrá křivka znázorňuje 

požadovaný pokles, červená aktuální tendenci poklesu. Převzato z The End TB Strategy.5 

Na zhoršení vývoje výskytu TBC se značně podílí koinfekce s HIV. Oslabená 

imunita HIV-pozitivních pacientů je důvodem zvýšení pravděpodobnosti rozvoje TBC. 

V roce 2015 bylo 1,2 milionu případů lidí koinfikovaných HIV, což je 11 % z celkového 

počtu 10,4 milionů. Nemoci podlehlo 0,4 mil HIV koinfikovaných pacientů.4 

Dalším zásadním problémem je výskyt rezistence vůči používaným léčivům. 

Největší ohrožení v poslední době představují multirezistentní forma (Multi-drug 

resistant tuberculosis, MDR-TB) a extenzivní léková rezistence (Extensively drug 

resistant tuberculosis, XDR-TB). O MDR-TB hovoříme v případě, kdy je 

mykobakteriální kmen rezistentní nejméně vůči isoniazidu (INH) a rifampicinu (RIF). Od 

roku 2013, kdy došlo k zavedení molekulárního testování detekce rezistence na RIF, 

se dostává do popředí sledování TBC rezistentní na RIF, označované jako RR-TB, ať už 

se jedná o monorezistenci, nebo je součástí MDR-TB.6 V posledním reportu se tak 

objevují i data společná pro obě formy rezistence, označováno jako MRD-TB/RR-TB. 

Odhadovaný počet nových případů MDR-TB v roce 2015 dosahoval výše 480 tisíc 

pacientů a dalších 100 tisíc případů RR-TB. V tomto roce bylo odhadováno 250 tisíc 

úmrtí spojovaných s výskytem MDR-TB/RR-TB. Mezi země s nejčetnějším výskytem 

MDR-TB/RR-TB řadíme Čínu,  Indii a Rusko. XDR-TB kmeny jsou oproti MDR-TB 

navíc rezistentní vůči přinejmenším jednomu fluorochinolonu a injekčně podávanému 

antituberkulotiku druhé linie. 4 

V evropském regionu je  situace příznivější, výskyt TBC zde tvoří 3 % 

z celkového odhadovaného počtu. V České republice (ČR) je v posledních třech letech 
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hlášeno ročně kolem 500 případů. V roce 2015 bylo, dle dat shromážděných Registrem 

tuberkulózy (publikuje Ústav zdravotnických informací a statistiky ČR; ÚZIS ČR), 

nahlášeno celkem 518 onemocnění TBC a 33 úmrtí. MDR-TB byla zjištěna u 10 případů. 

Dlouhodobě dochází k poklesu hlášených výskytů (Obrázek 4) a ČR se mezinárodně řadí 

k zemím s nízkým výskytem tohoto infekčního onemocnění.7  

 

Obrázek 4. Vývojový trend výskytu TBC v ČR v rozmezí let 1989–2015. Zpracováno dle dat 

publikovaných ÚZIS ČR.7 

TBC se přenáší kapénkovou infekcí, a proto i nejčastěji postihuje plíce (85–90 %). 

Může však zasáhnout i jiné orgány, např. urogenitální ústrojí či kosti. Nemoc se nemusí 

projevit ihned po nákaze, ale mykobakterie může přejít do dormantní formy a přežívat 

v těle v tomto spícím stavu několik let, než dojde k propuknutí onemocnění. Ke vzplanutí 

pak nejčastěji dochází za nepříznivých životních podmínek, jako jsou oslabení imunity, 

vysoký věk, špatné životní a sociální podmínky, alkoholismus nebo přidružené nemoci. 

Diagnostika zahrnuje anamnestické příznaky, rentgenový nález, bakteriologický či 

histologický průkaz a nepřímé diagnostické metody. Důležitý krok představuje přesná 

identifikace kmene a stanovení citlivosti na používaná antituberkulotika.8 Příznaky 

aktivního onemocnění jsou horečka, noční pocení, únava, nechutenství, ztráta váhy a při 

plicní formě kašel s případným vykašláváním krve.9  

2.1.1. Mycobacterium tuberculosis 

Mtb je obligátně aerobní, Gram pozitivní (G+), acidorezistentní patogen, který se 

vyznačuje pomalým růstem (generační doba přibližně 24 h), dormancí a komplexním 

buněčným obalem.10, 11 Tento obal je tvořen cytoplazmatickou membránou, buněčnou 

stěnou a na ní navazující vrstvou složenou z proteinů a polysacharidů12, viz Obrázek 5. 
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Nejvýznamnější část celého komplexu tvoří buněčná stěna, která je unikátní svým 

složením, velice bohatá na lipidy a je jedním z faktorů, které mají zásadní význam při 

přežívání, odolnosti a virulenci mykobakteria. Buněčná stěna se skládá z mykolyl-

arabinogalaktan-peptidoglykanového komplexu (mAGP). Peptidoglykan tvoří 

propojenou síť, ve které jsou zbytky muramové kyseliny esterifikovány komplexním 

polysacharidem arabinogalaktanem, který je spojen s mykolovými kyselinami (MA). 

MA představují důležitou součást buněčné stěny, jsou to α-alkyl-β-hydroxy mastné 

kyseliny s extrémně dlouhým řetězcem, které jsou s délkou alkylového řetězce C60–C90 

nejrozsáhlejší v přírodě. Tyto MA jsou syntetizovány dvěma enzymy. ACP-dependentní 

synthasa mastných kyselin typu I (Fatty Acid Synthase I, FAS I) produkuje MA délky 

od C16 do C26 a multienzymový komplex CoA-dependentní synthasa mastných kyselin 

typu II (Fatty Acid Synthase II, FAS II) tyto MA prodlužuje. MA se vyskytují i mimo 

mAGP komplex, ať už ve volné formě, nebo kovalentně vázané na trehalosu.10, 11, 13, 14 

Spojením s trehalosou vzniká trehalosa-6,6´-dimykolát (TDM), označovaný jako cord 

faktor, který se podílí na virulenci mykobakteria.15  

  

Obrázek 5. Složení mykobakteriální stěny. Převzato z Sgaragli et al.11 

2.2. Terapie 

K léčbě TBC se využívá látek působících na mykobakteria různými mechanismy. 

V této kapitole je uveden přehled léčebných režimů TBC, nejčastěji používaných 

antituberkulotik a látek, které byly pro léčbu schváleny v posledních letech.  

Antituberkulotika se nejčastěji rozdělují do dvou tříd. Léčiva první linie jsou 

součástí základních standardních léčebných postupů pro léčbu nových případů TBC 
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a forem na ně citlivých. Řadíme mezi ně isoniazid (INH), pyrazinamid (PZA), rifampicin 

(RIF) a ethambutol (EMB). Antituberkulotika druhé linie jsou léčiva, která se využívají 

při rezistenci na látky z první linie, či při nedostatečné odpovědi pacientů na léčbu. 

Do této skupiny patří aminoglykosidová antibiotika (streptomycin, amikacin, 

kanamycin), fluorochinolony (ciprofloxacin, moxifloxacin, levofloxacin), kyselina 

p-aminosalicylová, ethionamid, cykloserin a kapreomycin.16, 17 

Standardním léčivým režimem, doporučovaným WHO pro nově nakažené 

pacienty, je dvouměsíční léčba čtyřkombinací léčiv INH, RIF, PZA, EMB a následně 

navazující čtyři měsíce užívání INH a RIF. U HIV-pozitivních pacientů je po začátku 

léčby TBC doporučené zahájení i antiretrovirální léčby v následujících 2–8 týdnech od 

nasazení antituberkulotik. I u HIV-pozitivních pacientů je doporučovaná délka léčby šest 

měsíců na základě provedených studií, kdy bylo zjištěno, že prodloužení na osm či více 

měsíců zvyšuje výskyt nežádoucích účinků a interakcí léčiv.18  

Při léčbě MDR-TB je důležité zjistit citlivost izolátu na používaná 

antituberkulotika, posoudit celkový zdravotní stav pacienta a sestavit tak odpovídající 

léčbu. Kombinace by měla obsahovat minimálně čtyři léčiva s pravděpodobnou účinností 

-  fluorochinolon, injekčně podávané léčivo (amikacin, kanamicin nebo kapreomycin) 

a alespoň další dvě léčiva druhé linie. Může být přidáno léčivo první linie k posílení 

režimu. V případě, že se objeví toxicita nebo rezistence, přidávají se další léčiva, včetně 

bedachilinu a delamanidu. Do roku 2016 trvala léčba MDR-TB 20 měsíců. Na základě 

nových důkazů se doporučená doba léčby zkrátila na 9–12 měsíců pro pacienty s plicní 

formou, u které nebyla prokázána rezistence na léčiva druhé linie. 4, 9  

2.2.1. Léčiva první linie 

Isoniazid 

 

INH, hydrazid kyseliny isonikotinové, byl do léčby TBC zaveden roku 1952. 

Je proléčivo, které je aktivováno enzymem katalasou-peroxidasou (KatG). Poté se váže 

na NADH, s kterým vytvoří komplex INH-NADH.19 Takto aktivovaný INH inhibuje 
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syntézu mykolových kyselin prostřednictvím enzymů enoyl acyl carrier protein (ACP) 

reduktasy (InhA) a beta-ketoacyl ACP synthasy (KasA). InhA je součástí 

multienzymového komplexu FAS II. Antimykobakteriální aktivita, vyjádřena jako 

minimální inhibiční koncentrace (MIC), se pohybuje v rozmezí 0,01– 0,2 µg/ml17. 

Rezistence je způsobena mutací genů kódujících enzymy, které INH ovlivňuje (inhA, 

kasA), mutací genu katG, kódujícího enzym důležitý pro aktivaci INH, či zvýšenou 

expresí N-arylaminoacetyl transferasy (NAT), která INH biodegraduje. 19, 20 

 

Rifampicin 

 

Antibiotikum ansamycinového původu, používané od roku 1966, vysoce účinné 

na G+ bakterie. Inhibuje prodlužování mRNA vazbou na β-podjednotku RNA 

polymerasy. MIC v rozmezí 0,05–0,5 µg/ml. Rezistenci způsobuje mutace genu rpoB, 

který kóduje výše zmíněnou polymerasu.17, 20, 21 

 

Ethambutol 

 

Chirální aminoalkohol, aktivní pouze S,S-(+)-izomer, používán od roku 1961. 

Zasahuje do biosyntézy arabinogalaktanu a lipoarabinomannanu v buněčné stěně inhibicí 

arabinosyl transferasy, což vede ke zvýšené propustnosti buněčné stěny. Hodnoty MIC 

jsou v rozmezí 1–5 µg/ml. Příčinou rezistence je mutace genu embB, který kóduje 

arabinosyl transferasu.17, 22, 23 



142 

 

2.2.2. Léčiva druhé linie 

Jak již bylo zmíněno výše, tato skupina je tvořena látkami různých chemických 

struktur lišících se i místem působení. Přehled léčiv druhé linie je uveden v Tabulce 1, 

spolu s hodnotami MIC a místem účinku. 

Tabulka 1. Základní přehled léčiv druhé linie.17, 23 

  

Léčivo Struktura 
MIC 

[µg/ml] 

Mechanismus 

účinku 

Cílová 

struktura 

aminoglykosidová 

antibiotika 

 

1–8 

Inhibice 

syntézy 

proteinů 

30S 

ribosomální 

podjednotka 

fluorochinolony 

 

0,2–4 

Inhibice 

replikace a 

transkripce 

DNA 

DNA gyrasa 

kyselina p-

aminosalicylová 
 

1–8 

Inhibice 

syntézy 

kyseliny 

listové a 

metabolismu 

železa 

pravděpodobně 

dihydropteroát 

synthasa 

ethionamid 

 

0,6–2,5 

Inhibice 

syntézy 

mykolových 

kyselin 

InhA po 

převedení na 

aktivní formu24 

D-cykloserin 

 

5–20 

Inhibice 

biosyntézy 

peptidoglykanu 

D-alanin 

racemasa 

kapreomycin 

 

1,25–

2,5 

Inhibice 

syntézy 

proteinů 

16S 

ribosomální 

podjednotka a 

23S rRNA 
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2.2.3. Nově zavedené látky 

Bedachilin 

 

Diarylchinolin25, koncem roku 2012 prošel zrychleným procesem schválení FDA 

k léčbě MDR-TB u dospělých pacientů.26 Stal se prvním antituberkulotikem s novým 

mechanismem účinku za posledních 40 let.27 Díky odlišnému místu působení si 

zachovává aktivitu vůči izolátům Mtb, které jsou rezistentní vůči běžné léčbě a poskytuje 

tak možnost léčby pacientům s MDR-TB či XDR-TB28, u kterých není možnost efektivní 

kombinace standardně používaných léčebných režimů. Bedachilin inhibuje protonovou 

pumpu ATP synthasu, vazbou na její podjednotku c, a vyčerpává tak zásoby energie 

v buňce.16, 26, 29 Hodnoty MIC bedachilinu se pohybují v rozmezí 2–60 ng/ml.17, 30 Již před 

dokončením klinických studií se na bedachilin objevila rezistence, vycházející z mutace 

atpE genu. Nedávné studie poukazují na další mechanizmus rezistence způsobený 

zvýšenou expresí efluxní pumpy.28  

 

Delamanid 

 

Derivát nitrodihydroimidazooxazolu, který byl v roce 2014 schválen EMA pro 

léčbu MDR-TB.31 Pro samotný účinek je nutná aktivace deazaflavin dependentní 

nitro-reduktasou (Ddn).32 Ta ho transformuje na primární metabolity, především des-nitro 
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derivát. Při redukci delamanidu dochází k uvolnění oxidu dusnatého, který inhibuje 

buněčné dýchání působením na cytochrom c oxidasu. Dalším mechanismem účinku je 

inhibice syntézy mykolových kyselin s dosud neznámým mechanismem.28, 33, 34 

Antimykobakteriální aktivita se pohybuje v rozmezí MIC = 6–24 ng/ml.35, 36 

Pretomanid 

 

Bicyklický nitro-imidazooxazin, který je stejně jako delamanid aktivován Ddn na 

des-nitro metabolity, přičemž dochází k uvolnění oxidu dusnatého. Poté dochází 

k inhibici buněčného dýchání a syntézy mykolových kyselin.28, 37 Aktivita vůči 

senzitivním i rezistentním kmenům se pohybuje v rozmezí 0,015–0,25 µg/ml.38 
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2.3. Pyrazinamid 

 

 

PZA, analog nikotinamidu, patří mezi léčiva první linie a je používán k léčbě TBC 

od roku 1952. Tvoří důležitou roli v terapii TBC, především z důvodu sterilizačního 

efektu na semidormantní mykobakterie. V kombinační terapii s INH a RIF pomáhá 

zkracovat trvání léčby TBC na šest měsíců.3, 39 

PZA je proléčivo, které prochází pasivní difúzí do buňky, kde je aktivováno 

enzymem pyrazinamidasou/nikotinamidasou (PncA) převedením na kyselinu 

pyrazinkarboxylovou (POA; Schéma 1). Mutací genu pncA dochází k zablokování 

konverze PZA/POA a je tak jedním z mechanismů rezistence.3, 39 

 

Schéma 1. Aktivace PZA převedením na POA 

 

2.3.1. Nespecifický mechanismus účinku 

Po převedení PZA na POA je POA ve formě aniontu z neutrálního prostředí 

cytoplasmy vyloučena do extracelulárního prostoru. Pokud je vně buňky kyselé prostředí, 

dochází k protonizaci a vytvoření nenabité molekuly, která může procházet pasivní difúzí 

opět dovnitř buňky. Zde dochází k opětovnému odloučení protonu a znovu k vyloučení 

z buňky. Tímto cyklickým opakováním dochází k akumulaci protonů uvnitř 

mykobakteria. Acidifikace cytoplasmy může vést k energetickému rozvratu buňky 

a zasažení membránového transportu (Obrázek 6). 39-43 Podmínkou tohoto mechanismu 

je právě přítomnost kyselého prostředí. V neutrálním a alkalickém prostředí POA zůstává 

ve formě nabitého aniontu, který nemůže procházet membránou a nedochází tak 

k akumulaci. 41, 42  
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Nedávno publikovaný výzkum Petersona et. al.44 diskutuje vliv pH na tento 

nespecifický mechanismus účinku PZA/POA. Při tomto experimentu porovnávali POA 

s prokázanými protonofory (látky přenášející protony přes membránu), ale v porovnání 

s těmito látkami se POA v kyselém prostředí neprokázala jako dostatečně účinný 

protonofor pro rozvrat membránového potenciálu.  

 

2.3.2. Specifický mechanismus účinku 

Inhibice syntézy mykolových kyselin 

Jedním ze dvou enzymů zapojených do syntézy mykolových kyselin je FAS I, jak 

bylo zmíněno v kapitole 2.1.1. 

Nejprve byl jako inhibitor navržen PZA a jeho derivát 5-chlorpyrazinamid.45 

Boshof et al. 46 provedli studii, kde byly látky testovány na izolovaném enzymu, avšak 

PZA se nepotvrdil jako inhibitor. Následující experimenty prokázaly jako inhibitory 

i samotnou POA a její n-propyl ester.47 Konečné potvrzení účinku a objasnění interakcí 

enzymu s PZA a POA bylo prokázáno až pomocí STD-NMR spektroskopie, která 

charakterizuje interakce ligand-protein.48, 49 Mechanismus účinku PZA spočívá 

v kompetici s NADPH o vazbu do aktivního místa FAS I. Bylo zjištěno, že POA se váže 

do jiného místa.49  

Inhibice trans-translace 

Trans-translace je kontrolní proces, který eliminuje chybně vznikající proteiny při 

translaci. Pokud v procesu translace vznikne defektní protein, celý translační komplex se 

zastaví a dojde k zablokování ribosomu. Zabránění tvorby, rozklad defektních proteinů 

a obnovení funkce ribosomu je pro buňku životně důležité při stresových podmínkách, či 

zotavení z nutričního nedostatku.50, 51 Hlavní roli při trans-translaci hraje komplex 

složený z transfer-messenger RNA (tmRNA), proteinu SmpB, elongačního faktoru Tu 

a ribosomálního proteinu S1 (RpsA).52 Tento komplex dokáže rozpoznat zablokované 

ribosomy a rozložit je. Po navázání na zablokovaný ribozom, prostřednictvím RpsA, 

dochází k odpojení a následné degradaci deviantní mRNA. Po uvolnění mRNA se na její 

místo přesune tmRNA, která na vznikající chybný protein připojí degradační kodon. 

Po odpojení označeného proteinu dochází k uvolnění ribosomu. 50, 53 Místem účinku 

PZA, prostřednictvím POA, byl určen ribosomální protein RpsA.52 Bylo zjištěno, že POA 
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se váže v oblasti C-konce a zabraňuje navázání tmRNA.54 Za rezistenci zodpovídá gen 

rpsA. 

 

Inhibice aspartát dekarboxylasy 

Při hledání nových mechanismů rezistence na PZA byla u rezistentních kmenů 

bez mutací pncA a rpsA detekována mutace genu panD kódujícího aspartát 

dekarboxylasu (PanD).55, 56 PanD je enzym zapojený do syntézy β-alaninu, který je 

prekurzorem panthotenátu a koenzymu A (CoA). Zásahem do biosyntézy CoA, jakožto 

centrální molekuly energetického metabolismu buňky, může dojít k odumření buňky 

z nedostatku energetických zásob.55, 57 Předpokládaným vazebným místem pro POA je 

flexibilní C-konec enzymu.57 

 

 

Obrázek 6. Mechanismy účinku PZA/POA. A) Membránový transport PZA; B) Konverze PZA na POA-; 

C) Převedení POA- na HPOA v kyselém prostředí;  D) Přestup HPOA do mykobakteria, acidifikace 

cytoplasmy a rozvrat membránového potenciálu a transportu; E) Inhibice biosyntézy koenzymu A; 

F) Inhibice trans-translace; G) Inhibice syntézy mykolových kyselin. Upraveno dle Miotto et al.58 
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2.4. Potencionální enzymatické cíle derivátů PZA 

Ačkoliv je PZA používán v léčbě TBC více jak šedesát let, stále není znám přesný 

mechanismus účinku. Postupem času bylo navrženo několik možných míst působení 

PZA, jak bylo uvedeno výše. Nalezené enzymatické či proteinové cílové struktury jsou 

v dnešní době velice perspektivní pro přístup racionálního navrhování a modifikace 

struktur, které přímo cílí na daný enzym/protein.  

2.4.1. FAS I 

FAS I je enzym zapojený do syntézy MA s krátkým řetězcem (C16–C26), který je 

inhibovaný PZA prostřednictvím kompetice s NADH o navázání do aktivního místa. 

Na rozdíl od FAS II, která je tvořena komplexem jednotlivých enzymů, FAS I jako 

multi-doménový enzym zastává všechny kroky vedoucí k syntéze MA a obsahuje tak 

několik aktivních míst.59 Konečné potvrzení vlivu PZA a POA na tento enzym bylo 

provedeno pomocí STD-NMR spektroskopie. Od té doby probíhaly experimenty, které 

by určily přesnou strukturu mykobakteriální FAS I, aby mohl probíhat vývoj 

potencionálních inhibitorů tohoto enzymu. Ciccarelli et. al.60 provedli kryo-elektronovou 

mikroskopii (cryo-EM), která odhalila porézní barelovou strukturu s výraznou 

konformační variabilitou, avšak s nízkým rozlišením. I přes další pokusy o detailnější 

objasnění struktury, doposud není k dispozici krystalografická struktura dostatečné 

kvality, která by mohla být použita k in silico dockingovým studiím. 

2.4.2. InhA 

InhA, enoyl-ACP reduktasa, je součástí multienzymového komplexu FAS II, 

který se podílí na syntéze MA prodlužováním řetězce do délky C60–C90. InhA katalyzuje 

poslední krok cyklu prodlužování mastných kyselin, kterým je redukce dvojné vazby 

enoyl meziproduktu. V každém tomto cyklu dochází k prodlužování o dvou uhlíkový 

fragment, jehož zdrojem je malonyl-ACP. Klíčovými aminokyselinovým zbytky pro 

katalytickou aktivitu jsou Tyr158 a Lys165.61 Lys165 stabilizuje NADH prostřednictvím 

H-můstku k 2´-OH skupině ribosy v nikotinamidové části NADH. Hydrid z NADH je 

přenesen na C-3 uhlík dvojné vazby C2–C3 enoyl substrátu, přičemž se vytvoří enolát 

na C-1. C-1 následně přijme vodík z Tyr158 a dojde k vytvoření enolu, který 

tautomerizuje na konečný produkt.59, 62 Zablokování aktivity InhA vede ke ztrátě integrity 
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buněčné stěny a v důsledku k buněčné smrti. Protože InhA zastává stěžejní roli v cyklu 

prodlužování MA, je považován za slibnou cílovou strukturu nových antituberkulotik.62  

Na rozdíl od bakteriálních enoyl-ACP reduktas má InhA prostornější a hlubší 

vazebnou kavitu, což je dáno schopností syntetizovat MA s extrémně dlouhým řetězcem. 

Vazebná smyčka, která formuje vazebné místo, se uspořádává po navázání substrátu. 

Z toho důvodu jsou v Protein Data Bank (PDB) databázi k dispozici uzavřená, 

polo-otevřená a otevřená forma InhA.59, 62 Většina inhibitorů InhA obsahuje ve své 

struktuře elektronegativní skupinu, která vytváří stěžejní H-můstek s hydroxylem Tyr158 

a 2´-hydroxylovou skupinou ribosy NADH. Tyto interakce byly považovány za typické 

pro InhA inhibitory. Tato skupina inhibitorů je označována jako „Tyr158-in“ inhibitory, 

kdy je hydroxylová skupina Tyr158 orientována směrem k inhibitoru (tzv. „Tyr158-in“ 

konformace). Mezi tyto inhibitory patří triklosan (TCA), jeho deriváty, pyrrolidin 

karboxamidy a 4-hydroxy-2-pyridony.59, 63 Později došlo k objevu látek, které se váží 

odlišně. Mezi tyto tzv. „Tyr158-out“ inhibitory64 řadíme deriváty thiadiazolu a prolinu. 

Při „Tyr158-out“ konformaci je Tyr158 orientován směrem od inhibitoru a nedochází tak 

k tvorbě H-můstku, ale inhibitory tvoří van der Waalsovy interakce. Thiadiazolový kruh 

interaguje s postranním řetězcem Met103, zatímco navázaný sekundární amin tvoří 

H-můstek s Met98. Inhibitor přírodního původu, pyridomycin, působí jako přímý 

kompetetivní inhibitor NADH.65 Z krystalové struktury bylo potvrzeno, že se váže 

do vazebného místa pro NADH, a zároveň interaguje s AK zbytky ve vazebném místě 

substrátu.62, 66 V Tabulce 2 jsou uvedeny strukturní typy inhibitorů InhA a dostupné 

hodnoty aktivit vůči izolovaném enzymu (IC50) či Mtb (MIC). 

Dříve připravené 5- a 6-alkylamino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidy67 

a 3-benzylaminopyrazin-2-karboxamidy68 byly na základě jistých strukturních 

podobností s potvrzenými inhibitory InhA podrobeny in silico dockingu na InhA. 

Studované látky vykázaly interakce typické pro „Tyr158-in“ inhibitory a InhA byla tak 

navržena jako potenciální místo účinku těchto derivátů. 
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Tabulka 2. Přehled strukturních typů inhibitorů InhA a aktivity vybraných zástupců. Aktivita vyjádřena 

IC50 na izolovaném enzymu a MIC vůči Mtb. 59, 63, 66 

Látka Struktura IC50 MIC 

TCA 

 

1000 ± 100 nM 
12,5 µg/ml 

(43 µM) 

deriváty TCA 

6PP 
 

11 ± 1 nM 2,1 µg/ml 

deriváty pyridonu 

 

- 2 µg/ml 

isoxazol-3-

karboxamidy 

 

0,3 nM 0,2 µM 

thiadiazoly 

 

2 nM 0,4 µM 

4-hydroxy-2-

pyridony 

 

570 ± 40 nM 
0,02 µg/ml 

(0,05 µM) 

deriváty prolinu 

 

4 nM 0,5 µM 

pyridomycin 

 

- 0,31–0,63 µg/ml 

pyrrolidin 

karboxamidy 

p64b 
 

62 nM - 
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2.4.3. RpsA 

Poté, co byl RpsA identifikován jako cíl PZA/POA, byla na základě 

biochemických studií provedených Shi et. al.52 navržena oblast jeho C-konce jako 

vazebné místo. Přesto byly detaily interakce POA s RpsA neznámé. K odhalení 

vazebných interakcí a přesné pozice vazebného místa došlo pár let poté, co se Yang et. 

al.69 podařilo vytvořit krystalografickou strukturu RpsA proteinu s navázanou POA. 

Protein RpsA je tvořen čtyřmi S1 doménami a dalšími přibližně 100 AK ve 

flexibilním C-konci, který je charakteristický pro kmen aktinomycet, jehož součástí je 

i rod Mycobacterium. Na základě krystalické struktury bylo odhaleno, že do RpsA se váží 

dvě molekuly POA (Obrázek 7). POA tvoří s S1 doménou hydrofobní interakce 

a H-můstky, které jsou zprostředkovány především Phe307, Phe310 a Arg357 ve 

vazebném místě RNA. V případě POA 1 pyrazinové jádro vytváří π–π interakci s Phe307, 

přičemž karboxylový kyslík se váže H-můstkem k guanidinové skupině Arg357. Podobně 

vytváří pyrazinové jádro POA 2 π–π interakci s Phe310 a karboxylový kyslík se opět váže 

k Arg357 stejným způsobem jako POA 1. POA 2 navíc vytváří H-můstek mezi N-4 

a Lys303 a C-5 a C-6 pyrazinového jádra interagují s methylenovými skupinami Glu318 

prostřednictvím hydrofobního kontaktu.69  

Na základě této krystalografické struktury Yang et. al. 69 navrhují možné 

strukturní modifikace POA. Jelikož samotná POA je vůči Mtb neúčinná kvůli nízké 

schopnosti procházet mykobakteriální buněčnou stěnou bohatou na lipidy, nabízí se zde 

zavedení lipofilního substituentu, který by průnik do mykobakteria usnadnil. 

Po prostudování vazebných míst POA se nejvhodnějším místem pro takovouto 

modifikaci jeví pozice C-5 a C-6 pyrazinového jádra. Takto modifikovaná POA by se 

vyhnula kroku aktivace pomocí PncA (enzym konvertující PZA na POA) a mohla tak 

působit i na kmeny, které mají mutaci v pncA genu.  
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2.4.4. PanD 

PanD neboli aspartát dekarboxylasa je enzym zapojený do biosyntézy CoA. 

Konkrétním místem jeho působení je krok přeměny L-aspartátu na β-alanin.55-57 Jak bylo 

zmíněno v kapitole 2.3.2., tento enzym byl navržen jako místo zásahu POA. Přestože se 

podařilo objasnit krystalickou strukturu enzymu (PDB: 2C45)70, komplex s navázanou 

POA není k dispozici a doposud není známé vazebné místo či interakce POA-enzym. 

Pandey et. al.71 Se zabývali simulací navázání PZA/POA do PanD pomocí dockingu 

s následnými simulacemi molekulární dynamiky získaných komplexů, které poskytly 

nejisté výsledky.  

2.4.5. DprE1 

V nedávné době byl navržen další potenciální enzymatický cíl pro design nových 

antimykobakteriálních látek. Tímto enzymem je dekaprenylfosforyl-β-D-ribosa oxidasa 

(DprE1), která je esenciálním flavoenzymem (s kofaktorem FAD) v biosyntéze 

arabinogalaktanu12, 72, 73, základní součásti mykobakteriální buněčné stěny, jak bylo 

popsáno v kapitole 2.1.1. DprE1 společně s DprE2 (dekaprenylfosforyl-β-D-ribosa-2-

epimerasa) katalyzují dvou krokovou epimerizaci dekaprenyl-fosfo-ribosy (DPR) 

na dekaprenyl-fosfo-arabinosu (DPA), která je prekurzorem pro syntézu 

arabinogalaktanu a lipoarabinomannanu. DprE1 katalyzuje první krok epimerizace, 

oxidaci DPR na meziprodukt dekaprenyl-fosfo-2´keto-D-arabinosu (DPX) redukcí FAD 

Obrázek 7. Vazebná místa a interakce POA s RpsA. H-můstky jsou 

znázorněny tečkovaně. Převzato z Yang et. al.59 
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kofaktoru na FADH2. Dále je DPX redukována NADH-dependentní DprE2 na DPA. Oba 

tyto enzymy jsou esenciální pro růst buňky a přežití Mtb.12, 72 

DprE1 se skládá ze 461 aminokyselin (AK) a tvoří dvě hlavní domény: 1) vazebná 

doména FAD (AK 7–196 a 413–461) a 2) vazebná doména substrátu (AK 197–412).74 

V PDB můžeme nalézt 19 záznamů vykrystalizovaných DprE1, ať už samotných, či 

s ligandem. Blízko vazebné domény substrátu se nachází dvě povrchové smyčky, které 

by mohly být zahrnuté do interakcí s cytoplazmatickou membránou, dalšími proteiny 

účastnícími se v biosyntéze DPA nebo se substrátem DPR. U struktur bez ligandu se tyto 

smyčky nachází přímo nad vazebným místem ligandu, nechávají aktivní místo doširoka 

otevřené a mohou se tak chovat jako brána pro ligand. Tyto smyčky se chovají v závislosti 

na přítomném inhibitoru, kdy může dojít ke stabilizaci jedné, či obou smyček.12 

Prvními potvrzenými inhibitory mykobakteriální DprE1 byly látky 

s benzothiazinonovým (BTZ) skeletem.75 Bylo zjištěno, že tyto látky jsou aktivovány 

redukcí na nitroso deriváty76, které se kovalentně váží na Cys387 a způsobují 

kvantitativní a ireverzibilní inaktivaci.77, 78 Od té doby bylo popsáno 15 nových 

strukturních typů inhibitorů, viz Tabulka 3. DprE1 inhibitory můžeme rozdělit do dvou 

kategorií podle mechanismu účinku na ireverzibilní inhibitory, které tvoří s Cys387 

kovalentní vazbu jako výše uvedené BTZ, a kompetetivní nekovalentní inhibitory.  
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Tabulka 3. Přehled inhibitorů DprE1 a jejich hodnoty MIC vůči Mtb. Převzato z Piton et. al.12 

Kovalentní inhibitory Nekovalentní inhibitory 

Označení Struktura 
MIC 

[µM] 
Označení Struktura 

MIC 

[µM] 

BTZ04375 

 

0,002 

TCAI79 

 

0,51 

PBTZ169 
80 

 
0,0006 

TBA-737181  

(1–4 azaindoly) 

 

0,39 

DNB182 

 

0,69 

Ty38c83  

(2-

karboxychinoxaliny) 
 

3,1 

Vl-937684 

 3,1 

4-AQs85 (látka-3) 

 

0,8 

37779086 

 

* 

PyrBTZ0287  

(8-pyrrol-BTZ) 

 

0,34 

BTO88 

 

0,07 

1,2,4-Triazol 

obsahující 1,4-BTZ 

deriváty89 (látka-6c) 
 

30 

cBT90 

 
4,2 

1,3-BTZ azid91 

 

0,47 

  

 

Benzothiazolylpyrim

idin-5-

karboxamidy92  

(látka-7a) 
 

0,08 

  

 

Pyrazolopyridony93 

(látka-19) 

 

0,1 

*IC90 = 0,48 µM 
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3. KOMENTÁŘ DOSAŽENÝCH VÝSLEDKŮ 

Výsledky uvedené v této disertační práci byly publikovány formou dvou článků 

v recenzovaných zahraničních časopisech (P1, P2), jednoho článku odeslaného 

do redakce (v oponentském řízení, P3) a prezentovány na odborných konferencích 

formou plakátových sdělení či přednášek. 

Komentář bude prvotně zaměřen na hodnocení antimykobakteriální aktivity 

a hledání vztahů struktury a antimykobakteriální aktivity. Podrobné syntetické postupy, 

popis použitých metodik a analytická data připravených sloučenin jsou uvedeny 

v příslušných článcích tvořící přílohy P1–P3. Příloha P4 obsahuje výsledky, které v době 

odevzdání disertační práce nebyly publikovány. 

3.1. Přehled připravených sloučenin  

Celkem bylo připraveno 112 derivátů PZA, z toho 102 dosud nepublikovaných 

a deset dříve připravených jako meziprodukty, či jako finální produkty s jinou 

zkoumanou aktivitou než antimykobakteriální. Sloučeniny jsou rozděleny do čtyř sérií, 

dle strukturních typů (Obrázek 7). Série 1 a 2 byly připraveny za účelem porovnání 

pyrazin-2-karboxamidů substituovaných v poloze 3 pyrazinového jádra s dříve 

připravenými polohovými izomery se substituenty v polohách 5 a 6. Série 3 byla navržena 

a připravena za účelem přípravy lipofilních derivátů POA, které kombinují možné 

ovlivnění proteinu RpsA a strukturní obměnu potvrzených inhibitorů nově navrženého 

enzymatického mykobakteriálního cíle DprE1. Látky ze série 4 byly připraveny ke studiu 

další obměny substituentu v poloze 3 a doplnění série látek připravených v diplomové 

práci94 autorky. 

 

 

Obrázek 7. Obecné struktury připravených látek 

 

 



156 

 

 

Série 1 (P1)  

Struktury R1 R2 

8 látek 

N-alkyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidy 

CH3–C8H17 – 

22 látek 

N-alkyl-3-(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidy 

CH3–C8H17 CH3–C8H17 

celkem 30 látek 

Série 2 (P2) 

Struktury R1 R2 

      13 látek  

N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidy 

2-CH3 

4-CH3 

4-OCH3 

2,4-diOCH3 

2-Cl 

3-Cl 

4-Cl 

2,4-diCl 

3,4-diCl 

2-F 

4-F 

3-CF3 

4-CF3 

– 

      10 látek  

N-benzyl-3-(benzylamino)pyrazin-2-karboxamidy 

2-CH3 

4-CH3 

4-OCH3 

2-Cl 

3-Cl 

4-Cl 

3,4-diCl 

2-F 

4-F 

4-CF3 

2-CH3 

4-CH3 

4-OCH3 

2-Cl 

3-Cl 

4-Cl 

3,4-diCl 

2-F 

4-F 

4-CF3 

celkem 23 látek 
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Série 3 (P3) 

Struktury R2 R1 

 

 
 

3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylové kyseliny 

H                     

18 látek 

CH3                 

12 látek  

C3H7             

17 látek 

 

H 

2-OH 

4-OCH3 

2,4-diOCH3 

2,5-diCH3 

4-C2H5 

4-F 

2,4-diF 

4-Cl 

3,4-diCl 

4-Br 

5-F-2-CH3 

2-Cl-5-CH3 

5-Cl-2-OH 

2-OH-5-NO2 

4-NO2 

3-CF3 

4-CF3 

celkem 47 látek 
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Série 4 (P4) 

Struktury  R1 

4 látky 

N-alkyl-3-aminopyrazin-2-karboxamidy 

C5H11–C8H17 

  8 látek 

3-amino-N-fenylpyrazin-2-karboxamidy 

H 

2-OH 

2,4-diOCH3 

2,5-diCH3 

4-CH2CH3 

2,4-diF 

3,4-diCl 

4-CF3 

8 látek 

3-amino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidy 

H 

3-CF3 

4-CH3 

4-OCH3 

2,4-diOCH3 

3,4-diCl 

2-CH3 

4-CF3 

celkem 20 látek 

 

 

3.2. Syntéza 

Výchozí látkou pro přípravu derivátů N-alkyl- a substituovaných N-benzyl-3-

chlorpyrazin-2-karboxamidů (série 1 a 2) byl 3-chlorpyrazin-2-karbonitril, viz Schéma 2. 

Tento nitril byl podroben alkalické hydrolýze za vzniku kyseliny 3-chlorpyrazin-2-

karboxylové. Kyselina byla dále převedena na chlorid působením SOCl2 za přítomnosti 

katalytického množství N,N-dimethylformamidu (DMF) v bezvodém toluenu. 

Aminolýza chloridu kyseliny 3-chlorpyrazin-2-karboxylové probíhala v bezvodém 

acetonu s příslušným alkylaminem či substituovaným benzylaminem a triethylaminem 

(TEA) jako bazí. U tří látek typu N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidu (série 2; 

R: 2-CH3, 4-CH3, 4-OCH3) vznikaly v tomto kroku zároveň finální benzylamino 

sloučeniny v dostatečném množství pro izolaci. Aminodehalogenace N-alkyl- či 

N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidů probíhala s využitím mikrovlnného záření 
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(MW) dle předešlých experimentů. Do speciální silnostěnné zkumavky uzavřené septem 

byl k N-substituovanému 3-chlorpyrazin-2-karboxamidu přidán příslušný alkylamin či 

substituovaný benzylamin. Do směsi byl přidán pyridin, jako baze. Při porovnávání 

vhodnosti bazí TEA a pyridinu bylo zjištěno, že TEA je v přítomnosti mikrovlnného 

záření nestabilní.95 Rozkladné produkty TEA (především diethylamin) pak mohou 

reagovat s výchozími látkami a vytvářet tak nechtěné vedlejší produkty. Jako 

rozpouštědlo byl použit methanol, který je svým dipólovým momentem vhodný pro 

mikrovlnou syntézu a i při jeho teplotě varu 64,7 °C může reakce v mikrovlnném reaktoru 

díky přetlaku a uzavřenému systému probíhat za vysokých teplot, např. 150 °C. 

Podmínky pro mikrovlnou syntézu byly zvoleny na základě dříve provedených 

experimentů. Reakce probíhala za následujících podmínek: 150 °C, 30 min 

(benzylaminy) nebo 1 h (alkylaminy), 100 W. Výtěžky reakcí N-alkyl-3-chlorpyrazin-2-

karboxamidů byly v rozmezí 40–64 % a pro N-alkyl-3-alkylpyrazin-2-karboxamidy 41–

98 %. V případě N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidů se výtěžky pohybovaly 

v rozmezí 11–67 % a u N-benzyl-3-benzylpyrazin-2-karboxamidů v rozmezí 39–86 %. 

U N-benzyl-3-benzylaminopyrazin-2-karboxamidů vzniklých jako vedlejší produkty 

při kroku tvorby 3-chlor benzylamidů byly výtěžky 14–26 % (počítáno z výchozí 

3-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny). 

 

Schéma 2. Příprava derivátů odvozených od N-alkyl a N-benzyl 3-chlorpyrazin-2-karboxamidů. 

Pro přípravu 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylových kyselin (série 3) byl 

použit jako výchozí látka zakoupený anhydrid pyrazin-2,3-dikarboxylové kyseliny, pro 

syntézu několika látek byl pak tento anhydrid připraven zahříváním pyrazin-2,3-

dikarboxylové kyseliny s anhydridem kyseliny octové, viz Schéma 3. Výchozí anhydrid 

reagoval s příslušným substituovaným anilinem v tetrahydrofuranu. Pro ukončení reakce 

byla přidána voda a směs byla zneutralizována nasyceným roztokem NaHCO3. Methyl 

a propyl estery byly připraveny s využitím mikrovln v přítomnosti methanolu či 
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propanolu s katalytickým množstvím H2SO4 za následujících podmínek: 120 °C, 20 min, 

50 W. Výtěžky kyseliny se pohybovaly v rozmezí 58–98 %, methyl esterů v rozmezí 52–

76 % a propyl esterů v rozmezí 33–85 %. 

 

Schéma 3. Příprava 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylových kyselin a jejich methyl a propyl esterů. 

Série N-alkyl-3-aminopyrazin-2-karboxamidů a 3-amino-N-fenylpyrazin-2-

karboxamidů (série 4) vycházela z 3-aminopyrazin-2-karboxylové kyseliny, která byla 

převedena na příslušný amid pomocí kaplingového činidla 1,1'-karbonyldiimidazolu 

(CDI) v dimethylsulfoxidu, viz Schéma 4. Toto činidlo bylo použito z důvodu lepšího 

zacházení, zkrácení a zjednodušení kroku převodu kyseliny na amid. Využitím CDI se 

vyhneme případné degradaci reakční směsi, ke které může docházet v průběhu vzniku 

chloridu, časově náročnému čištění směsi od přebytečného SOCl2 a použití těkavého 

toluenu. Při reakci s CDI dochází k aktivaci kyseliny (Obrázek 8), která je pak snadněji 

převedena na amid reakcí s příslušným alkylaminem či substituovaným anilinem 

v přítomnosti mikrovln. Podmínky použité při mikrovlnné syntéze: 120 °C, 30 min, 

100 W. Výtěžky alkylamidů byly v rozmezí 42–67 % a anilidů v rozmezí 21–55 %. 

 

 

Schéma 4. Příprava N-fenyl a N-alkyl-3-aminopyrazin-2-karboxamidů. 

 

Obrázek 8. Struktura aktivované kyseliny 
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3.3. Hodnocení biologické aktivity 

3.3.1. Antimykobakteriální aktivita 

Připravené sloučeniny byly podrobeny antimykobakteriálnímu testování in vitro 

vůči čtyřem mykobakteriálním kmenům (pokud není uvedeno jinak), jmenovitě 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv CNCTC My 331/88 (Mtb), M. kansasii CNCTC My 

235/80, M. avium CNCTC My 80/72 a rychle rostoucímu M. smegmatis CCM 4622. 

Testování probíhalo pomocí mikrodiluční bujónové metody popsané v přílohách P1–P3. 

Výsledky mykobakteriální aktivity byly vyjádřeny jako minimální inhibiční koncentrace 

MIC. Pro přehlednost je antimykobakteriální aktivita v této práci označena slovně jako: 

nízká aktivita, MIC = 50–100 µg/ml; střední aktivita, MIC = 12,5–25 µg/ml; a vysoká 

aktivita, MIC = 1,56–3,13µg/ml. Přehled nejaktivnějších látek vůči Mtb shrnuje 

Tabulka 4. 

3-Chlor a 3-alkylamino alkylamidy - série 1 

 

Nejvyšší aktivitu vůči Mtb prokázaly tři látky z podskupiny methylamidů 

s dlouhým alkylaminovým řetězcem, konkrétně hexyl-, heptyl- a oktylamino. Tyto 

sloučeniny vykázaly střední aktivitu, tj. MIC = 25 µg/ml. 

Dalších sedm látek vykázalo nízkou aktivitu (MIC = 50 µg/ml). Z těchto látek 

byla jedna látka v poloze 3 pyrazinového jádra substituována chlorem, zbylé byly 

alkylamino deriváty. Ke zvyšování aktivity docházelo zpravidla při prodlužování 

alkylaminového řetězce. V amidové části byla optimální substituce methylem, při záměně 

za ethyl či vyšší alkyl aktivita klesala. Nižší aktivitu můžeme pozorovat i v případě 

nesubstituované amidové skupiny, kdy i látky s dlouhým alkylaminovým řetězcem, 

připravené dříve dr. Janďourkem96, dosahovaly nízké aktivity MIC = 50 µg/ml. 

Pro studium vlivu polohy alkylaminového řetězce na pyrazinovém jádře můžeme látky 

porovnat s  polohovými izomery připravenými dr. Servusovou-Vaňáskovou97. Pokud se 

oktylaminový řetězec nacházel v poloze 5 pyrazin-2-karboxamidu, antimykobakteriální 

aktivita byla MIC = 6,25 µg/ml, v případě přesunu do polohy 6 se aktivita zvýšila na MIC 



162 

 

= 1,56 µg/ml. Tyto izomery byly však testovány při pH 5,6, při kterém deriváty PZA 

vykazují zpravidla vyšší aktivity (porovnání výsledků testování při rozdílných pH bude 

diskutováno u série 4). Tento fenomén byl studován Huang et. al.98, kdy při nutričním 

hladovění a nižších hodnotách pH docházelo ke zvyšování aktivity PZA. N-Alkyl-3-

chlorpyrazin-2-karboxamidy byly testovány pouze vůči Mtb. Čtyři látky z podskupiny 

ehtylamidů s alkylaminovým řetězcem C5–C8 vykázaly nízkou aktivitu, MIC = 50 µg/ml, 

vůči kmeni M. avium. Aktivita vůči M. kansasii nebyla prokázána. Tato série nebyla 

testována vůči rychle rostoucímu M. smegmatis. 

3-Chlor a 3-benzylamino benzylamidy – série 2 

 

V rámci substituovaných N-benzylamin-3-chlorpyrazin-2-karboxamidů projevila 

mírnou antimykobakteriální aktivitu vůči Mtb pouze jedna látka s 4-OCH3 substitucí 

na fenylovém jádře, jejíž hodnota MIC byla 25 µg/ml. V porovnání s polohovými 

izomery, 6-Cl či 5-Cl substituce pyrazinového jádra99, 100, v přítomnosti chloru v poloze 

3 docházelo k poklesu či vytracení aktivity. Například u výše uvedené sloučeniny 

s 4-OCH3 substituentem na fenylovém jádře, 5-Cl polohový izomer vykázal aktivitu 

MIC = 25 µg/ml a 6-Cl polohový izomer MIC = 6,25 µg/ml.99 6-Cl a 5-Cl deriváty byly 

testovány při pH 6,0. Nahrazením chloru za benzylamino skupinu, kdy obě fenylová jádra 

obsahovala stejné substituenty, docházelo zpravidla ke zvýšení aktivity. Nejúčinnější 

benzylamino sloučeniny byly látky s 2-CH3 a 3,4-diCl substitucí na fenylovém jádře 

s MIC = 12,5 µg/ml. Mírnou aktivitu, MIC = 25 µg/ml, vykázala sloučenina s 4-CH3 

substituentem. Látky neprokázaly aktivitu vůči M. kansasii či M. avium. Při testování 

vůči M. smegmatis projevilo nízkou aktivitu pět látek, jejich MIC dosahovala hodnot 

125 µg/ml.  
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3-Fenylkarbamoyl kyseliny a jejich estery – série 3 

 

Ze série derivátů POA se zvýšenou lipofilitou vykázalo antimykobakteriální 

aktivitu vůči Mtb pouze několik sloučenin. Látky se substitucí fenylu 2-OH a 4-Br 

prokázaly nízkou aktivitu s MIC = 50 µg/ml. Nejúčinnější látka byla substituována 4-NO2 

skupinou na fenylovém jádře. Tato látka vykázala vysokou aktivitu MIC = 1,56 µg/ml. 

Další zvýšení lipofility převedením příslušné kyseliny na methyl či propyl ester 

nepřineslo očekávané zvýšení aktivity. Výjimku tvořil propyl ester s 4-CF3 substitucí 

fenylového jádra, který vykázal vysokou aktivitu MIC = 3,13 µg/ml oproti původní 

kyselině, která aktivní nebyla (testováno do výše 100 µg/ml). V případě sloučeniny 

s 2-OH substitucí fenylu zůstala antimykobakteriální aktivita stejná jak u kyseliny, tak 

i u propyl esteru (MIC = 50 µg/ml). Sloučeniny z této série nebyly v testovaných 

koncentracích (do výše 100 µg/ml) aktivní vůči M. avium, M. kansasii, ani vůči 

M. smegmatis. 

3-Amino alkylamidy, anilidy a benzylamidy – série 4 

 

Součástí této série jsou alkylamidy, anilidy a dříve připravené benzylamidy 

kyseliny 3-aminopyrazin-2-karboxylové. Z předešlých zkušeností s účinností sloučenin 

s delším alkylovým řetězcem byly připraveny látky o délce C5–C8. N-Heptyl a N-oktyl 

amidy vykázaly nízkou antibakteriální vůči Mtb s MIC = 50 µg/ml. Jako nejúčinnější 

látka se projevil 3-amino-N-hexylpyrazin-2-karboxamid, jehož hodnota MIC byla 

12,5 µg/ml. I ze skupiny anilidů vykázaly dvě látky mírnou aktivitu s MIC 50 µg/ml, a to 

látky s 3,4-diCl a 3-CF3 substitucí fenylového jádra. Z důvodu ucelení série 3-amino 

derivátů je do diskuze zahrnuta i série benzylamidů, které byly připraveny v rámci 

diplomové práce. Tyto látky byly původně testovány za použití Šulova média s pH 5,6, 

kdy nejaktivnější látka se substitucí fenylu 3,4-diCl skupinou vykázala 
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antimykobakteriální aktivitu vůči Mtb MIC = 6,25 µg/ml. Dále pak látky s 2-CH3 

a 4-CF3 substitucí prokázaly mírnou aktivitu, MIC = 25 µg/ml a látky s 4-CH3 

a 3-CF3  nízkou aktivitu, MIC = 50 µg/ml. Pro náležité porovnání vlivu substituce 

amidové části byly znovu otestovány v Middlebrookově médiu při pH 6,8. Při vyšším pH 

vykázaly aktivitu pouze dvě látky, a to látky s 3-CF3 a 4-CF3 substitucí, obě 

s MIC = 50 µg/ml. Nízkou aktivitu vůči M. avium vykázala pouze jedna látka, a to 

3-amino-N-oktylpyrazin-2-pyrazinkarboxamid s MIC = 50 µg/ml. Tato látka prokázala 

i mírnou aktivitu vůči kmeni M. kansasii, MIC = 25 µg/ml. Vůči M. kansasii vykázala 

nízkou aktivitu (MIC = 50 µg/ml) i látka s heptylamidem. Ostatní byly v testovaných 

koncentracích neúčinné. Při testování aktivity vůči M. smegmatis se jevila nejvíc aktivní 

látka s 4-CF3 substitucí anilidu s hodnotou MIC = 31,25 µg/ml. N-Heptyl a N-oktylamid 

vykázaly vůči M. smegmatis nízkou aktivitu s MIC = 62,5 µg/ml.  
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Tabulka 4. Přehled nejúčinnějších látek vůči Mtb a zjištěná cytotoxicita na HepG2 buněčné linii (pokud 

není uvedeno jinak). 

* látky byly testovány na HeLa a Vero buněčných liniích 

n.t. - netestováno 

 

 

Struktura R1 R2 MIC [µg/ml] IC50 [µM] 

 

CH3 C6H13 
25 

(106 µM) 
>100* 

CH3 C7H15 
25 

(100 µM) 
>100* 

CH3 C8H17 
25 

(95 µM) 
>100* 

 

4-OCH3 - 
25 

(90 µM) 
n.t. 

 

2-CH3 2-CH3 
12,5 

(36 µM) 
>250 

4-CH3 4-CH3 
25 

(72 µM) 
n.t. 

3,4-diCl 3,4-diCl 
12,5 

(27 µM) 
>100 

 
 

4-NO2 H 
1,56 

(5 µM) 
>750 

4-CF3 C3H7 
3,13 

(10 µM) 
252,4 

 

C6H13 - 
12,5 

(56 µM) 
388,8 

 

2,4-

diOCH3 

- 

 

12,5 

(46 µM) 
>50 

INH - - 
0,1–0,2 

(0,7–1,5 µM) 
n.t. 

PZA - - 100 (812 µM) n.t. 

POA - - 100 (806 µM) n.t. 
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3.3.2. SAR 

 
 

- pro R2 všeobecně platí:  

o záměna chloru za amin či substituovanou aminoskupinu vede ke zvýšení 

aktivity 

o substituce karboxylem vede téměř k vymizení účinku, tvorbou esteru 

nedochází ke zvýšení aktivity 

- pro R1 nebyl pozorován výrazný rozdíl v aktivitách při substituci alkylem, benzylem 

či fenylem 

- chlor v poloze 3 pyrazinového jádra 

o alkylamidy stejně aktivní jako benzylamidy 

- záměna chloru za amino 

o u alkylamidů dochází ke zvýšení aktivity 

o u benzylamidů se aktivita neliší 

o aktivita vzrůstá v pořadí benzylamid > alkylamid > anilid 

- substituce amino skupiny 

o vede převážně ke zvýšení aktivity 

o benzylamino účinnější než alkylamino 

o u alkylamino preference methylamidové skupiny, při prodlužování 

aktivita klesá 

o u alkylamidů se aktivita neliší v porovnání s 3-NH2 substitucí 

o u benzylamidů aktivita vzrůstá v porovnání s 3-NH2 substitucí 

- u alkyl substituce obecně platí, že látky s delším alkylovým řetězcem vykazují vyšší 

aktivitu (C6–C8) 

- u substituce benzylu a fenylu projevovaly aktivitu převážně sloučeniny s elektron 

odtahující skupinou – nejčastěji 3,4-diCl a CF3 v poloze 3 nebo 4 

- vztahy jednotlivých struktur jsou graficky znázorněny ve Schématu 5 
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Schéma 5. Grafické znázornění vztahů antimykobakteriální aktivity vůči Mtb jednotlivých struktur. 

Červenou barvou jsou označeny substituce v amidové části, modrou pak v poloze 3 pyrazinu. Barva šipek 

určuje obměněnou část molekuly a šipky jsou orientovány ve směru zvyšování aktivity vlivem příslušné 

substituce. 

3.3.3. Antibakteriální aktivita 

Připravené sloučeniny byly testovány vůči osmi klinicky významným 

bakteriálním kmenům. Do testování byly zahrnuty čtyři G+ a čtyři G- kmeny. Použitá 

metodika a testované kmeny jsou popsány v přílohách P1–P3. 

Mezi testovanými sloučeninami byly nalezeny látky účinné především vůči 

G+ kmenům. Výjimku představují dvě látky, které vykázaly nízkou aktivitu vůči G- 

Pseudomonas aeruginosa - propyl 3-((4-bromfenyl)karbamoyl)pyrazin-2-karboxylát ze 

série 3 s MIC = 250 µmol/l a 3-amino-N-(4-ethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid ze série 4 

s MIC = 125 µmol/l. Sloučeniny vykazovaly aktivitu převážně vůči třem G+ kmenům –  

Staphylococcus aureus, methicilin rezistentnímu S. aureus (MRSA) a S. epidermidis. 

Vůči čtvrtému testovanému G+ kmeni, Enterococcus spp., projevila aktivitu látka ze série 

4, konkrétně 3-amino-N-(2,5-dimethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid, který vykázal 
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aktivitu MIC = 31,25 µmol/l. Přehled hodnot nejaktivnějších látek vůči kmenům 

S. aureus, MRSA a S. epidermidis je uveden v Tabulce 5. 

Pro antibakteriální aktivitu vůči S. aureus v rámci připravených látek platí 

následující. N-alkyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidy neprojevily aktivitu. Záměnou 3-Cl 

za 3-NH2 dochází ke zvýšení aktivity na mírnou (MIC = 62,5 –250 µmol/l), prodloužením 

na alkylamino se aktivita nemění. Záměnou alkylu za benzyl v amidové části (3-Cl 

deriváty) dochází ke zvýšení aktivity, kdy látka se 2-Cl substitucí na fenylu vykázala 

vysokou aktivitu MIC = 7,81 µmol/l. U benzylamidů se změnou z 3-Cl na 3-benzylamino 

substituci aktivita zůstává zachována, v případě 3-NH2 derivátů se aktivita vytrácí. 

Záměnou benzylamidu za anilid u 3-aminopyrazin-2-karboxyamidů dochází ke zvýšení 

aktivity, nejúčinnější látka s vysokou MIC = 7,81 µmol/l. V případě výměny 3-NH2 

za COOH skupinu u anilidů dochází ke snížení aktivity. 

3-substituované N-alkylpyrazin-2-karboxamidy nevykázaly aktivitu vůči MRSA. 

Změnou alkylu za benzyl dochází ke zvýšení aktivity na nízké hodnoty MIC = 62,5–

250 µmol/l. N-benzylpyrazin-2-karboxamidy substituované v poloze 3 NH2 skupinou 

byly neaktivní. U N-alkyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidů změnou Cl za NH2 skupinu 

dochází ke zvýšení aktivity na nízké hodnoty MIC. Záměnou alkylamidu za anilid aktivita 

vzrůstá. 3-Amino-N-((4-trifluormethyl)fenyl)pyrazin-2-karboxamid vykázal vysokou 

aktivitu s MIC = 1,95 µmol/l. Tato látka byla následně přetestována na nově zakoupeném 

kmeni (ATCC 29213, CCM 4223), kdy se tato vysoká aktivita nepotvrdila a klesla na 

MIC = 125 µmol/l (platí i pro aktivity vůči S. aureus a S. epidermidis). Deriváty 3-

(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylových kyselin nebyly aktivní. 

Vůči S. epidermidis vykázalo aktivitu pouze několik látek. Alkylamidy s 3-Cl 

substitucí byly neaktivní, záměnou za NH2 skupinu se objevila nízká vrůstající aktivita 

s prodlužujícím se řetězcem alkylamidu a dalším prodloužením na alkylamino zůstává 

aktivita nízká. Převedením N-alkyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidů na benzylamidy 

dochází ke zvýšení na střední hodnoty MIC. Záměnou Cl v poloze 3 za NH2 či 

benzylamino skupinu se aktivita benzylamidů vytrácí. V rámci N-substituovaných 

3-aminopyrazin-2-karboxamidů nejvyšší aktivitu vykázaly anilidy, kdy nejúčinnější látka 

vykázala vysokou aktivitu MIC = 7,81 µmol/l. Deriváty 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-

karboxylových kyselin nevykázaly vůči S. epidermidis žádnou aktivitu. 
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Tabulka 5. Přehled nejaktivnějších látek vůči kmenům S. aureus (SA), MRSA a S. epidermidis (SE) 

s výsledky cytotoxicity na HepG2 buněčné linii. 

Struktura R1 R2 
MIC [µmol/l] IC50 

[µmol/l] SA MRSA SE 

 

 

4-CH3 - 125 >500 500 n.t. 

4-OCH3 - 31,25 125 250 n.t. 

2,4-

diOCH3 
- 125 > 500 > 500 n.t. 

2-Cl - 7,81 500 15,62 847,2 

2,4-diCl - 125 250 125 n.t. 

3,4-diCl - 62,5 250 31,25 n.t. 

4-CF3 - 31,25 500 62,5 n.t. 

4-OCH3 4-OCH3 15,62 62,5 > 500 >100 

4-CF3 4-CF3 62,5 > 500 > 500 n.t. 

 

C8H17 - 62,5 62,5 62,5 n.t. 

 

C2H5 - 125 > 500 > 500 >250 

2,5-

diCH3 
- >125 125 >125 n.t. 

3,4-diCl - 15,62 15,62 7,81 n.t. 

4-CF3 - 7,81/62,5 1,95/125 15,32/62,5 41,4 

Pen   0,2 62,5 3,9 n.t. 

Neom   1,95 0,98 7,81 n.t. 

Bac   7,81 7,81 15,62 n.t. 

n.t. - netestováno 

3.3.4. Antifungální aktivita 

Pro testování antifungální aktivity bylo využito osm klinicky významných kmenů 

hub. Použitá metodika a testované kmeny jsou uvedeny v přílohách P1–P3.  

Nejvíce látek, které vykázaly antifungální aktivitu, bylo aktivních vůči 

Trichophyton mentagrophytes. Účinné látky prokázaly nízkou aktivitu MIC = 62,5–

250 µmol/l. Všeobecně u alkyl derivátů aktivita vzrůstala s prodlužujícím se řetězcem od 

C5 do C8. Ze skupiny 3-amino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidů (série 4) vykázaly nízkou 

aktivitu látky s CH3 a CF3 substituenty na fenylovém jádře. Při vypuštění methylenového 

můstku za vzniku anilidů dochází téměř k vymizení aktivity, kdy nízkou aktivitu vůči 

T. mentagrophytes vykázala pouze jedna látka s nesubstituovaným fenylem. 

V sérii N-substituovaných 3-aminopyrazin-2-karboxamidů byla nalezena aktivita 

vůči rodu Candida. Čtyři deriváty typu 3-amino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidu (R: H; 

4-CH3; 3-CF3; 4-CF3) vykázaly nízkou aktivitu MIC = 250 µmol/l, která vynecháním 
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methylenového můstku v případě těchto anilidů vymizela. Naopak u látek s elektron 

donorovými substituenty 4-OH a 4-C2H5 došlo ke zvýšení aktivity vůči Candida albicans, 

u 4-OH skupiny se MIC zvýšila na 125 µmol/l  a v případě 4-C2H5 substituentu látka 

vykázala vysokou aktivitu s MIC = 7,81 µmol/l.  

Dále se u výše zmíněných sérií objevovaly i ojedinělé aktivity vůči ostatním 

kmenům, které jsou popsány v jednotlivých přílohách. U derivátů 3-substituovaných  

N-benzylpyrazin-2-karboxamidů a 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylových kyselin 

(série 3) nebyla v testovaných koncentracích (obvykle do 500 µmol/l) nalezena žádná 

antifungální aktivita. 

3.3.5. Cytotoxicita 

Nejúčinnější látky byly podrobeny zkoumání in vitro cytotoxicity. Cytotoxicita 

látek ze série 1 byla zkoumána na HeLa a Vero buněčných liniích. Výsledky byly 

vyjádřeny jako minimální koncentrace, která způsobovala mikroskopicky detekovatelné 

změny v buněčné morfologii (MCC). U látek nebyla prokázána cytotoxicita do výše 

testovaných koncentrací 100 µmol/l, pouze u jedné látky byla nejvyšší testovaná 

koncentrace 4 µmol/l z důvodu špatné rozpustnosti. Cytotoxicita u ostatních testovaných 

látek byla zjišťována na HepG2 buněčné linii. Pouze jedna látka ze série 4, 3-amino-N-

(4-trifluormethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid, vykázala vysokou cytotoxicitu 

IC50 = 41,4 µmol/l, ostatní látky neprokázaly významnou cytotoxicitu. Přehled výsledků 

testovaných látek s vypočítaným indexem selektivity (SI) zobrazuje Tabulka 6. SI byl 

vypočítán dle vztahu SI= IC50/MIC, kdy hodnota MIC reprezentuje biologickou aktivitu 

vůči Mtb, S. aureus, MRSA či C. albicans (konkrétně uvedeno v tabulce u jednotlivých 

látek).  

3.3.6. Antivirová aktivita 

Látky ze série 1 byly testovány vůči různým DNA a RNA virům ve spolupráci 

s Laboratoří virologie a chemoterapie Rega Institutu KU v Lovani. Skupina testovaných 

virů obsahovala klinicky významné patogeny, např. HIV, či virus chřipky. Podrobný 

seznam kmenů a popis metodiky je uveden v příloze P1. Žádná látka neprokázala 

antivirovou aktivitu v testovaných koncentracích do výše 100 µmol/l. 
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Tabulka 6. Přehled testovaných látek na cytotoxicitu na HepG2 buněčné linii spolu s hodnotami IC50 a SI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a vypočítáno z antibakteriální aktivity vůči S. aureus; b vypočítáno z antimykobakteriální aktivity [µmol/l] 

vůči Mtb; c vypočítáno z antifungální aktivity vůči C. albicans; d vypočítáno z antibakteriální aktivity vůči 

MRSA/vypočítáno z aktivity po přetestování 

3.3.7. Herbicidní aktivita 

U sloučenin ze série 1, N-alkyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidy a N-alkyl-3-

(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidy, byla doplňkově zkoumána herbicidní aktivita na 

základě výsledků strukturně podobných dříve publikovaných sloučenin.96, 101, 102 Toto 

testování probíhalo ve spolupráci s Chemickým ústavem a Katedrou environmentální 

ekologie Přírodovědecké fakulty Univerzity Komenského v Bratislavě. U látek byla 

zjišťována inhibiční aktivita fotosyntetického elektronového transportu (PET) 

v chloroplastech špenátu. Výsledky byly vyjádřeny jako koncentrace látky způsobující 

50% inhibici PET – IC50. Použitá metodika je podrobně popsána v příloze P1. 

Aktivita vzrůstala s narůstající délkou řetězce, zpravidla C3–C8. V případě 

symetrických N-alkyl-N-(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidů aktivita vzrůstala do délky 

řetězce C5, s dalším prodlužováním řetězce docházelo k poklesu aktivity. U methyl 

a ethylamidů aktivita vzrůstala do délky alkylaminového řetězce C7, v případě N-methyl-

3-(oktylamino)pyrazin-2-karboxamidu se aktivita nezměnila a u N-ethyl-3-

(oktylamino)pyrazin-2-karboxamidu došlo ke snížení aktivity. Jako nejaktivnější látka se 

projevil N-ethyl-3-(heptylamino)pyrazin-2-karboxamid s hodnotou IC50 = 48 µmol/l, 

který ovšem nepředčil použitý standard 3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylureu (DCMU; 

IC50 = 2 µmol/l). 

Struktura R1 R2 IC50 [µmol/l] SI 

Série 2 

2-Cl - 847,2 108 a 

2-CH3
 2-CH3

 >250 >10 b 

4-OCH3
 4-OCH3

 >100 >6 a 

3,4-diCl 3,4-diCl >100 >4 b 

Série 3 
4-NO2

 H >750 >150 b 

4-CF3 C3H7 252,4 24 b 

Série 4 

C6H13  - 388,8 7 b 

4-C2H5 - >250 32c 

2,4-diOCH3 - >50 >1 b 

4-CF3 - 41,4 80/0,32d 
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3.4. Docking 

V posledních letech se docking stal součástí základních metodik používaných při 

designu, vývoji a hledání struktur s potenciální biologickou aktivitou. S rozšiřujícím se 

množstvím vykrystalizovaných enzymů v komplexu s účinnými inhibitory, které jsou 

přístupné z PDB databáze, můžeme docking využít i při hledání možného mechanismu 

účinku aktivních látek. 

3.4.1. Enoyl-ACP reduktasa 

Na základě dříve provedeného molekulárního dockingu, byly jako možné InhA 

inhibitory navrženy i látky struktury N-benzylpyrazin-2-karboxamidu.67 U těchto PZA 

derivátů byla předpovídána tvorba H-můstku mezi karbonylovým O karboxylové 

skupiny, Tyr158 a 2´-OH ribosy kofaktoru NAD+, což je typická interakce pro většinu 

InhA inhibitorů odvozených od TCA.59 

Sloučeniny zahrnuté do této dockingové studie byly látky ze série 2, N-benzyl-3-

(benzylamino)pyrazin-2-karboxamidy. Tyto látky byly vybrány z důvodu studia vlivu 

pozice sousedících dvou objemných substituentů na pyrazinovém jádře a jejich možnosti 

umístění do aktivního místa InhA obdobným způsobem jako menší PZA deriváty 

s jedním arylovým substituentem. Dockingová studie byla provedena na látce, která 

prokázala nejvyšší antimykobakteriální aktivitu, a to na látce s 3,4-diCl substitucí 

fenylového jádra.  Ke studiu byly použity různé konformace InhA, lišící se ve velikosti 

kavity aktivního místa, která je tvořena vysoce flexibilní substrát-vázající smyčkou. 

Nebylo překvapením, že studovaná látka nezapadala do uzavřené konformace InhA 

(PDB: 2X23 a 3FNF) a neprokázala očekávané interakce ligandu s receptorem. Naopak 

při použití otevřené konformace InhA (PDB: 4R9S, 4TZK a 5G0S) se látka vázala dvěma 

různými vazebnými módy (Obrázek 9) s dokovacím skóre podobným 

vykrystalizovaného ligandu a vykázala interakce typické pro InhA inhibitory. V prvním 

vazebném módu (Obrázek 9A) byla látka orientována podobně jako dříve studované 

N-benzylpyrazin-2-karboxamidy, kdy amidový vodík (donor) tvořil H-můstek se sírou 

Met199 (akceptor). V druhém vazebném módu (Obrázek 9B) byl akceptorem H-můstku 

N-1 pyrazinového jádra, přičemž karboxylový kyslík byl k dispozici pro tvorbu 

intramolekulárního H-můstku s NH skupinou benzylaminové části molekuly. Tento 

intramolekulární můstek byl přítomen ve všech nízkoenergetických konformacích 

studované látky. 
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Ačkoliv na základě těchto in silico dockingových výsledků nemůžeme potvrdit 

inhibici InhA jako mechanismus účinku této látky, prokázali jsme, že i takto stericky 

objemné deriváty jsou schopné napodobit pózu a interakce známých InhA inhibitorů.  

 

Obrázek 9. Předpovídané vazebné módy pro látku 9a z P2. A) Předpovídaný první vazebný mód, PDB: 

5G0S; B) Předpovídaný druhý vazebný mód, PDB: 4TZK 

3.4.2. DprE1 

Substituované 3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxamidy ze série 3 byly 

připraveny jako strukturní obměna DprE1 inhibitorů s 2-karboxychinoxalinovým 

skeletem.103 Na rozdíl od předlohových sloučenin se připravené deriváty liší absencí 

druhého aromatického jádra s trifluormethylovou skupinou a záměnou 

methylenaminového můstku za karboxamidový, viz Obrázek 10. 

 

 

Obrázek 10. Porovnání struktury dříve připravených 2-karboxychinoxalinů se 

strukturou 3-fenylkarbamoyl kyselin. 

Látky byly dokovány do PDB struktury 4P8N, popis metodiky je uveden v P3. 

Předpovídané pózy studovaných látek byly vyhodnocovány s ohledem k pozici 

a interakcím původního vykrystalizovaného ligandu s receptorem.  Za úspěšné byly 

považovány látky na základě kombinace nejlepšího dokovacího skóre, podobnosti 

interakcí vzhledem k původnímu ligandu a překryvu s původním ligandem. 

Tyto podmínky splňovalo osm látek. Pyrazinové jádro je v překryvu s pyrazinovou částí 

chinoxalinu, kdy pyrazinový N-1 vytváří interakci s Lys418 a pyrazinové jádro je 

stabilizováno C–H/π interakcemi s Val365 a Gly117, jako u původního ligandu. 
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Karboxylová skupina se váže karbonylovým kyslíkem k postranním řetězcům Lys418 

a Tyr60 a hydroxylová část interaguje s postranním řetězcem Arg325. Anilidová část 

molekuly je orientována také jako původní ligand, kdy dochází k drobné odchylce v místě 

-CONH- skupiny, přičemž fenylové jádro je opět v překryvu s fenylem původního 

ligandu. Dokovací skóre původního ligandu bylo -8.73 kcal/mol, zatímco nejvyšší skóre 

ze studovaných látek v hodnotě -7.28 kcal/mol měla látka s 2,4-diOCH3 substitucí. Pokud 

porovnáme hodnoty efektivnosti ligandu (LE), vypočítané dle dokovací skóre/počet 

těžkých atomů, měla tato látka lepší LE = -0,33 než byla hodnota LE původního ligandu 

(LE = -0,31). Nejlepší látka podle hodnot LE byla látka s 4-Br substitucí s LE = -0,36. 

U této látky byla také viditelná  C–H/π interakce s FAD kofaktorem, jako u původního 

ligandu, viz Obrázek 11A. Látka s 4-NO2 substitucí, která projevila 

nejlepší antimykobakteriální aktivitu, měla dokovací skóre -6.96 kcal/mol a LE = -0.33, 

Obrázek 11B. Jak již bylo zmíněno výše, v porovnání s původní strukturou 

2-karboxychinoxalinů, nahrazením -NH-CH2- spojovacího můstku za -CONH- skupinu 

nedošlo k radikální změně vazebného módu. Na druhé straně, ztráta přikondenzovaného 

aromatického jádra, spolu s objemným lipofilním CF3 substituentem, se jeví jako možné 

vysvětlení ztráty antimykobakteriální aktivity. Pravděpodobně je potřeba objemného 

lipofilního substituentu, který vyplní lipofilní kavitu. 

 

 

Obrázek 11. A) Předpovídaný vazebný mód pro látku s 4-Br substitucí (látka 11 z P3, tmavě růžová) 

v porovnání s původním ligandem (oranžová); B) Předpovídaný vazebný mód látky s 4-NO2 substitucí 

(látka 16 z P3, růžová), která byla nejaktivnější látkou vůči Mtb. 
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4. ZÁVĚR 

V rámci teoretické části této disertační práce byl popsán současný stav a vývoj 

epidemiologie tuberkulózy. Dále byly zmíněny rezistentní formy onemocnění, které 

spolu s koinfekcí HIV léčbu tuberkulózy značně komplikují. Následně byl uveden 

přehled používaných antituberkulotik první linie, stručný souhrn antituberkulotik druhé 

linie a látek schválených ke kombinační léčbě v nedávné době. Ústřední molekulou této 

disertační práce bylo antituberkulotikum první linie, pyrazinamid, proto jeho působení na 

mykobakterie byla věnována samostatná kapitola. Poslední kapitolu tvořil přehled 

potenciálních enzymatických/proteinových cílů pro design a vývoj nových derivátů 

pyrazinamidu. 

Náplní experimentální části práce byla syntéza derivátů pyrazinamidu 

modifikovaných v polohách 2 a 3. Obměna amidové části byla zaměřena na alkyl, benzyl 

a fenyl substituci. V poloze 3 se nacházel chlor, aminoskupina či sekundární amin 

substituovaný alkylem, nebo benzylem. Připravené látky byly rozděleny do čtyř sérií dle 

strukturních typů: 3-chlor a 3-alkylamino-N-alkylpyrazin-2-karboxamidy (série 1, 

30 látek), 3-chlor a 3-benzylamino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidy (série 2, 23 látek), 

3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-karboxylové kyseliny a estery (série 3, 47 látek) 

a N-substituované 3-aminopyrazin-2-karboxamidy (série 4, 12 látek).  

Série 1 a 2 byly připraveny jako polohové izomery dříve připravených látek 

s dobrou antimykobakteriální aktivitou a ke studiu prostorového uspořádání sousedících 

objemných substituentů. Série 3 byla navržena ke zvýšení lipofility pyrazinkarboxylové 

kyseliny a jako modifikace potvrzených inhibitorů enzymu DprE1 (zapojeného do 

syntézy arabinogalaktanu mykobakteriální buněčné stěny). Série 4 navazovala 

na předchozí diplomovou práci autorky. Tyto látky tak byly připraveny k ucelení série 

derivátů 3-aminopyrazin-2-karboxamidu. 

Připravené sloučeniny byly studovány především na antimykobakteriální aktivitu 

vůči čtyřem mykobakteriálním kmenům, jmenovitě Mycobacterium tuberculosis H37Rv, 

M. kansasii, M. avium a M. smegmatis. Nejaktivnější látka byla nalezena v sérii 3, a to 

3-((4-nitrofenyl)karbamoyl)pyrazin-2-karboxylová kyselina, která vykázala vysokou 

aktivitu MIC = 1,56 µg/ml vůči Mtb. Ačkoliv tato látka obsahuje potenciálně toxickou 

aromatickou NO2 skupinu, při testování cytotoxicity na HepG2 buněčné linii neprokázala 

cytotoxický efekt. Nejúspěšnějším strukturním typem, z pohledu počtu aktivních látek, 
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byla však série substituovaných N-benzyl-3-(benzylamino)pyrazin-2-karboxamidů (část 

série 2), kdy z 23 látek vykázaly střední aktivitu (12,5–25 µg/ml) vůči Mtb tři látky. 

Pokud porovnáme sérii 1 a 2 (substituent v poloze 3) s dříve připravenými 5 a 6 

polohovými izomery, při přesunu substituentu z polohy 6 nebo 5 do polohy 

3 pyrazinového jádra, dochází ke snížení antimykobakteriální aktivit. Naopak na rozdíl 

od 5 a 6 polohových izomerů, které nevykázaly zpravidla žádnou antibakteriální 

a antifungální aktivitu, u derivátů substituovaných v poloze 3 se tyto aktivity objevují. 

V případě některých látek byly antibakteriální aktivity dokonce srovnatelné s použitými 

standardy. Na základě dostupných dat z antimykobakteriálního testování byly vyvozeny 

a diskutovány vztahy mezi strukturou a účinkem v rámci sloučenin prezentovaných v této 

práci.  

Dále byly připravené látky testovány vůči osmi bakteriálním a osmi fungálním 

kmenům. Ač bylo toto testování prováděno doplňkově pro vytvoření uceleného obrazu 

antimikrobní aktivity, mezi připravenými sériemi bylo nalezeno několik velice slibných 

látek pro podrobnější studium či následnou modifikaci struktury za účelem zvýšení 

aktivity. Nejslibnější látkou byl 3-amino-N-(4-hydroxyfenyl)pyrazin-2-karboxamid 

ze série 4, který vůči MRSA vykázal vysokou aktivitu MIC = 1,95 µmol/l, což předčilo 

i standardy penicilin V a bacitracin. Ovšem po dalším přetestování na nově zakoupených 

kmenech se tato aktivita nepotvrdila. V sérii 4 byla nalezena i látka 3-amino-N-(4-

ethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid se vysokou aktivitou vůči Candida albicans 

MIC = 7,81 µmol/l. Na základě výsledků dříve připravených derivátů pyrazinamidu byla 

u části látek zkoumána i antivirová a herbicidní aktivita. Žádná z testovaných látek 

nevykázala významnou aktivitu.  

Vybrané látky byly dále studovány pomocí in silico dockingu pro možný návrh 

místa jejich působení. 3-(Benzylamino)benzylamidy (série 2), které projevily 

antimykobakteriální aktivitu, byly dokovány do enzymu InhA. Přestože se jedná 

o stericky objemné deriváty, studované látky byly schopné napodobit pózu a interakce 

známých inhibitorů tohoto enzymu. 3-Fenylkarbamoyl substituované kyseliny (série 3) 

byly dokovány do enzymu DprE1 na základě strukturní podobnosti s potvrzenými 

inhibitory DprE1. I přes skutečnost, že z celé série měla antimykobakteriální aktivitu 

pouze jedna látka, v porovnání s původním ligandem studované sloučeniny vykazovaly 

podobné interakce a pozice ve vazebném místě. Na základě porovnání připravených látek 

s původním ligandem můžeme vyvodit vhodné modifikace pro následný vývoj 

aktivnějších látek. Touto úpravou je navázání dalšího lipofilního substituentu na 
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pyrazinové jádro v polohách 5 nebo 6, přičemž by tento substituent vyplnil hydrofobní 

kavitu aktivního místa enzymu.  U těchto látek, jakožto lipofilních derivátů POA, bylo 

původně zamýšleno i cílení na protein RpsA. Ovšem z krystalografické struktury tohoto 

proteinu je patrné, že pro substituent v poloze 3 pyrazinového jádra není ve vazebných 

místech pro POA prostor. Proto se zde nabízí modifikace této struktury přesunutím 

lipofilního substituentu do polohy 5 nebo 6. 
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