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 ABSTRAKT 

Diplomová práce je věnována výzkumu antituberkulotik. 
 

Stručný popis rodu Mycobacterium, struktury a výstavby 

mykobakteriální stěny zde umoţňuje lepší zpracování a určení toho 

jakým mechanismem antituberkulotika působí. Předmětem zájmu 

diplomové práce je příprava vybraných derivátů sulfidů pyridinu: 4-

(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilů. Je zde popsán také moţný 

mechanismus účinku těchto látek. 
 

Byla tedy připravena série 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-

karbonitrilů. Struktury byly potvrzeny IČ, NMR spektry a elementární 

analýzou. Antimykobakteriální aktivita byla stanovena na kmeny 

Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium a Mycobacterium 

kansasii. Ţádná z uvedených látek nevykazovala antituberkulotickou 

aktivitu (proti M. tuberculosis) srovnatelnou s klinicky pouţívanými 

antituberkulotiky. Významná aktivita (ve srovnání s isoniazidem) 

byla zaznamenána u M. kansasii a u M. avium. 

 

This diploma thesis is devoted to antituberculosis drugs 

research. 

A very briefly depicts of genus Mycobacterium, structure and 

composition of mycobacterial cell wall allowed here better process 

and determination of mechanisms of antituberculosis drugs targets. 

The synthesis selected derivates of pyridine sulfides: 4-

(phenethylsulfanyl)pyridine-2-carbonitriles are the main aim of the 

diploma thesis. As well as a possible mechanism of action these 

substances is discussed. 

Thus a series of 4-(phenethylsulfanyl)pyridine-2-carbonitriles 

were synthesized. The structures were confirmed by IR spectra, NMR 

spectra and elementary analyses. Antimycobacterial activities these 

compounds were tested against Mycobacterium tuberculosis, 

Mycobacterium avium and Mycobacterium kansasii. None of prepared 

substances exhibited activity (against M. tuberculosis) comparable 

to clinical used antituberculosis drugs. Significant activity was 

observed (in compare with isoniazide) against M. kansasii and M. 

avium. 
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 ZKRATKY 

 

ACP  protein přenášející acyl 

AG  arabinogalaktan 

AIDS  syndrom získané imunodeficience 

BCG  Bacillus Calmette Guérin 

CNCTC Česká národní sbírka typových kultur 

DMF  dimethylformamid 

DMSO  dimethylsulfoxid 

ENR  enoyl-ACP-reduktáza (u M. tuberculosis se tento enzym  

ozn. jako InhA; u E. coli, S. aureus FabI) 

EtAc  ethylester kyseliny octové (ethyl-acetát) 

FAS  mastná kyselina syntháza 

Hex  hexan 

H37Rv virulentní kmen Mycobacterium tuberculosis 

HIV  virus lidské imunodeficience 

IC50  koncentrace inhibitoru při které dochází poklesu  

enzymatické aktivity o 50 % 

INH  isoniazid 

IČ (IR) infračervená spektroskopie 

MAPc(mAGP) komplex mykolové kyseliny-arabinogalaktan-peptidoglykan 

MDR-MT multi rezistentní kmeny Mycobacterium tuberculosis 

MOTT (NTM) netuberkulózní mykobakteria 

MK  mastná/é kyselina/y 

MT  Mycobacterium tuberculosis 

NAD  nikotinamidadenindinukleotid 

NADP  nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NMR  nukleární magnetická rezonance 

PAS  p-aminosalicylová kyselina 

PBPs  proteiny vázající peniciliny 

PG  peptidoglykan (mukopeptid, murein) 

TBC  tuberkulóza 

TLC  tenkovrsvá chromatogarfie 

UV  ultrafialová detekce 

WHO (SZO) Světová zdravotnická organizace 

XDR-MT extensivně rezistentní kmeny Mycobacterium tuberculosis 
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1. Úvod 

 

 

Tuberkulóza (TBC) provází lidstvo od nepaměti. Z celosvětového 

hlediska přibylo v roce 2006 dle odhadů WHO 9,2 milionu nových 

případů a na tuberkulózu zemřelo 1,5 milionu HIV negativních a 0,2 

milionu HIV pozitivních lidí.
1
 Výrazně sníţit zátěţ tuberkulózou má 

za cíl (do r. 2015) strategie WHO - The Stop TB Strategy (spolu s 

Millennium Development Goals a cíly The Stop TB Partnership).
2
 

 

Jako TBC (dle etiologie) jsou obvykle označovány všechny 

stavy, jejichţ příčinou je Mycobacterium tuberculosis (MT). To 

představuje 95% všech případů (viz dále, kapitola 1.1.). Onemocnění 

je doprovázeno řadou rizikových faktorů, např. věk, pohlaví, 

přidruţené nemoci a špatné socioekonomické podmínky.
3
 

 

Česká republika je v současnosti povaţována za zemi s nízkou 

prevalencí TBC a ani zde nedochází, alespoň prozatím, k očekávanému 

vzestupu podílu cizinců na incidenci TBC.
4
 Značný podíl nad kontrolou 

TBC u nás má vakcinace. Očkování sice nepředstavuje absolutní 

ochranu, ale dokáţe zabránit závaţným generalizovaným formám 

onemocnění. 

 

Celosvětovým problémem se stává rozšiřující se rezistence na 

antituberkulotika. Příčin vzniku rezistentních kmenů M. tuberculosis 

je celá řada, mnohé z nich jsou však ovlivnitelné např. dodrţováním 

terapeutických řeţimů stanovených WHO. Vysokou incidencí a 

prevalencí multirezistentních kmenů (MDR-TB) se vyznačují především 

země bývalého Sovětského svazu a asijské země. Vznik mimořádně 

závaţných a rozsáhlých forem rezistence, ozn. XDR-TB byl zaznamenán 

v roce 2006.
4
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1.1. Rod Mycobacterium 

 

Rod Mycobacterium zahrnuje vedle původců tuberkulózy (TBC) 

označované jako obligatorně patogenní druhy také druhy podmíněně 

patogenní (vyvolávající mykobakteriózy) a druhy nepatogenní.
5
 

 

1) Pravá mykobakteria – druhy obligatorně patogenní pro 

člověka (tuberkulózní komplex): 

- Mycobacterium tuberculosis – nejčastější příčinný 

agens tuberkulózy (95% případů) 

- Mycobacterium bovis (včetně BCG kmene) 

- Mycobacterium africanum 

- Mycobacterium microti 

 

2) Netuberkulózní mykobakteria 

syn. atypická mykobakteria, Non-Tuberculous Mycobacteria 

(NMT), Mycobacteria Other than Tuberculosis (MOTT).  

Tato skupina zahrnuje druhy, které jsou pro člověka 

potenciálními patogeny nebo jsou pro člověka zřídka 

patogenní. Podle kritérií rychlosti růstu, tvorby pigmentu 

a patogenity je lze třídit dle tabulky 1.
3
 

 

Tab. 1. Netuberkulózní mykobakteria.
3
 

Kriteria: 

tvorba pigmentu a 

rychlost růstu 

Patogenita pro člověka 

potenciální patogeny nepatogenní (zřídka) 

fotochromogeny 

pomalu rostoucí 

M. kansasii, M. marinum, 

M.simiae, M. asiaticum 
 

skotochromogeny 

pomalu rostoucí 

M. scrofulaceum, M. szulgai, 

M. xenopi 

M. gordonae, 

M. flavescens 

non-fotochromogeny 

pomalu rostoucí 

M. avium-intracellulare, 

M. ulcerans, M. malmonensae, 

M. haemophilum, M. shimoidei 

M. terrae 

- 

rychle rostoucí 
M. fortuitum, M. chelonei M. smegmatis, M. phlei 
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Mykobakteriózy (netuberkulózní mykobakteriální infekce) se 

vyskytují v endemických oblastech ekonomicky rozvinutých států. K 

infekci dochází z enviromentálních rezervoárů, nejčastěji aerogenní 

cestou (infikovaná voda). K interhumánnímu přenosu těchto infekcí 

nedochází. Tyto infekce jsou vzhledem k časté rezistenci původců na 

antituberkulotika obtíţně léčitelná.
5
 

 

V České republice se z MOTT – původců mykobakterióz uplatňují 

ve větší míře zejména M. kansasii v Severomoravském kraji a M. 

xenopi v Severočeském kraji. M.avium-intracellulare je nejčastější a 

nejzávaţnější původce oportunních plicních infekcí u nemocných s 

AIDS.
3
 

 

Mykobakteria tvoří acidorezistentní tyčinky variabilní délky 

od kokovitých aţ po vláknité formy. Acidorezistence souvisí s 

vysokým obsahem lipidů v buněčné stěně a je vysoce specifickým rysem 

mykobakterií. Lipidy tvoří aţ 20% bakteriální váhy sušiny. Tukové 

látky jsou reprezentovány především mastnými kyselinami (MK), které 

tvoří téţ součást sloţených lipidů jako jsou fosfolipidy, 

glykolipidy a lipoproteiny. Mastné kyseliny s vysokým počtem uhlíků 

(C60 aţ C90) a specifickou strukturou se označují jako mykolové 

kyseliny.
5
 

 

Jako většina intracelulárních parazitů vyvolávají mykobakteria 

chronickou infekci. Její rozvoj je závislý mj. na rychlosti nástupu 

buněčné imunity (imunoglobuliny zde nemají podstatný význam). Pro 

svou hydrofobii je bakteriální povrch jen nesnadno "zpracováván" 

lysozomálními enzymy makrofágů a to je jeden z důvodů přeţívání 

mykobakterií v buňce. S lipidovou sloţkou se tak spojují značné 

patogenní účinky mykobakterií.
5
 

 

Mykobakteria se vyznačují vysoce komplexní antigenní sloţkou 

(odvozenou zejm. od buněčné stěny). Nejznámějším antigenem je 

tuberkulin, uţívaný k intradermální aplikaci (koţní testování 

buněčné hypersenzitivity, Mantouxův test). Po 24-48 h vzniká u 

infikovaných nebo vakcinovaných osob zánětlivý infiltrát.
5
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Další charakteristickou vlastností v rodě Mycobacterium je 

pomalý růst. Zejména u obligatorně patogenních mykobakterií. 

Generační doba je 20 aţ 30 hodin. Při kultivačním průkazu 

mykobakterií lze tedy očekávat viditelné makrokolonie nejdříve po 12 

– 14 dnech. Mycobacterium leprae (původce lepry) se in vitro 

kultivovat zatím nepodařilo. Některé podmíněně patogenní druhy patří 

do skupiny tzv. "rychle rostoucích mykobakterií" (tab. 1.). Zde lze 

jejich růst pozorovat jiţ do 7 dnů po inokulaci.
3,5
 

 

Diagnostika mykobakterií se provádí:
5
 

- přímou mikroskopií 

- kultivačně (např. Löwensteinovy-Jensenovy vaječné půdy, tekutá 

  Šulova půda, agarová půda Middlebrook 7H10) 

- molekulárně genetickými metodami (techniky polymerázové řetězové 

  reakce PCR). 

 

K druhové identifikaci se vyuţívá druhově charakteristických 

znaků, které se stanovují in vitro. Komerčně dostupné jsou např. 

oligonukleotidové genové sondy s druhově specifickými cílovými 

sekvencemi.
5
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1.2. Struktura mykobakteriální stěny 

 

Mykobakteria vytvářejí v přírodě ojedinělou strukturu buněčné 

stěny, která se sestává ze tří hlavních vrstev:
6,7,8

 

 

L1 - vnější stěna  

L2 - kovalentně spojeného komplexu 

- peptidoglykanu (PG) 

- arabinogalaktanu (AG) 

- mykolových kyselin 

L3 - buněčná membrána 

 

Jedinečnost mykobakteriální stěny se odráţí právě v masivní 

části tvořené komplexem sestávajím se z mykolových kyselin, 

arabinogalaktanu a peptidoglykanu (MAPc téţ mAGP). Dnešní poznání 

této struktury popisuje peptidoglykan (PG) jako základní vrstvu 

tohoto komplexu. K této vrstvě je kovalentně poutána vrstva 

arabinogalaktanu (AG), kterou tvoří lineární galaktanový řetězec u 

jehoţ konců jsou navázány bohatě větvené arabinanové jednotky. 

Arabinanové jednotky vytvářejí svým větvením tzv. hexaarabinosylový 

motiv se čtyřmi terminálními arabinosovými zbytky. K části těchto 

terminálních zbytků jsou pak esterově poutány mykolové kyseliny.
8
 

Schematicky je struktura mykobakteriální stěny znázorněna na obr. 

1.
6,7
 Na obrázku jsou zachyceny téţ některé nekovalentně poutané 

sloţky mykobakteriální stěny. Mezi ty patří např. volné lipidy a 

glykolipidy, které jsou prezentovány jako lipoarabinomannan (LAM) s 

tvz. mannosovou čepičkou (ManLAM).  

 

Struktura buněčné stěny M. tuberculosis je známa řadu let, 

objasnění výstavby a enzymatického aparátu značně napomohlo aţ 

definování genomu M. tuberculosis v roce 1998.
9
 Např. důleţitou úlohu 

v transportu jednotlivých intermediátů buněčné stěny hraje 

dekaprenylfosfát. Finální kroky výstavby mykobakteriální stěny 

(připojení mykolových kyselin, ligace na peptidoglykan) probíhají na 

vnější straně membrány. Známa je celá řada klíčových enzymů (příp. 

jejich inhibitorů) účastnících se biosyntéz MAPc.
6 - 13
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1.2.1. Lipidové složky buněčné stěny 

 

Lipidové sloţky buněčné stěny M. tuberculosis lze rozdělit do 

tří skupin.
7,8
 

 

a/ n-Mastné kyseliny 

 

Jedná se o běţné n-mastné kyseliny (MK), tj. kyseliny s 

řetězci do C18. Jsou sloţkou membránových fosfolipidů. 

Syntéza těchto látek se uskutečňuje za účasti převáţně 

eukaryotní syntházy MK (FAS I). FAS I u mykobakterií katalyzuje 

nejen syntézu MK C16,C18, ale téţ prodluţování těchto řetězců na 

C20,C24,C26. U mykobakterií jsou však přítomny i prokaryotní syntházy 

MK (FAS II). Předpokládá se, ţe vznik C20 MK je klíčový pro začátek 

syntézy velmi dlouhých řetězců mykolových kyselin, uskutečňovaný 

multienzymovýmy systémy FAS II.
7,10

 

 

b/ Mykolové kyseliny 

 

Tyto látky představují dlouhé (C60-C90) -alkyl--hydroxy 

mastné kyseliny. V postranních řetězcích jsou přítomny nenasycené, 

cyklopropanové, epoxidové, methoxylové, keto či methylenové funkce. 

Základ pro syntézy mykolových kyselin je zprostředkován 

systémy FAS II, následují enzymatické úpravy (zavádění zmíněných 

funkcí). Posledním krokem syntézy mykolových kyselin je kondenzace 

Claisenova typu, za účasti polyketidsyntházy (Pks13).
10
 Základní 

schéma systému FAS II je zachyceno na obr. 2. Jsou zde čtyři hlavní 

reakce. První krok, za účasti syntház, je kondenzace malonyl-S-ACP 

buď s acetyl-S-CoA (FabH, v syntéze de novo) nebo s rostoucím 

acylovým řetězcem (KasA, KasB). Vzniklý -ketoacyl-ACP je redukován 

(FabG). Vzniká -hydroxyacyl-ACP, který účinkem -hydroxyacyl-ACP-

dehydrázy vytváří trans-2
-enoyl-ACP. Posledními enzymy kaţdého cyklu 

jsou buď 2-trans-enoyl-ACP-isomeráza nebo 2-trans-enoyl-ACP-

reduktáza ENR (InhA). InhA, KasA resp. KasB patří k důleţitým 

řídícím bodům syntézy mastných kyselin, tyto enzymy představují 

zajímavý potenciální cíl antituberkulotik.
7,10,11
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c/ Ostatní lipidy resp. sloţené lipidy 

 

Vnější vrstva  mykobakteriální stěny obsahuje také "volné" 

lipidy (vosky), glykolipidy a lipoproteiny (proteiny). Pro obsah 

těchto signálních, efektorových molekul je jejich charakter spíše 

imunogenní. Role těchto struktur je proto nyní sledována z hlediska 

patogeneze a imunitní odpovědi na tuberkulózu.
8
 

 

Tyto sloţky jsou také označovány jako "rozpustné" (v 

organických rozpouštědlech). Přičemţ, ve vrstvě mykolových kyselin 

jsou integrovány vosky (phtioceroly, fenophtioceroly) a komplex 

trehalosových glykolipidů (sulfolipidy, acylované trehalosy), v 

cytoplazmatické membráně pak glykolipidy (fosfatidylinositol 

mannosidy PIMs, lipomannan LM, lipoarabinomannan LAM).
7,8,12

 

 

 

1.2.2. Polysacharidové a peptidové složky buněčné stěny 

 

Hlavní proteino-polysacharidovou sloţkou mykobakteriální stěny 

je peptidoglykan (murein) s přímo navázaným arabinogalaktanem (AG). 

 

Peptidoglykan je sloţen z glykanových řetězců vzájemně 

spojených oligopeptidem. U M. tuberculosis dosahuje stupeň zesítění 

aţ 70-80 % (u E.coli 30-50 %).
6
 Glykanové řetězce tvoří střídající se 

N-acetylglukosamin a modifikované muramové kyseliny. Typické pro 

mykobakteria je, ţe některé nebo všechny zbytky muramových kyselin 

jsou N-acylovány glykolovou kyselinou. Oligopeptid je sloţen ze dvou 

tetrapeptidových řetězců stejné aminokyselinové sekvence. Sloţení 

tohoto tetrapeptidu je u M. tuberculosis L-alanyl-D-isoglutaminyl-

meso-diaminopimelyl-D-alanin (L-Ala-D-Glu-DAP-D-Ala). Vazba mezi 

těmito dvěma tetrapeptidy je zprostředkována transpeptidázami 

(penicillin binding proteins PBPs). Tato vazba je buď mezi 

diaminopimeláty (DAP-DAP) nebo mezi diaminopimelát-D-alaninem (DAP-

D-Ala).
7,8,12,13
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Biosyntéza peptidoglykanu i genová výbava odpovědná za jeho 

biosyntézu u M. tuberculosis je velmi podobná ostatním druhům 

bakterií.
13
 

 

Vrstva arabinogalaktanu se skládá z řetězců cukerných zbytků 

galaktanu a arabinanu ve furanové konfiguraci. S peptidoglykanem je 

kovalentně spojen lineární řetězec galaktofuranu (Galf) pomocí 

jednotky L-Rha-D-GlcNAc-P. Tento řetězec má aţ 30 Galf zbytků, u 

svého konce má vázány 2-3 bohatě větvené arabinofuranové řetězce 

(Araf). Koncové řetězce Araf čítají aţ 70 cukerných zbytků. Tyto 

řetězce Araf utvářejí svým větvením koncové hexaarabinosylové 

motivy, které představují aţ 1/3 celkové délky Araf řetězce. 

Struktura motivu je [-D-Araf-(1→2)--D-Araf]2-3,5--D-Araf-(1→5)--

D-Araf. Větvení je umoţněno 3,5--D-Araf, elongace celého řetězce 

pak vazbou (1→5)--D-Araf. Ke zhruba 2/3 čtyř terminálních Araf 

zbytků motivu jsou esterově poutány mykolové kyseliny.
7,13

 

 

Biosyntéza arabinogalaktanu je v současnosti z velké části 

popsána. Z hlediska hledání nových antituberkulotik nabývají 

biosyntetické cesty arabinogalaktanu na významu neboť jsou zde 

nacházeny jedinečné enzymy. 
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1.3. Antituberkulotika 

 

Světová zdravotnická organizace třídí antituberkulotika do 

následujících skupin:
14
 

1. skupina – první linie (perorální antituberkulotika): 

rifampicin (1); rifabutin (4); isoniazid (14); pyrazinamid 

(15); ethambutol (18)  

2. skupina (injekční látky): 

amikacin (8); kanamycin (9); streptomycin (10); kapreomycin(12) 

3. skupina – fluorochinolony 

levofloxacin (6); moxifloxacin (7); (ofloxacin) 

4. skupina – druhá linie (perorální, bakteriostatické látky): 

ethionamid (16); prothionamid (17); cykloserin (19); PAS (20) 

5. skupina – nedoporučované WHO pro rutinní uţití: 

klarithromycin (11); isoniazid (14) nad 16-20mg/kg/d; linezolid 

(21); klofazimin (22); amoxicilin/klavulanát; thiacetazon (42); 

imipenem/cilastatin. 

 

Hlavní zásadou léčby tuberkulózy je dlouhodobé, nepřerušované 

podávání kombinace antituberkulotik. Toto období lze rozdělit na 

iniciální (hospitalizace) a pokračovací fázi léčby (ambulantně). 

Celková délka léčby závisí na zvoleném léčebném reţimu. Kombinace 

antituberkulotik je nutná pro vyšší procento primárně rezistentních 

mutant a z hlediska heterogenity mykobakteriální populace.
3,5
 

Mykobakteriální populaci lze dělit na:
3
 

1. kontinuálně se dělící a proliferující mykobakteria 

2. mykobakteria střídající období růstové aktivity a klidu 

3. mykobakteria s nízkou metabolickou aktivitou 

4. "spící bacily" (dormant forms) tj. mykobakteria bez známek 

metabolické aktivity, na která nepůsobí ţádná antituber-

kulotika. 

 

Druhá a třetí skupina je zahrnována do skupiny tzv. 

perzistorů, které po rozpadu makrofágů a úpravě pH mohou zvýšit 

svoji metabolickou aktivitu. Schopnost usmrcovat tato polospící 

mykobakteria má jen rifampicin (1) a pyrazinamid (15).5 
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Začátkem roku 2008 byl v časopise Tuberculosis
15
 zveřejněn 

seznam všech léků uţívaných v léčbě tuberkulózy. Jsou zde i látky v 

současné době testované v některé fázi klinického výzkumu. Databáze 

těchto 27 léků byla vypracována Global Aliance for TB Drug 

Development (TB Alliance), zaloţené v r. 2000 s cílem nacházet nové 

terapeutické postupy léčby tuberkulózy. Databáze je zaměřena na 

fyzikální, biologické, farmakokinetické vlastnosti látek i na 

mechanismy účinku. Seznam těchto látek je uveden níţe, je uspořádán 

podle chemické podobnosti jednotlivých látek. V závorce jsou uvedeny 

nejvyšší hodnoty MIC pro M. tuberculosis (H37Rv).
15
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AMINOGLYKOSIDY 
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LÁTKY V KLINICKÝCH STUDÍCH 
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Léčebný reţim je účinný, kdyţ procento recidiv je pod 5 %. V 

současnosti vzrůstá rezistence na antituberkulotika 1. i 2. linie.
4
 

Obzvlášť sloţitá situace nastává při výskytu multirezistentních 

kmenů (MDR-MT) či extensivně rezistentních kmenů (XDR-MT). Jako MDR-

MT se označuje rezistence minimálně na kombinaci isoniazidu a 

rifampicinu. Jako XDR-MT jsou označovány kmeny, které jsou kromě 

multirezistence necitlivé téţ ke všem fluorochinolonovým 

antibiotikům a současně na jedno ze tří parenterálních antibiotik 

(kanamycin, amikacin, kapreomycin).
4
 Terapeutické postupy těchto 

forem se individualizují dle anamnézy pacienta a laboratorní 

diagnostiky na citlivost.
14
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1.4. Mechanismy účinku 

 

Práce které se zabývají mechanismy účinků antituberkulotik
16, 

17,18,19,20
 třídí konkrétní látky dle základních biosyntetických úrovní, 

na kterých se předpokládá nebo je prokázána jejich působnost. Podle 

toho jsou látky tříděny i zde. Vývoj v této oblasti je v současnosti 

velmi intenzivní. V předloţené práci je tato problematika zobecněna 

do pěti následujících celků. 

 

1.4.1. Inhibitory biosyntézy buněčné stěny 

 

Tyto látky patří zatím k nejefektivnějším látkám s 

antimykobakteriálním účinkem. Podle struktury mykobakteriální stěny 

je lze dále třídit na: 

- inhibitory biosyntézy peptidoglykanu 

- inhibitory biosyntézy arabinogalaktanu 

- inhibitory biosyntézy mykolových kyselin. 

 

1.4.1.1.  Inhibitory biosyntézy peptidoglykanu 

 

Mezi látky, které inhibují hlavní mechanismy biosyntézy 

peptidoglykanu patří: 

 

a) Inhibitory biosyntézy základní stavební jednotky 

peptidoglykanového řetězce. Za základní jednotku lze povaţovat 

modifikovaný zbytek muramové kyseliny s navázaným peptidovým 

řetězcem.
13
 Biosyntézy tohoto intermediátu se účastní několik enzymů 

(MurA, MurB, MurC, MurD).
7,13

 Některé látky 28, 29 jsou společnými 

inhibitory i více neţ jednoho z těchto enzymů.
19

 

 

b) Inhibitory transportních mechanismů. Transport modifikovaného 

zbytku muramové kyseliny s navázaným peptidovým řetězcem je umoţněn 

po připojení přenašečového lipidu (dekaprenylfosfátu). Tento 

isoprenoid se připojuje za účasti membránově vázané transferázy 

(MraY), vzniká tzv. lipid I.
7,13

 Tento proces inhibuje řada přírodních 

látek např. tunikamycin (30), capuramycin a další.19 
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Účinkem dalšího membránově vázaného proteinu (glykosyltrasferázy 

MurG) vzniká z lipidu I a aktivovaného GlcNAc lipid II (obsahující 

disacharid-peptidový monomer peptidoglykanu).
7,13

 

 

c) Inhibitory transglykosylačních (polymerizace monomerních 

jednotek peptidoglykanu) a transpeptidačních (zesíťovacích) reakcí. 

Významné jsou inhibitory transpeptidáz, ke kterým patří -laktámová 

antibiotika (peniciliny a cefalosporiny) a glykopeptidy. Tyto látky 

však u M. tuberculosis nelze dost dobře pouţít, jednak v důsledku 

zvýšené aktivity -laktamáz a jednak z důvodu relativně nepropustné, 

lipofilní vrstvy mykolových kyselin.
7
 Z tohoto důvodu je účinek 

amoxicilinu (v kombinaci s klavulánovou kyselinou), řazený někdy 

mezi antituberkulotika, diskutabilní. 

 

Nejvýznamnější látkou působící na úrovni transpeptidačních 

reakcí je antituberkulotikum D-cykloserin (19), který inhibuje D-

alanin racemázu a D-Ala-D-Ala ligázu.
15
 Takto působí i látka 31.19 
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1.4.1.2. Inhibitory biosyntézy arabinogalaktanu 

 

Mezi látky zasahující do biosyntézy arabinogalaktanu patří: 

 

a) Inhibitory biosyntézy spojovací jednotky mezi peptidoglykanem 

a arabinogalaktanem. Zcela zásadní pro mykobakteria je tvorba L-

rhamnosy. Jde o intermediát nutný pro tvorbu spojovací jednotky L-

Rha-GlcNAc, která se na jedné straně váţe k muramovým zbytkům 

peptidoglykanu a na straně druhé umoţňuje vazbu galaktanových 

jednotek budoucího arabinogalaktanu. L-Rhamnosa vzniká u 

mykobakterií účinkem čtyř enzymů (RmlA-RmlD)
19,20

 Mezi inhibitory 

tohoto atraktivního místa syntézy buněčné stěny patří např. 

rhodaniny (32),16 thiazolidinony (33), arylidenhydantoiny, 

benzylidenthiazolidindiony (34).19 

 

b) Inhibitory Araf transferáz. Jedinečné Araf transferázy (EmbA, 

EmbB, AftA, AftB) zajišťují extenzi arabinanových jednotek na jiţ 

vytvořeném Galf oligosacharidu. Prekurzorem arabinanových jednotek 

je intermediát umoţňující jejich transport, dekaprenylfosfoarabinosa 

(35).12,13 Řada fosfonových, fosfinových či sulfonových analogů 

dekaprenylfosfoarabinosy je inhibitorem Araf transferáz.
16,19 

 

c) Prakticky se jako inhibitor biosyntézy AG uplatňuje jen 

ethambutol (18).15 Byla připravena řada jeho analogů, derivátů 1,2-

ethylendiaminu 36, 37, 38 a jako nejpozoruhodnější se ukázala látka 

SQ-109 (25),18,19 která se dostala do klinických studií. Mechanismus 

účinku ethambutolu je stále předmětem výzkumu. Hlavní efekt účinku 

ethambutolu je pravděpodobně soustředěn na biosyntézu arabinanu, při 

jeho působení jsou ale pozorovány změny i u dalších stavebních 

komponent buněčné stěny.
19

 

 

S

N

O

S

R1

R2

R3

 

S

N

O

O

O

O

OH

  

O
OH

O
S

NH

O

O

Cl

Cl

  

rhodanidy 

32 

thiazolidinony 

33 

benzylidenthiazolidindiony 

34 



strana 21 

O O

OHHO

HO P
O OH

O

8

 

dekaprenylfosfoarabinosa 

35 

H
N

N
H

 

NN

 

N

N

O
CH3

 

ethylidendiaminy 

36 

homopiperaziny 

37 

piperaziny 

38 

 

 

1.4.1.3. Inhibitory biosyntézy mykolových kyselin 

 

Mezi inhibitory biosyntézy mykolových kyselin patří 

v současnosti nejúčinnější antituberkulotika. Jedním z důvodů je 

existence velkého enzymatického aparátu.19 Podle enzymatických 

pochodů lze tyto inhibitory dělit: 

 

a) Inhibitory enzymů systému FAS II. Popis jednotlivých enzymů 

systému FAS II je v kapitole 1.2.1., obr. 2. 

 

Pro vývoj nových antituberkulotik je zajímavý enzym -

ketoacyl-ACP-syntáza (KasA, KasB). K jeho inhibitorům patří např. 

thiolaktomycin (39), cerulenin (40) a platensimycin (41).19 

 

Pro vývoj i pro účinek řady antituberkulotik je asi 

nejdůleţitějším enzymem FAS II systému enoyl-ACP-reduktáza (ENR). U 

M. tuberculosis je tento enzym většinou označován jako InhA, u 

ostatních druhů bakterií (E. coli, S. aureus) jako FabI. Mezi 

inhibitory InhA patří řada terapeuticky významných látek, např. 

isoniazid. Inhibitory InhA lze dále dělit podle toho, zda ke své 

aktivitě potřebují nebo nepotřebují endogenní aktivaci. 

 

Isoniazid (14) je terapeuticky nejdůleţitější substancí této 

skupiny. Je to látka, která ke své aktivitě potřebuje endogenní 
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aktivaci. Endogenní aktivací je oxidace isoniazidu pomocí kataláza-

peroxidázy (KatG). Vzniká nestabilní intermediát, který reaguje s 

NAD (NADP) za vzniku produktu inhibujícího InhA. Tento produkt 

inhibuje i dihydrofolátreduktázu (DHFR) a další proteiny.
21
  Ztráta 

moţnosti endogení aktivace je jednou z hlavních příčin rezistence na 

isoniazid. Mutace KatG je příčinou, ţe aţ 1/3 kmenů M. tuberculosis 

je rezistentních k isoniazidu.19 Řada struktur analogických aduktu 

oxidačního produktu isoniazidu s NAD(P) je z tohoto důvodu jiţ 

patentována.
19,21
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Schema 1. Mechanismus účinku isoniazidu. 

 

 

Pravděpodobnými inhibitory InhA podléhající endogenní aktivaci 

jsou i ethionamid (16), prothionamid (17) a thiaceazon (42). Tyto 

látky jsou oxidovány flavoproteinmonooxydázou (EthA), její mutace 

jsou také příčinou rezistence. Vzniklé oxidační produkty dále 

podléhají nukleofilním reakcím. Cíle inhibice vzniklých aduktů však 

nejsou známy.
15,19

 

 

Dalšími inhibitory InhA jsou difenylethery. Tyto inhibitory 

InhA na rozdíl od výše zmíněných nepotřebují ke své inhibiční 

aktivitě endogení aktivaci. Tyto látky jsou účiné i u kmenů 

rezistentních na isoniazid (MDR-TB).
20
 Mezi látky tohoto typu patří 

triklosan (43) a jeho analoga např. látky 44, 45, 46. Triklosan je 

silným inhibitorem FabI, ale slabým inhibitorem InhA. Z tohoto 

důvodu byla odzkoušena řada struktur podobných triklosanu, např. 

antiflogistikum diklofenak (47).19 Výsledkem dalšího vývoje byly 

připraveny látky velmi aktivní vůči M. tuberculosis. Tyto a další 

inhibitory enoyl-ACP-reduktázy jsou v souvislosti se strukturální 

podobností s látkami připravovanými v předloţené práci uvedeny v 

kapitole 3.4. 
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b) Ostatní inhibitory v biosyntéze mykolových kyselin. Za další 

nadějné cíle v biosyntéze mykolových kyselin jsou označovány zejména 

metyltransferázy (PcaA), acyl-AMP-ligázy (Fad32) a polyketidsyntházy 

(Psk13).
20 

 

Do skupiny inhibitorů biosyntézy mykolových kyselin patří dále 

pyrazinamid (15), PA-824 (23), OPC-67683 (26) a dříve klinicky 

významný isoxyl (thiokarlid, 48). Jejich mechanismus účinku není 

zatím zcela jasný.
15,19

 Pyrazinamid působí nespecificky. Pravděpodobně 

po konverzi na svůj metabolit - pyrazinovou kyselinu dochází ke 

sniţování intracelulárního pH na suboptimální úroveň, při které by 

se mohla inaktivovat řada metabolických cest, včetně FAS nebo 

membránových transportních funkcí.
15
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1.4.2. Inhibitory DNA procesů 

 

Do této skupiny patří rifamyciny 1-4 a fluorochinolony 5-7.19 

 

Rifampicin a jeho analoga patří mezi látky inhibující syntézu 

RNA primeru vazbou k DNA-dependentní RNA-polymeráze. Z klinického 

hlediska jsou jedinými zástupci s tímto mechanismem účinku. DNA-

dependentní RNA-polymeráza působí v časné fázi transkripce. 

Předpokládá se, ţe rifamyciny se váţí k -podjednotce enzymu v 

blízkosti místa kde se spojuje RNA/DNA, tím fyzicky blokují posun 

rostoucího řetězce uţ po 2-3 nukleotidech. U E. coli a M. 

tuberculosis bylo dále prokázáno, ţe rifamyciny aktivují apoptózu. 

Rifamyciny neinhibují savčí enzymy, a měly by být vyhrazeny 

přednostně pro terapii tuberkulózy.
15,19

 

 

Mechanismus účinku fluorochinolonů spočívá ve vzniku komplexu 

DNA-fluorochinolon-enzym. Specificky inhibují enzymy topoisomerázu 

II (DNA gyrázu) a topoisomerázu IV (oba enzymy zavisí na ATP). 

Topoisomeráza IV u M. tuberculosis chybí. DNA gyráza je enzym, který 

se podílí jak na vzniku DNA superhelixu, tak i na jeho rozvolnění. 

Takto se gyráza účastní replikace, transkripce i oprav bakteriální 

DNA. DNA gyráza je pravděpodobně jediným místem účinku 

fluorochinolonů.
15,19

 

 

 

 

1.4.3. Inhibitory biosyntézy proteinů 

 

Proteosyntézu umoţňují ribozómy resp. polyribozómy. Ribozómy 

se skládají ze dvou podjednotek lišících se sedimentační konstantou 

(u prokaryont 30S a 50S). Oprávněnost pouţití látek inhibujících 

proteosyntézu, je umoţněna rozdíly mezi eukaryontními a 

prokaryontními ribosomy. Liší se řadou parametrů, avšak mechanismus 

proteosyntézy je stejný. Stavební kameny budoucího proteinu 

zajišťuje enzym aminoacyl-tRNA-syntetáza. Tento enzym umoţňuje 
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tvorbu jak aktivovaných aminokyselin, tak i jejich přenos na 

příslušnou t-RNA. Vznikají aminoacyl-tRNA, které se za pomoci 

ribosomů a templátu (mRNA) přetváří v protein. Aminoacyl-tRNA-

syntetáza můţe být také cílem některých inhibitorů proteosyntézy.
19

 

 

Inhibitory proteosyntézy lze schematicky rozdělit:
19

 

 

- inhibitory 30S podjednotky, např. aminoglykosidy 8-10, kapreo-

mycin (12), viomycin 

- inhibitory 50S podjednotky, např. klarithromycin (11), linezolid 

(21) 

- inhibitory aminoacyl-tRNA-syntetázy, např. mupirocin. 

 

 

 

1.4.4. Inhibitory oxidoreduktáz a redoxních dějů 

 

Do této skupiny lze snad zařadit p-aminosalicylovou kyselinu 

(PAS, 20). Mechanismus účinku PAS není znám, ale podle některých 

autorů inhibuje mykobakteriální dihydrofolátreduktázu a zasahuje do 

metabolismu ţeleza.
15,19

 

 

Z dalších významných látek je nutné zde zmínit inhibitor 

protonové pumpy, a tím syntézy ATP, jakým je např. TMC-207 (27) ze 

skupiny diarylchinolinů (v klinickém výzkumu).
15,18,19

 V souvislosti s 

tímto místem zásahu se hovoří i o antimalariku meflochinu, který je 

účinný i u M. tuberculosis.
19

 

 

K inhibitorům mykobakteriálních P450 monooxygenas patří 

azolová antimykotika ekonazol a klotrimazol. Strukturální podobnost 

s nimi sdílí některé deriváty hydantoinu.
18,19
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1.4.5. Ostatní inhibitory 

 

Specifickým místem zásahu se vykazují i inhibitory FtsZ 

proteinu. Tento protein umoţňuje buněčné dělení obdobně jako 

tubulin. U mykobakterií byla bez efektu testována řada 

polymerizačních inhibitorů tubulinu, např. albendazol. Screeningem 

byl jako inhibitor cytokinese odhalen sulfidový derivát 49.19 

 

K inhibitorům biosyntézy větvených aminokyselin lze zařadit 

herbicid sulfometuronmethyl (50)16,19 a disulfid 51.19 
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2. Cíl práce 

 

 

 

 

Diplomová práce je příspěvkem k výzkumu látek s 

antimykobakteriální aktivitou ze skupiny alkylsulfanylových derivátů 

pyridinu. 

 

Cílem práce bylo provést rešerši mechanismů účinku pouţívaných 

antituberkulotik. Na základě podobnosti chemické struktury navrhnout 

moţný cíl působení námi studovaných látek. 

 

Dalším úkolem diplomové práce byla příprava derivátů 4-

(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilů, obr. 3. Cílem bylo 

rozšíření poznatků o vztahu struktury a antimykobakteriální aktivity 

(SAR) ve skupině 4-alkylsulfanylových derivátů pyridin-2-

karbonitrilu. Úkolem bylo zjistit, jak se prodlouţení alkylového 

řetězce projeví na účinku látek. 

 

N

S
(CH2)x

CN

R

x = 2
 

Obr. 3. 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrily. 
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3. Metodická část 

 

 

Tato část se zabývá teoretickou přípravou výchozí substance 4-

chlorpyridin-2-karbonitrilu. Přípravou meziproduktu isothiuroniové 

soli a přípravou cílových látek - na fenylu substituovaných 4-

(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilů. Na konci je část věnovaná 

předpokládanému mechanismu účinku těchto látek. 

 

 

3.1. Příprava 4-chlorpyridin-2-karbonitrilu 

 

Tuto látku lze s dobrými výtěţky podle kompendia Beilstein 

připravit buď z 2-methyl-4-nitropyridin-1-oxidu anebo kyanací 4-

chlorpyridin-1-oxidu. 

 

 

3.1.1. Příprava z 2-methyl-4-nitropyridin-1-oxidu 

 

2-Methyl-4-nitropyridin-1-oxid (52) lze připravit z 2-

methylpyridinu po jeho N-oxidaci peroxidem vodíku v prostředí 

kyseliny octové
22
 a následné nitraci do polohy 4. 2-Methylpyridin-1-

oxid se izoluje ve formě hydrochloridu. Schema 2.  

 

52

HNO3, KNO3, H2SO4
N CH

3
N CH

3

O

. HCl

N CH
3

O

NO2

1.   H2O2,  CH3COOH

2.   HCl

 

 

Schema 2. Příprava 2-methyl-4-nitropyridin-1-oxidu. 
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2-Methyl-4-nitropyridin-1-oxid poskytuje v nadbytku 

acetylchloridu, za tepla 4-chlor-2-kyanpyridin-1-oxid (53).23,24 

Schema 3. 

 

53

N

O

Cl

CN
CH3COCl

N CH
3

O

NO2

52  

Schema 3. Příprava 4-chlor-2-kyanpyridin-1-oxidu. 

 

Průběh reakce studoval Kato a Hayashi
23
, zjistili, ţe probíhá-

li reakce 2-methyl-4-nitropyridin-1-oxidu (52) s nadbytkem 

acetylchloridu za chlazení vzniká převáţně 2-methyl-4-chlorpyridin-

1-oxid (A). Vedlejším produktem je oxim B. Probíhá-li reakce na 

vodní lázni a za tepla, vzniká jako hlavní produkt 4-chlor-2-

kyanpyridin-1-oxid (53). Vedlejšími produkty jsou látka A a 

karboxylová kyselina C. 

Pokud reakce 2-methyl-4-nitropyridin-1-oxidu (52) a 

acetylchloridu probíhá v ekvimolárním poměru a v prostředí 

chloroformu, vzniká za tepla poţadovaný produkt 53 ve velmi malém 

výtěţku. Dalšími produkty jsou látky A, B a D. Za laboratorní 

teploty reakce téměř neprobíhá, v malém výtěţku vzniká pouze látka 

A.23 Schema 4. 

 

N CH
3

NO
2

O

CH
3
COCl

52

+

chlazení

  za tepla,
vodní  lázeň

+

A  (68 %)

N CH
3

O

Cl

B  (12 %)

N

O

Cl

CH=NOH

+

A (4,2 %)

N CH
3

O

Cl

+

53  (57 %)

N

O

CN

Cl

C  (6,3 %)

N

NO
2

COOH

A/ přebytek acetylchloridu

 

 



strana 30 

B/ ekvimolární množství acetylchloridu

N

NO
2

CN

O

C  (7,8 %)

N

O

CN

Cl

53  (7-9 %)

+

N CH
3

O

Cl

A  (20-33%)

+

52  (42 %)

N CH
3

O

Cl

A  (17 %)

+

  CHCl3,

lab. teplota

+ CH
3
COCl

N CH
3

NO
2

O

CHCl3, 100°C

  vodní lázeň

N CH
3

NO
2

O

N

O

Cl

CH=NOH

B (17 %)

+

 52

 

 

Schema 4. Reakce 2-methyl-4-nitropyridin-1-oxidu s acetylchloridem 

 

 

4-Chlor-2-kyanpyridin-1-oxid lze zredukovat chloridem 

fosforitým v prostředí toluenu. Redukcí vzniká sůl, ze které se 4-

chlorpyridin-2-karbonitril (54) uvolní působením alkalického 

uhličitanu.
23,24

 Schema 5.  

1.  PCl3 / toluen

2.      Na2CO3

54

N

O

Cl

CN N

Cl

CN

53  

Schema 5. Redukce 4-chlor-2-kyanpyridin-1-oxidu. 

 

 

3.1.2. Kyanace 4-chlorpyridin-1-oxidu 

 

Výchozí látku pro kyanační reakce 4-chlorpyridin-1-oxid (56) 

lze ve vysokém výtěţku připravit z 4-nitropyridin-1-oxidu (55) 

reakcí s acetylchloridem.
25
 Schema 6. 4-Nitropyridin-1-oxid lze 

získat nitrací pyridin-1-oxidu do polohy 4.  

 

N-oxidací 4-chlorpyridinu se látka 56 nedá připravit, protoţe 

4-chlorpyridin velmi snadno podléhá polymerizačním reakcím. Vzniká 

kvartérní sůl 1-(4-pyridyl)-4-chlorpyridinium-chlorid, který se dále 

hydrolyzuje. Tyto reakce znesnadňují aţ znemoţňují N-oxidaci 4-

chlorpyridinu.
26
 Schema 6. 
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N

Cl

N-oxidace
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    stání,
lab. teplota

N

Cl

N

Cl

H2O
N

N

O

N

O

NO2

CH3COCl
N

O

Cl

55 56

 

Schema 6. Příprava 4-chlorpyridin-1-oxidu. 

 

 

4-Chlorpyridin-1-oxid podléhá kyanacím Reissertova typu 

(kyanace alkalickými kyanidy). Obdobou těchto reakcí jsou i kyanace 

trimethylsilankarbonitrilem. 

 

Nukleofilní reakce alkalických kyanidů s heteroaromatickými-N-

oxidy jsou známy jako reakce Reissertova typu. Reakcí vznikají -

kyanderiváty. Pyridin-1-oxidy této reakci obecně nepodléhají 4-chlor 

(56) a 4-trifluormethyl deriváty pyridin-1-oxidu jsou vyjímkou. 

Reakce probíhá po aktivaci N-oxidu benzoylchloridem nebo 

dimethylsulfátem.
27,28

 Reakcí vznikají alkoxypyridiniové soli, které s 

alkalickým kyanidem dávají 2-kyanderiváty. Schema 7. 
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(CH3O)2SO2

N

Cl
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O

CH3

(CH3O)SO2

N

O
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KCN

N

Cl

CN

56 54
 

Schema 7. Příprava 4-chlorpyridin-2-karbonitrilu kyanací alkalickým 

kyanidem. 

 

 

Místo alkalického kyanidu lze s vysokými výtěţky pouţít i 

trimethylsilankarbonitril. Zde se jako činidlo pro vznik 

alkoxypyridiniové soli pouţívá N,N-dimethylkarbamoylchlorid. Tato 

rekce je výhodná zejména tam, kde je pyridin-1-oxid substituován 

jinými substituenty neţ 4-Cl a 4-CF3.
29
 Schema 8. 
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Schema 8. Příprava 2-kyanpyridinů kyanací trimethylsilankarbo-  

nitrilem. 

 

 

3.2. Příprava isothiuroniové soli 

 

Pro zavedení síry do molekuly se s výhodou pouţívá metoda 

alkylace thiomočoviny. Při reakci reaguje thiomočovina s 

alkylhalogeniny, vzniká alkylisothiuroniová sůl. Tato sůl se v 

alkalickém prostředí hydrolyzuje na thiolát, vedlejším produktem je 

močovina (ta se dále můţe rozkládat na amoniak a oxid uhličitý). 

Okyselením reakční směsi se z thiolátu uvolňuje příslušný thiol.
30
 

Schema 9.
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Schema 9. Alkylace thiomočoviny. 
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Příprava 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chloridu (57) probíhá 

dle schematu 10.
26,31

 Při reakci vzniká v malém výtěţku jako vedlejší 

produkt 4-(2-kyanpyridin-4-yl)sulfanylpyridin-2-karbonitril (58). 

Sloučenina 58 vzniká hydrolýzou isothiuroniové soli 57 a hydrolýzou 

lze tuto látku připravit i kvantitativně.
32
 Schema 10. 
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Schema 10. Příprava 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chloridu. 

 

3.3. Příprava derivátů 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-

2-karbonitrilu 

 

Asymetrické sulfidy se obvykle připravují nukleofilní 

substitiční reakcí alkyl/arylhalogenidů s thioláty (Williamsonova 

syntéza). Jak jiţ bylo uvedeno výše hydrolýza isothiuroniové soli 57 

poskytuje vedle thiolu také sulfid 58. Z tohoto důvodu je výhodné, 

kdyţ příprava 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilů probíhá 

reakcí isothiuroniové soli 57 s příslušným derivátem 

fenethylhalogenidu. Reakce se provádí v prostředí dimethylformamidu 

a methoxidu sodného za laboratorní teploty. Po přídavku methoxidu 

sodného k isothiuroniové soli 57 vzniká in situ potřebný thiolát, 

který je přímo vyuţit v substituční reakci s halogenderiváty.
31
 

Schema 11. 
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Schema 11. Příprava 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilů. 
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3.4. Mechanismus účinku thiopyridinů 

 

Látky na bázi thiolů a sulfidů s antituberkulotickou aktivitou 

vznikají od 50. let minulého století, kdy bylo poukázáno na to ţe 

2,3-dimerkaptopropanol (B.A.L.) v koncentracích 100 g/ml inhibuje 

in vitro růst M. tuberculosis.
33

 

 

V 80. letech minulého století byla na Farmaceutické fakutě UK 

připravena řada derivátů kyseliny 4-halogenpyridin-2-karboxylové. Z 

těchto derivátů se jako jeden z nejúčinnějších u M. tuberculosis 

ukázal 4-chlorpyridin-2-karbothioamid.
24
 Z další práce

32
 vyplynulo, ţe 

mezi velmi aktivní látky patří dikarbothioamid odvozený od látky 58 

a jeho N-oxid. U 4-(2-thiokarbamoylpyridin-4-yl)sulfanylpyridin-2-

karbothioamidu byla nalezena pro M. tuberculosis (H37Rv) MIC 0,78 

g/ml. Tato látka vykazovala oproti jejímu N-oxidu a isoniazidu také 

vyšší terapeutický efekt v in vivo experimentu na myších.
32

 

 

Později bylo na Farmaceutické fakultě UK také zjištěno, ţe 

alkylsulfanylová skupina vázaná na elektrondeficitním uhlíku je 

zodpovědná za antituberkulotickou aktivitu.
34
 Tyto závěry následně 

vedly k přípravě řady látek, které tento farmakofor dále rozvíjely. 

Další látky vycházející z této farmakoforové analýzy jsou i deriváty 

4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu. 

 

Mechanismus účinku u strukturálně blízkých sloučenin, 

thiopyridinů 59, 60, 61 byl jiţ popsán.
35
 Látky odvozené od 2-

(alkylsulfanyl)-4,6-difenylpyridin-3-karbonitrilů ("thiopyridiny") 

se ukázaly jako silné inhibitory FabI (E.coli). V tab. 2. jsou 

uvedeny hodnoty IC
50
, tj. koncentrace látky (inhibitoru), při které 

dochází k 50% inhibici enzymové aktivity. Tyto thiopyridiny jsou 

účinné i na kultivační růst Staphylococcus aureus, hodnoty MIC jsou 

uvedeny v tab. 2. Podle autorů
35
 inhibují thiopyridiny FabI, 

předpokládají však, ţe mají jeden nebo více dalších cílů zásahu. 

Opírají se o vlastní experimenty, kdy u kmenů S. aureus se sníţenou 

expresí fabI genu pozorovali zvýšenou citlivost těchto mutant vůči 
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thiopyridinům. Enoyl-ACP-reduktáza nemusí být u řady bakterií 

kódována jen fabI, ale např. i strukturálně nepodobným genem fabK. 

Takto vzniklým enzymem mohou tyto bakterie nahradit nefunkční FabI, 

to je limitující pro efektivní účinek těchto látek.
35
 Práce se však 

nezmiňuje o účinnosti thiopyridinů na mykobakteria resp. InhA. 
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59 60 61 

 

Tab. 2. Thiopyridinové inhibitory FabI (E. coli)
35
 

sloučenina 
E. coli 

 
S. aureus 

IC50 (M) MIC(g/ml) IC50 (M) MIC(g/ml) 

59 4 -  - 2 

60 3 -  - 0,75 

61 3 -  - 0,75 

 

I u základního difenyletherového strukturálního motivu, 

charakteristického pro všechny látky odvozené od triklosanu (43) lze 

nalézt elektrondeficitní uhlík poutající analogické fenyletherové 

uskupení. Difenylethery patří k inhibitorům enoyl-ACP-reduktázy.
36,37, 

38
 Mechanismus účinku těchto látek byl popsán v kapitole 1.4.1.3. 

Předpokládá se, ţe vzniká ternární komplex inhibitor-NAD(P)-enzym.
39
 

Triklosan (43), jako základní látka této řady, vykazuje malou 

aktivitu proti M. tuberculosis.
19
 Vzhledem k tomu, ţe působí na 

atraktivním místě biosyntézy buněčné stěny byly hledány jeho účinné 

analogy aktivní i vůči M. tuberculosis.
37
 Výsledkem jsou látky 62, 

63. Jejich inhibiční koncentrace pro InhA (IC
50
) a hodnoty MIC proti 

M. tuberculosis jsou uvedeny v tab. 3.
36,37
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62 63 
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Tab. 3. Difenyletherové inhibitory FabI (M. tuberculosis) 

sloučenina 
M. tuberculosis (H37Rv) 

IC50 (M) MIC99 (g/ml) 

43 1,0 ± 0,1 12,5 ± 0 

62 0,017 ± 0,005 1,0 ± 0 

63 0,005 ± 0,0003 1,9 ± 0,5 

 

Screeningem byly odhaleny další látky, které působí jako 

inhibitory enoyl-ACP-reduktázy 64 - 73.36 Jedná se aţ na výjimky o 

strukturálně nepříliš podobné sloučeniny. Hodnoty IC
50 

a MIC shrnují 

taulky 4 a 5. Údaje o jejich vlivu na mykobakteria jsou nekompletní. 

 

I kdyţ jsou u látek 64 - 69 uvedeny přesvědčivé údaje o jejich 

inhibici FabI řady bakterií nemusí tyto látky vykazovat významné 

antimykobakteriální účinky (viz triklosan 43). 
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Tab. 4. Ostatní inhibitory FabI (E. coli, příp. S. aureus)
36,40,41,42,43

 

sloučenina 
E. coli 

 
S. aureus 

IC50 (M) MIC(g/ml) IC50 (M) MIC(g/ml) 

 deriváty indolu      

64 - aminopyridiny - -  2,4 0,5 

65 - naftyridinony < 0,06 0,5  0,05 0,016 

66 - pyrido[3,4-b]indoly 4,2 > 64  0,11 0,5 

67 derivát benzofuranu - -  - 0,015 

68 derivát imidazolu 6,44   0,25 8 

69 derivát 4-pyridonu 0,22 -  - 0,25 

 

Jiná situace je u látek 70 - 73. U těchto látek byly aktivity 

jak na kultivační růst, tak na inhibici FabI u M. tuberculosis 

stanoveny. K těmto látkám jsou zde zařazeny i chlorpyrimidiny, u 

nichţ jsou MIC sice známy, ale inhibice FabI je pouze předpokládána. 

 

N
H

N N

O

 

N

N

N

N

F F
F

O2N

NO2

 

70 71 

N

H
N OH

O
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N Cl
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S

Cl
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Tab. 5. Ostatní inhibitory InhA (M. tuberculosis)
36,44

 

sloučenina 
M. tuberculosis (H37Rv) 

IC50 (M) MIC (g/ml) 

70 indol-piperazinový derivát 0,16 > 12 

71 derivát pyrazolonu (genz-8575) 2,4 0,5 – 12 

72 derivát pyrrolidinkarboxamidu 0,062 > 12 

73 derivát chlorpyrimidinu - 0,78 
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4. Experimentální část 

 

4.1. Chemická část 

 

Pouţité chemikálie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich Co. 

(USA), Merck KGaA (SRN) a Pliva-Lachema a.s. (ČR). Výchozí látka pro 

přípravu 4-chlorpyridin-2-karbonitrilu (54) 2-methyl-4-nitropyridin-

1-oxid (52) byla pro potřeby této práce jiţ k dispozici. 

 

Struktura připravených sloučenin byla potvrzena 
1
H-NMR, 

13
C-NMR 

a IČ spektry. Čistota byla stanovena elementární analýzou, nalezené 

hodnoty odpovídají teoretickým s maximální diferencí ± 0,6 %. Látky 

jsou charakterizovány teplotou tání (t.t.). 

 

Teploty tání meziproduktů a konečných produktů byly stanoveny 

na Koflerově bloku, nejsou však validované. Produkty byly sušeny za 

laboratorní teploty nad hydroxidem draselným (2 dny), látky s vyšší 

teplotou tání za vakua v sušící pistoli (při teplotě varu ethanolu 

nad hydroxidem draselným, cca 1 h). Spektra NMR byla měřena v 

roztoku CDCl3 za laboratorní teploty na NMR spektrometru fy Varian 

Mercury-VX BB 300 (300 MHz pro 
1
H a 75 MHz pro 

13
C). Chemické posuny 

vyjádřeny jako hodnoty  (ppm) byly vztaţeny k tetramethylsilanu 

jako standardu pomocí zbytkového rozpouštědla chloroformu 7,26 (
1
H) a 

77,0 (
13
C). NMR data jsou dále uváděna v následujícím pořadí: 

chemický posun (), multiplicita (s: singlet, d: dublet, dd: dublet 

dubletů, t: triplet, q: kvartet, m: multiplet), integrovaná 

intenzita (
1
H-NMR spektra), interakční konstanty J (Hz). Spektra byla 

vyhodnocena v programu MestRe-C 2.3a. Elementární analýza byla 

provedena na zařízení CHNS-O CE instrument FISONS EA 1110. IČ 

spektra byla pořízena na spektrometru Nicolet Impact 400 v KBr 

tabletách (0,7mg vzorku na 400mg KBr). 
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Průběh reakcí a čistota produktů byla kontrolvána tenkovrstvou 

chromatografií, na deskách Silikagel 60 F254, Merck, za UV detekce. 

Vyvíjecí soustavu tvořila směs hexan (Hex) : ethyl-acetát (EtAc) 

2:1. Čištění produktů probíhalo krystalizací z ethanolu a na koloně 

se silikagelem (Silica gel 60 15-40 m, Merck). Některé 

meziprodukty, které byly k dispozici z přípravy benzyl derivátů 4-

sulfanylpyridin-2-karbonitrilu, zde poslouţily jako standardy (při 

TLC apod.). 

 

4.1.1. Příprava 4-chlor-2-kyanpyridin-1-oxidu 

 

K 20 g (0,130 mol) 2-methyl-4-nitropyridin-1-oxidu
22
 bylo 

přidáno 65 ml (0,91 mol) acetylchloridu ochlazeného na 0°C. Reakce 

byla zpočátku chlazena vodou a ledem, postupně byla ohřívána na 

laboratorní teplotu. Při tomto ohřívání proběhla prudká reakce po 

níţ byla reakční směs dále zahřáta aţ na 70°C a na této hodnotě byla 

udrţována po dobu 3 h. Poté byl acetylchlorid vakuově oddestilován a 

zbytek zředěn vodou a ledem. Reakční směs byla zneutralizována 

nasyceným roztokem uhličitanu sodného na pH 6 - 7 a vytřepána do 

chloroformu. Spojené výtřepky byly sušeny bezvodým síranem sodným. 

Chloroform byl následně oddestilován a zbylá, rezavě-hnědě zbarvená 

kapalina ponechána 24 h v chladu, vyloučily se naţloutlé krystaly. 

Tyto krystaly byly dvakrát překrystalovány z ethanolu. 

 

Sumární vzorec:  C6H3N2OCl 

Strukturní vzorec: 53 

Molekulová hmotnost: 154,556 g/mol 

Výtěţek:   3,85 g (19 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  127-129°C (literatura
23,24

 uvádí: 130,5-131°C) 

TLC (Hex:EtAc 2:1)  Rf = 0 

 

4.1.2. Příprava 4-chlorpyridin-2-karbonitrilu 

 

3,85 g (0,025 mol) 4-Chlor-2-kyanpyridin-1-oxidu bylo po 

rozpuštění v 50 ml toluenu redukováno chloridem fosforitým. Za 
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chlazení bylo po částech do míchaného rotoku přikapáno 4,4 ml (0,05 

mol) PCl3. Po přidání celého mnoţství PCl3 byla reakční směs 

zahřívána 1 hodinu na 80°C. Toluen byl poté oddestilován. Zbytek byl 

suspendován do vody, zneutralizován 10% roztokem uhličitanu sodného 

a vytřepán do chloroformu. Spojené chloroformové výtřepky byly 

sušeny bezvodým síranem sodným. Po oddestilování chloroformu byly 

vzniklé hnědo-bílé krystaly překrystalovány dvakrát z ethanolu. 

 

Sumární vzorec:  C6H3N2Cl 

Strukturní vzorec: 54 

Molekulová hmotnost: 138,557 g/mol 

Výtěţek:   2,5 g (72 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  81-82°C (literatura
24 
uvádí: 84-86°C) 

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,75 (porovnáno se standardem) 

 

4.1.3. Příprava 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chloridu 

 

2,5 g (0,018 mol) 4-Chlorpyridin-2-karbonitrilu a 1,4 g (0,018 

mol) thiomočoviny bylo rozpuštěno ve 20 ml bezvodého ethanolu. Směs 

byla pod refluxem zahřáta na olejové lázni na 100°C. Po 25 min. se 

vyloučila zelenomodrá isothiuroniová sůl. Ethanol byl oddestilován a 

vzniklá sůl byla promyta horkým ethyl-acetátem. Poté byla sůl 

překrystalována z bezvodého ethanolu. 

Pozn.: Promýváním horkým ethyl-acetátem se do značné míry 

odstranil vedlejší produkt reakce 4-(2-kyanpyridin-4-

yl)sulfanylpyridin-2-karbonitril (58). 

 

Sumární vzorec:  C7H7N4SCl 

Strukturní vzorec: 57 

Molekulová hmotnost: 214,674 g/mol 

Výtěţek:   3,1 g (80 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  183-186°C (produkt, neprůhledné krystaly,  

literatura
31 
uvádí: 193–196°C) 

    172-173°C (vedl. prod., průhledné krystaly,  

literatura
32
 uvádí: 179-181°C) 

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0 (produkt, porovnáno se standardem) 

    Rf = 0,15(vedl. prod., porovnáno se standardem) 
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4.1.4. Obecná příprava derivátů 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-

karbonitrilu 

 

Dané mnoţství 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chloridu bylo 

rozpuštěno v cca 7 ml bezvodého dimethylformamidu. Za stálého 

míchání bylo k této směsi přidáno dané mnoţství methoxidu sodného a 

po cca 5 min. dané mnoţství derivátu fenethylbromidu resp. 

fenethylchloridu substituovaného v poloze 3- nebo 4- na benzenovém 

kruhu. Schema 11. Soli a methoxidu byl malý nadbytek, počítáno na 

příslušný derivát fenethylhalogenidu. Směs byla po celou dobu 

míchána pod chlorkalciovým uzávěrem za laboratorní teploty. Průběh 

reakce byl monitorován na TLC (Hex : EtAc 2:1). Po 4-6 hodinách byl 

dimethylformamid oddestilován a zbytek byl nalit do cca 50 ml ledové 

destilované vody. Po vyčeření byla buď vzniklá sraţenina 

odfiltrována nebo olejovitá kapalina vyextrahována do ethyl-acetátu 

(v případě 4-trifluormethyl-, 4-methyl derivátu). Sraţenina byla 

překrystalována z ethanolu. Extrakt byl zahuštěn oddestilováním 

ethyl-acetátu. Produkty se dále čistily chromatografií na koloně. 

Náplň kolony tvořilo kolem 15 g silikagelu (30x hmotnost dělené 

směsi), jako mobilní fáze byla zvolena směs Hex:EtAc 2:1. První 

podíly byly odstraněny, další za kontroly na TLC sbírány. Takto byly 

odstraněny nejen nezreagované výchozí látky, ale také vedlejší 

produkt, který při reakci vţdy vznikal. 

 

Prakticky připravené deriváty 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-

karbonitrilu, jejich charakteristika, výsledky a průběh reakcí 

jejich přípravy shrnuje následující část. 
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4.1.5. Deriváty 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu 

 

4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril 

 

Strukturní vzorec:  

N

S

CN

 

74 

 

Sumární vzorec:  C14H12N2S 

Molekulová hmotnost: 240,324 g/mol 

Výchozí látky: 

 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,770 g (3,6 mmol) 

 methoxid sodný 0,200 g (3,7 mmol) 

 fenethylchlorid 467 l (0,5 g, 3,5 mmol) 

 

Výtěţek:   0,473 g (55 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  49-51 °C 

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt) 

    Rf = 0,20 (vedlejší produkt) 

 

IČ (KBr) max (cm
-1
): 2242 (CN) 

 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3): 

8,43 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; H6); 7,42 (dd; 1H; J = 2,0 Hz; 

J = 0,7 Hz; H3); 7,37-7,22 (m; 6H; H5; Ar-H); 3,30-3,24 (m; 2H; CH2); 

3,05-3,00 (m; 2H; CH2)
 

 

13
C NMR (75 MHz, CDCl3): 

151,6; 150,0; 138,7; 133,7; 128.8; 128,5; 127,1; 124,9; 123,1; 

117,0; 34,5; 32,3 

 

Elementární analýza: 

  vypočítáné hodnoty: 69,97 %C 5,03 %H 11,66 %N 

  nalezené hodnoty: 69,30 %C 5,04 %H 11,79 %N 
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4-(4-fluorfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril 

 

Strukturní vzorec:  

N

S

CN

F  

75 

 

Sumární vzorec:  C14H11FN2S 

Molekulová hmotnost: 258,314 g/mol 

Výchozí látky:  

 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,540 g (2,5 mmol) 

 methoxid sodný 0,175 g (3,2 mmol) 

 4-fluorfenethylbromid 345l (0,5 g, 2,46 mmol) 

 

Výtěţek:   0,413 g (65 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  45-46°C 

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt) 

    Rf = 0,20 (vedlejší produkt) 

 

IČ (KBr) max (cm
-1
): 2233 (CN) 

 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3): 

8,48 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; H6); 7,49 (dd; 1H; J = 1,9 Hz; 

J = 0,7 Hz; H3); 7,34 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 1,9 Hz; H5); 7,29-7,19 

(m; 2H; Ar-H); 7,11-7,01 (m; 2H; Ar-H); 3,29 (t; 2H; J = 7,4 Hz; 

CH2); 3,04 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH2) 

 

13
C NMR (75 MHz, CDCl3): 

161,9 (d; J = 245,9 Hz); 151,4; 150,1; 134,4; 133,8; 130,0 (d; J = 

8,0 Hz); 124,9; 123,1; 117,0; 115,6 (d; J = 21,6 Hz); 33,6; 32,4 

 

Elementární analýza: 

  vypočítáné hodnoty: 65,10 %C 4,29 %H 10,85 %N 

  nalezené hodnoty: 64,66 %C 4,42 %H 11,02 %N 
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4-(4-chlorfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril 

 

Strukturní vzorec:  

N

S

CN

Cl  

76 

 

Sumární vzorec:  C14H11ClN2S 

Molekulová hmotnost: 274,769 g/mol 

Výchozí látky:  

 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,515 g (2,4 mmol) 

 methoxid sodný 0,135 g (2,5 mmol) 

 4-chlorfenethylbromid 332l (0,5 g, 2,3 mmol) 

 

Výtěţek:   0,408 g (65 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  91-92°C 

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt) 

    Rf = 0,20 (vedlejší produkt) 

 

IČ (KBr) max (cm
-1
): 2238 (CN) 

 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3): 

8,44 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; H6); 7,43 (dd; 1H; J = 1,9 Hz; 

J = 0,7 Hz; H3); 7,31-7,28 (m; 2H; Ar-H); 7,25 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J 

= 1,9 Hz; J = 0,7 Hz; H5); 7,17-7,14 (m; 2H; Ar-H); 3,24 (t; 2H; J = 

7,4 Hz; CH2); 2,99 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH2)
 

 

13
C NMR (75 MHz, CDCl3): 

151,3; 150,1; 137,1; 133,7; 132,9; 129,8; 128,9; 124,9; 123,1; 

117,0; 33,7; 32,1 
 

Elementární analýza: 

  vypočítáné hodnoty: 61,20 %C 4,04 %H 10,20 %N 

  nalezené hodnoty: 60,58 %C 4,10 %H 10,46 %N 
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4-(4-bromfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril 

 

Strukturní vzorec:  

N

S

CN

Br  

77 

 

Sumární vzorec:  C14H11BrN2S 

Molekulová hmotnost: 319,220 g/mol 

Výchozí látky: 

 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,440 g (2,0 mmol) 

 methoxid sodný 0,127 g (2,3 mmol) 

 4-bromfenethylbromid 289l (0,5 g, 1,9 mmol) 

 

Výtěţek:   0,272 g (45 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  87-89°C 

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt) 

    Rf = 0,20 (vedlejší produkt) 

 

IČ (KBr) max (cm
-1
): 2236 (CN) 

 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3): 

8,45 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7Hz; H6); 7,47-7,43 (m; 3H; H3; Ar-

H); 7,27-7,24 (m; 1H; H5); 7,10 (dd; 2H; J = 8,0 Hz; J = 0,5 Hz; Ar-

H); 3,25 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH2); 2,29 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH2)
 

 

13
C NMR (75 MHz, CDCl3): 

151,3; 150,1; 137,5; 133,8; 131,9; 130,2; 124,9; 123,1; 121,0; 

117,0; 33,8; 32,0 

 

Elementární analýza: 

  vypočítáné hodnoty: 52,68 %C 3,47 %H 8,78 %N 

  nalezené hodnoty: 52,16 %C 3,13 %H 9,00 %N 
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4-(4-nitrofenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril 

 

Strukturní vzorec:  

N

S

CN

NO2  

78 

 

Sumární vzorec:  C14H11N3O2S 

Molekulová hmotnost: 285,321 g/mol 

Výchozí látky:  

 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,480 g (2,3 mmol) 

 methoxid sodný 0,130 g (2,4 mmol) 

 4-nitrofenethylbromid 0,5 g (2,2 mmol) 

 

Výtěţek:   0,260 g (42 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  101-103°C 

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,40 (produkt) 

    Rf = 0,20 (vedlejší produkt) 

 

IČ (KBr) max (cm
-1
): 2243 (CN); 1516 (NO2); 1348 (NO2) 

 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3): 

8,47 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,6 Hz; H6); 8,22-8,17 (m; 2H; Ar-H); 

7,46 (dd; 1H; J = 1,9 Hz; J = 0,6 Hz; H3); 7,42-7,39 (m; 2H; Ar-H); 

7,28 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 1,9 Hz; H5); 3,32 (t; 2H; J = 7,4 Hz; 

CH2); 3,15 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH2)
 

 

13
C NMR (75 MHz, CDCl3): 

151,0; 150,1; 147,1; 146,1; 133,7; 129,4; 125,0; 124,0; 123,1; 

116,8; 34,0; 31,5 

 

Elementární analýza: 

  vypočítáné hodnoty: 58,93 %C 3,89 %H 14,73 %N 

  nalezené hodnoty: 58,49 %C 4,08 %H 14,60 %N 
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4-(4-trifluormethylfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril 

 

Strukturní vzorec:  

N

S

CN

CF3  

79 

 

Sumární vzorec:  C15H11F3N2S 

Molekulová hmotnost: 308,321 g/mol 

Výchozí látky: 

 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,450 g (2,1 mmol) 

 methoxid sodný 0,136 g (2,5 mmol) 

 4-trifluormethylfenethylbromid 333l (0,5 g, 2,0 mmol) 

 

Výtěţek:   0,305 g (50 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  39-41°C 

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,55 (produkt) 

    Rf = 0,20 (vedlejší produkt) 

 

IČ (KBr) max (cm
-1
): 2240 (CN); 1321 (CF3) 

 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3): 

8,46 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; H6); 7,60 (d; 2H; J = 7,9 Hz; 

Ar-H); 7,45 (dd; 1H; J = 1,9 Hz; J = 0,7 Hz; H3); 7,35 (d; 2H; J = 

7,9 Hz; Ar-H); 7,26 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 1,9 Hz; H5); 3,29 (t; 

2H; J = 7,4 Hz; CH2); 3,09 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH2)
 

 

13
C NMR (75 MHz, CDCl3): 

151,1; 150,2; 142,6; 133,9; 129,5 (q; J = 32,5 Hz); 128,9; 125,8 (q; 

J= 3,7 Hz); 124,9; 124,0 (q; J= 272,9 Hz); 123,1; 117,0; 34,2; 31,8 

 

Elementární analýza: 

  vypočítáné hodnoty: 58,43 %C 3,60 %H 9,09 %N 

  nalezené hodnoty: 57,94 %C 3,57 %H 9,10 %N 
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4-(4-methylfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril 

 

Strukturní vzorec:  

N

S

CN

CH3  

80 

 

Sumární vzorec:  C15H14N2S 

Molekulová hmotnost: 254,36 g/mol 

Výchozí látky: 

 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,550 g (2,6 mmol) 

 methoxid sodný 0,145 g (2,7 mmol) 

 4-methylfenethylbromid 382 l (0,5 g, 2,5 mmol) 

 

Výtěţek:   0,300 g (47 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  40-41 °C 

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt) 

    Rf = 0,20 (vedlejší produkt) 

 

IČ (KBr) max (cm
-1
): 2237 (CN) 

 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3): 

8,43 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; H6); 7,40 (dd; 1H; J = 1,9 Hz; 

J = 0,7 Hz; H3); 7,25 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 1,9 Hz; H5); 7,14-7,11 

(m; 4H; Ar-H); 3,27-3,22 (m; 2H; CH2); 2,98 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH2); 

2,34 (s; 3H; CH3) 

 

13
C NMR (75 MHz, CDCl3): 

151,7; 150,0; 136,7; 135,6; 133,6; 129,4; 128,4; 124,9; 123,1; 

117,0; 34,1; 32,5; 21,0 

 

Elementární analýza: 

  vypočítáné hodnoty: 70,83 %C 5,55 %H 11,01 %N 

  nalezené hodnoty: 71,27 %C 5,72 %H 10,96 %N 
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4-(3-chlorfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril 

 

Strukturní vzorec:  

N

S

CN

Cl

 

81 

 

Sumární vzorec:  C14H11ClN2S 

Molekulová hmotnost: 274,769 g/mol 

Výchozí látky: 

 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,520 g (2,4 mmol) 

 methoxid sodný 0,140 g (2,6 mmol) 

 3-chlorfenethylbromid 335 l (0,5 g, 2,3 mmol) 

 

Výtěţek:   0,319 g (51 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  42-44°C 

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt) 

    Rf = 0,20 (vedlejší produkt) 

 

IČ (KBr) max (cm
-1
): 2234 (CN) 

 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3): 

8,45 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; H6); 7,43 (dd; 1H; J = 1,9 Hz; 

J = 0,7 Hz; H3); 7,27-7,22 (m; 4H; H5; Ar-H); 7,13-7,09 (m; 1H; Ar-

H); 3,29-3,23 (m; 2H; CH2); 3,00 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH2)
 

 

13
C NMR (75 MHz, CDCl3): 

151,2; 150,1; 140,6; 134,5; 133,8; 130,0; 128,7; 127,3; 126,7; 

124,9; 123,1; 116,9; 34,1; 32,0 

 

Elementární analýza: 

  vypočítáné hodnoty: 61,20 %C 4,04 %H 10,20 %N 

  nalezené hodnoty: 61,65 %C 4,17 %H 10,13 %N 
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4-(3-bromfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril 

 

Strukturní vzorec:  

N

S

CN

Br

 

82 

 

Sumární vzorec:  C14H11BrN2S 

Molekulová hmotnost: 319,220 g/mol 

Výchozí látky: 

 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,421 g (2,0 mmol) 

 methoxid sodný 0,130 g (2,4 mmol) 

 3-bromfenethylbromid 290l (0,5 g, 1,9 mmol) 

 

Výtěţek:   0,253 g (42 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  44-46°C 

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,60 (produkt) 

    Rf = 0,20 (vedlejší produkt) 

 

IČ (KBr) max (cm
-1
): 2243 (CN) 

 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3): 

8,45 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; H6); 7,43 (dd; 1H; J = 1,9 Hz; 

J = 0,7 Hz; H3); 7,42-7,38 (m; 2H; Ar-H); 7,26 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J 

= 1,9 Hz; H5); 7,23-7,13 (m; 2H; Ar-H); 3,28-3,23 (m; 2H; CH2); 3,02-

2,97 (m; 2H; CH2) 

 

13
C NMR (75 MHz, CDCl3): 

151,2; 150,1; 140,9; 133,8; 131,6; 130,3; 130,2; 127,2; 124,9; 

123,1; 122,8; 116,9; 34,1; 32,0 

 

Elementární analýza: 

  vypočítáné hodnoty: 52,68 %C 3,47 %H 8,78 %N 

  nalezené hodnoty: 52,48 %C 3,93 %H 8,27 %N 
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4-(3-nitrofenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril 

 

Strukturní vzorec:  

N

S

CN

NO2

 

83 

 

Sumární vzorec:  C14H11N3O2S 

Molekulová hmotnost: 285,321 g/mol 

Výchozí látky: 

 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,486 g (2,3 mmol) 

 methoxid sodný 0,130 g (2,4 mmol) 

 3-nitrofenethylbromid 0,5 g (2,2 mmol) 

 

Výtěţek:   0,200 g (33 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  97-98°C 

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,30 (produkt) 

    Rf = 0,20 (vedlejší produkt) 

 

IČ (KBr) max (cm
-1
): 2241 (CN); 1516 (NO2); 1357 (NO2) 

 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3): 

8,47 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; H6); 8,16-8,10 (m; 2H; Ar-H); 

7,59-7,49 (m; 2H; Ar-H); 7,46 (dd; 1H; J = 2,0 Hz; J = 0,7 Hz; H3); 

7,28 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 2,0 Hz; H5); 3,36-3,30 (m; 2H; CH2); 

3,18-3,13 (m; 2H; CH2) 

 

13
C NMR (75 MHz, CDCl3): 

150,8; 150,2; 148,4; 140,5; 134,8; 133,8; 129,8; 124,9; 123,4; 

123,1; 122,2; 116,9; 33,9; 31,7 

 

 

Elementární analýza: 

  vypočítáné hodnoty: 58,93 %C 3,89 %H 14,73 %N 

  nalezené hodnoty: 58,88 %C 4,03 %H 14,59 %N 
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4-(3-trifluormethylfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitril 

 

Strukturní vzorec:  

N

S

CN

CF3

 

84 

 

Sumární vzorec:  C15H11F3N2S 

Molekulová hmotnost: 308,321 g/mol 

Výchozí látky: 

 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chlorid 0,452 g (2,1 mmol) 

 methoxid sodný 0,134 g (2,5 mmol) 

 3-trifluormethylfenethylbromid 334l (0,5 g; 2,0 mmol) 

 

Výtěţek:   0,213 g (35 % teoretického výtěţku) 

Teplota tání:  46-48°C 

TLC (Hex:EtAc 2:1) Rf = 0,50 (produkt) 

    Rf = 0,20 (vedlejší produkt) 

 

IČ (KBr) max (cm
-1
): 2239 (CN); 1344 (CF3) 

 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3): 

8,45 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 0,7 Hz; H6); 7,55-7,40 (m; 5H; H3; Ar-

H); 7,26 (dd; 1H; J = 5,4 Hz; J = 2,0 Hz; H5); 3,32-3,27 (m; 2H; 

CH2); 3,12-3,07 (m; 2H; CH2) 

 

 

13
C NMR (75 MHz, CDCl3): 

151,1; 150,2; 139,5; 133,8; 132,0; 131,1 (q; J = 32,5 Hz); 129,3; 

125,3 (q; J = 3,7 Hz); 124,9; 124,0 (q; J = 3,7 Hz); 123,9 (q; J = 

272,5 Hz); 123,1; 116,9; 34,3; 31,9 

 

Elementární analýza: 

  vypočítáné hodnoty: 58,43 %C 3,60 %H 9,09 %N 

  nalezené hodnoty: 58,03 %C 3,10 %H 8,98 %N 
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4.2. Mikrobiologická část 

 

 

Mikrobiologické testování bylo provedeno Laboratoří pro 

diagnostiku mykobakterií při Zdravotním ústavu se sídlem v Ostravě. 

 

Testování antimykobakteriální aktivity bylo provedeno in 

vitro, mikrometodou pro stanovení minimálních inhibičních 

koncentrací (MIC) látek v Šulově půdě, v plastikových P–destičkách. 

MIC je nejniţší koncentrace látky, při které byla pozorována 

inhibice mykobakteriálního růstu. 

 

Preparáty byly připraveny ředěním v DMSO, isoniazid ředěním 

sterilní destilovanou vodou v rozsahu: 

 

74, 75, 76, 77, 78, 80, 81, 83    1 - 1 000 µmol/l 

79, 82, 84       1 -   500 µmol/l 

isoniazid (INH)     0,5 -   250 µmol/l 

 

K testování byly pouţity kmeny: Mycobacterium tuberculosis (My 

331/88), Mycobacterium avium (My 330/88), Mycobacterium kansasii (My 

235/80), Mycobacterium kansasii (6 509/96). Hodnocení testů 

probíhalo u testů s M.kansasii po 7, 14 a 21 dnech inkubace (při 

37ºC). U testů s M.tuberculosis a M.avium po 14 a 21 dnech inkubace 

(při 37ºC). 

 

Kmeny byly pořízeny z České národní sbírky typových kultur 

(CNCTC). M.kansasii (6 509/96) je kmen klinicky izolovaný od 

pacienta z okresu Karviná. 
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5. Výsledky a diskuze 

 

Příprava 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilů probíhala 

na základě reakce mezi 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-chloridem (57) 

a příslušným fenethylhalogenidem v prostředí dimethylformamidu a 

methoxidu sodného za laboratorní teploty. Průběh reakce byl 

monitorován na TLC. 

 

Při přípravě výchozí soli, 2-kyanpyridin-4-isothiuronium-

chloridu byl na TLC pozorován vznik vedlejšího produktu. Tento 

vedlejší produkt byl detegován jako 4-(2-kyanpyridin-4-

yl)sulfanylpyridin-2-karbonitril (58). Tuto látku se z velké části 

podařio odstranit promýváním soli na fritě horkým ethyl-acetátem. 

 

Vznik vedlejšího produkt byl (na TLC) pozorován i při přípravě 

derivátů 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu. Tento vedlejší 

produkt nebyl identifikován, ale jeho Rf bylo téměř shodné s Rf 

vedlejšího produktu 58. Vzhledem k tomu, ţe se tento produkt 

nedařilo oddělit krystalizací byla jako čistící operace zvolena 

chromatografie na koloně. Jako nejvhodnější eluční činidlo se 

ukázala směs hexan : etylacetát 2:1. Zde se odstranily i 

nezreagované výchozí látky isothiuroniová sůl, která zůstávala na 

startu a fenethylbromidy resp. fenethylchlorid, které postupovaly s 

čelem. Některé deriváty 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu 

měly Rf velmi blízké Rf vedlejšího produktu (0,20), v těchto 

případech se uvedená směs dělila obtíţně, coţ mělo dopad i na 

praktický výtěţek (např. nitroderiváty). 

 

Porovnají-li se výtěţky reakcí přípravy sulfidů fenethylové 

řady s dříve připravovanými benzylsulfanylovými deriváty,
31
 zjistí 

se, ţe výtěţky reakcí přípravy 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-

karbonitrilů jsou v průměru o 20% niţší. 

 

Antimykobakteriální hodnocení připravených látek je shrnuto v 

tabulce 6. 
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Tab. 6. Výsledky MIC testovaných látek u čtyřech druhů mykobakterií 

preparát 

M.tuberculosis CNCTC My 331/88 

MIC (µmol/l) 

M.avium CNCTC My 330/88 

MIC (µmol/l) 

14 dní 21 dní 14 dní 21 dní 

74 125 125 62 125 

75 62 125 62 125 

76 32 62 32 62 

77 62 125 16 32 

78 > 62 > 62 > 62 > 62 

79 16 32 16 32 

80 250 500 62 125 

81 62 125 32 62 

82 32 62 32 62 

83 > 32 > 62 > 32 > 62 

84 32 62 32 62 

INH 0,5 0,5  250  250 

 

preparát 

M.kansasii CNCTC My 235/80 

MIC (µmol/l) 

M.kansasii 6 509/96 

MIC (µmol/l) 

7 dní 14 dní 21 dní 7 dní 14 dní 21 dní 

74 8 16 32 32 32 125 

75 16 32 32 32 32 62 

76 8 16 32 32 32 62 

77 16 32 32 8 16 32 

78 32 32  62 32 32  32 

79 8 16 32 4 8 16 

80 32 62 250 250 250 250 

81 16 32 62 16 32 62 

82 8 16 32 8 16 32 

83 32 32 62 32  32  32 

84 8 16 62 8 16 32 

INH  250  250  250 4 4 8 
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MIC je v rozmezí 4-125 µmol/l. Látky, s výjimkou 4-(4-

methylfenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu, jsou srovnatelně 

účinné proti všem testovaným kmenům. V porovnání s testovacím 

standardem isoniazidem (INH) jsou připravené látky účinnější na M. 

kansasii (My 235/80) a M. avium neţ INH. Na ostatní kmeny jsou 

připravené látky méně účinné. Jako nejúčinější se v této řadě 

ukázala látka 4-(4-trifluormethylfenethylsulfanyl)pyridin-2-

karbonitril (79). 

 

V porovnání s dříve připravenými benzylsulfanylovými 

deriváty,
31
 které měli MIC v rozmezí 8-125 µmol/l, je účinek 

srovnatelný. Lze konstatovat, ţe prodlouţením spojovacího řetězce o 

jeden methylový můstek není antimykobakteriální aktivita ovlivněna. 

 

Struktura připravených derivátů 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-

karbonitrilu je nápadně podobná dalším derivátům thiopyridinu 59, 

60, 61, u kterých byl stanoven i mechanismus účinku. Bylo zjištěno, 

ţe tyto látky inhibují bakteriální enzym FabI (E. coli), předpokládá 

se ţe mají ještě jeden nebo více dalších cílů zásahu.
35
 Obdobný 

enzym, jako je FabI (E. coli) je i InhA (M. tuberculosis), oba tyto 

enzymy jsou enoyl-ACP-reduktázy, klíčové enzymy biosyntézy mastných 

resp. mykolových kyselin systému FAS II. K další strukturálně velmi 

podobným látkám patří antituberkuloticky aktivní chlorpyrimidiny 73, 

u kterých také nebyla prokázána IC50 s enzymy FabI nebo InhA.
44
 Na 

základě těchto úvah lze konstatovat, ţe mechanismus účinku derivátů 

4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu bude na úrovni ENR velmi 

pravděpodobný. 
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6. Závěr 

 

 

Příprava derivátů 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu 

probíhala s niţšími výtěţky a s upravenými čistícími operacemi neţ 

jak tomu bylo při analogické přípravě derivátů 4-

(benzylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu. 

 

Ţádná z připravených látek nevykazovala antituberkulotickou 

aktivitu srovnatelnou s klinicky pouţívanými antituberkulotiky. 

Významná aktivita (ve srovnání s isoniazidem) byla zaznamenána proti 

kmenům M. avium a sbírkovému kmenu M. kansasii (235/80). 

 

Aktivita derivátů 4-(fenethylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu a 

analogických derivátů 4-(benzylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilu proti 

mykobakteriím je srovnatelná. Délka spojovacího řetězce nemá na 

antimykobakteriální aktivitu vliv. 

 

Připravené deriváty mají nápadnou strukturální shodu s látkami 

u nichţ byla prokázána inhibiční aktivita enoyl-ACP-reduktázy 

(FabI), enzymu účastnícího se biosyntézy MK. Obdobný enzym, InhA se 

nachází u Mycobacterium tuberculosis a je klíčový pro syntézu 

mykobakteriální stěny, resp. syntézu mykolových kyselin. 
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