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1. Úvodní část 

1.1. Tuberkulóza (TBC) – infekce 21. století 

TBC patří obecně mezi nejrozšířenější infekční onemocnění, jež se šíří především vzdušnou 

cestou kapénkovou nákazou a jeho původce je označován jako Mycobacterium tuberculosis 

komplex (tedy M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti). Celosvětově ročně 

onemocní touto chorobou 9 milionů lidí a téměř 2 miliony z nich jeho vinou umírá. Incidenci 

ani mortalitu se dosud nepodařilo i přes dosavadní antituberkulotickou léčbu snížit. WHO 

označila TBC za globální ohrožení lidstva. Tato choroba zatím není v žádné zemi eradikována 

(tzn. že výskyt nových případů není menší nežli 1/1.106 obyvatel).  

Nicméně Česká republika patří mezi státy s příznivou situací a klesajícím trendem v incidenci 

nově hlášených případů. V posledních letech je evidováno kolem 1000 nových nemocných či 

recidiv ročně. Dochází však ke zvyšování počtu cizinců (zejména z oblastí jihovýchodní Asie 

a bývalého Sovětského svazu) mezi nakaženými. V některých regionech tvoří až 25 % 

infikovaných. Mykobakterie mohou postihnout kterýkoliv orgán či tkáň. Dýchací ústrojí je 

zasaženo u 85 % nemocných. Zbytek tvoří mimoplicní formy (nejčastěji je zasažena pleura, 

mízní uzliny, kosti, klouby, kůže, urogenitální trakt).  

V léčbě se používá kombinace medikamentů, které se podávají jednorázově a kontrolovaně ve 

2 fázích. Terapie trvá déle, zpravidla je pacient podroben účinku farmak 6 až 9 měsíců. Již 

desítky let se podávají specifická antituberkulotika, jejichž striktním vyhrazením pro léčbu 

TBC zůstává zachována jejich relativní citlivost a účinnost právě proti mykobakteriím. Léčba 

má svá zvláštní pravidla a doporučení vydaná WHO, jež je nanejvýš vhodné dodržovat. Patří 

mezi ně izolace nemocného a tzv. DOTS (Directly Observed Treatment Short-Course). Tyto 

kontrolované léčebné režimy zahrnují již zmíněnou kombinovanou jednorázovou 

dvoufázovou terapii a znamenají základní předpoklad lékové účinnosti vycházející ze znalostí 

o metabolicky heterogenní populaci mykobakterií a jejich odlišné růstové aktivitě.  

Již dlouhou dobu máme pro léčbu TBC k dispozici pouze 5 účinných látek. Řadí se mezi ně 

baktericidní isoniazid, rifampicin, pyrazinamid a streptomycin. Bakteriostaticky se projevuje 

ethambutol. V úvodní první fázi se podává čtyřkombinace nebo dokonce veškerá léčiva a trvá 

2 až 3 měsíce s ohledem na vážnost onemocnění. Toto se nejčastěji děje za hospitalizace, kdy 

dochází k likvidaci značné části mykobakteriální populace. Pacient je tedy postupně 

debacilizován a pro své okolí se stává neinfekčním již po dvou týdnech chemoterapie. 

V pokračovací druhé fázi dostává nemocný 2 až 3 preparáty po dobu 4 až 5 měsíců. Odehrává 
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se zpravidla již ambulantně a jejím úkolem jest usmrcení zbylých mikrobů a sterilizace 

tuberkulózních lézí. Důsledné a zdravotnickým personálem ověřované podávání léčiv v jedné 

dávce má zvýraznit lékový benefit a zamezit pomnožení rezistentních kmenů mykobakterií. 

Při nedodržení výše uvedených doporučení týkajících se léčebného režimu a délky léčby 

vzniká obávané riziko výskytu rezistentních mutant. Mezi nejčastější důvody této nechtěné 

situace řadíme tzv. “man made“ příčiny. K těmto se řadí neadekvátní a nekontrolovaný 

terapeutický režim, dávkování farmak, intolerance preparátů, přerušovaní a předčasné 

ukončení léčby vinou špatné spolupráce nemocného. Jestliže se prokáže netečnost 

mykobakterií na jedno farmakum, mluví se o monorezistenci. Pokud není bakterie citlivá ke 2 

a více preparátům (mimo izoniazidu a rifampicinu), jedná se o polyrezistenci. Při neúčinnosti 

právě dvou výše jmenovaných nejúčinnějších molekul je takovýto kmen označen jako 

multirezistentní (MDR-TB). Předpokládá se, že počet pacientů s touto formou onemocnění 

celosvětově v roce 2006 dosáhl 1 milion. O mimořádně závažné a rozsáhlé rezistenci (tzv. 

extenzivní, XDR-TB) se mluví v případu, kdy vyvolavatel TBC vykazuje kromě 

multirezistence na rifampicin a isoniazid ještě necitlivost k fluorochinolonovému 

chemoterapeutiku a přinejmenším jednomu z trojice parenterálních antibiotik – peptidu 

kapreomycinu nebo aminoglykosidům kanamycinu a amikacinu. V zásadě se jedná o 

komplikovanější formu MDR-TB, kdy se léčebné možnosti stávají velmi omezenými a 

zejména v kombinaci s HIV jde o smrtelné onemocnění, kdy se medián přežití dle zpráv 

z nejvíce zasažené jižní Afriky počítá na jeden měsíc.  

Z antituberkulotických preparátů 2. volby se používají výše vzpomínané chinolony, 

aminoglykosidy, ethionamid, prothionamid, cykloserin, paraaminosalicylová kyselina. 

Doporučuje se využít přinejmenším 4 látky se zjištěnou citlivostí. Iniciální fáze zahrnuje 6-ti 

měsíční aplikaci včetně injekční. Obecně se předpokládá 18-ti měsíční při rozsáhlejších 

nálezech až 2 letá terapie za stálého monitorování vývoje rezistence. V ČR se incidence 

MDR-TB dlouhodobě nemění. Představuje přibližně 2 % z celkového počtu zjištěných 

případů onemocnění TBC. Jedná se o zhruba 20 pacientů ročně, z nichž třetinu tvoří občané 

z východní Evropy a Asie. S rozšiřováním spektra rezistence lze předpokládat brzké 

zachycení XDR-TB i v našich podmínkách.1
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1.2. Epidemiologie TBC 

Skeptické odhady mluví až o 2 miliardách lidí (necelá 1/3 z odhadované celosvětové populace 

6,790,062,216 k červenci 20092), kteří jsou nakaženi kmenem mykobakterií. Vzhledem 

k nízkému monitoringu v některých částech světa je však oficiálně globálně evidováno zhruba 

5 milionů nakažených. Jde o nejrozšířenější infekční onemocnění na světě. Nemoc se během 

života klinicky projeví pouze u 10 % kontaminovaných. TBC je označována za chorobu 

chudých a napadá zejména mladší jedince. Převážná část úmrtí s ní spojených je 

zaznamenávána v rozvojovém světě, převážně Asii. Opět prostým odhadem přibylo v roce 

2008 9,4 milionů nových případů, z nichž 1,4 milionu bylo komorbidně postiženo HIV. Ve 

stejném roce umřelo vinou TBC 1,8 milionů lidí (z toho 0,5 milionu bylo současně nakaženo 

HIV). Pro lepší představu jde o 4500 mrtvých denně. Celosvětová incidence se v současnosti 

pohybuje na 139/ 105 obyvatel, má velmi mírně klesající tendenci a v Evropě je stabilizováná. 

Celkový počet mrtvých a nakažených však neustále vzhledem ke zvyšující se celosvětové 

populaci (1,133 % / rok) stoupá.3

 
Obrázek 1 : Absolutní počty hlášených nakažených TBC v jednotlivých regionech, 2009 

 

Situace v Evropě 

V roce 2007 bylo v evropském regionu hlášeno 477 327 (z toho 365 233 ze zemí bývalého 

Sovětského svazu) nakažených TBC. Celková incidence tohoto onemocnění na Starém 

kontinentu činila 54 případů/100 000 obyvatel s přihlédnutím k velké variabilitě mezi 

jednotlivými státy a narůstajícím gradientem směrem ze západu na východ pozorovatelným 

v poslední době. Toto zjištění znamenalo nárůst o 13 % (54 497 nemocných) oproti roku 

2006, což jest přisuzováno začlenění Ruska do společného ohlašovacího systému. V zemích 

EU se počet nově infikovaných pohybuje standardně na nízkých hodnotách (17/100 000), 

přičemž je výrazně navyšován republikami bývalého východního bloku Rumunskem (118) a 

Bulharskem (40). Průměrně se výskyt snižuje o 4 % ročně, přestože výrazné přírůstky byly 

pozorovány na Maltě (+61 %) a Islandu (+37 %) především vinou přistěhovalců z Asie a 
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Afriky. Prioritou pro zajištění kontroly nad TBC zůstávají státy východní Evropy a střední 

Asie, kde je hlášen záchyt průměrně 131/100 000. Tabulkám vévodí Kazachstán (258) 

následovaný Moldávií (178), Ruskem (151) a Gruzií (135). Na rozdíl od západní Evropy 

dochází k neustálému průměrnému nárůstu o 6 % per annus. MDR-TB kmeny byly izolovány 

ve 4 % mikrobiologicky zkoumaných vzorků. Opět zde však existuje výrazný nárůst 

východním směrem projevující se v pobaltských republikách (7-17 %) a vrcholící v bývalé 

ruské federaci od Gruzie (6,4 %) po Uzbekistán (30,9 %). Překážkou v zastavení šíření 

onemocnění představuje trvalý nedostatek lékového zabezpečení a nízká úroveň informací o 

zákeřnosti nemoci.4

 
Obrázek 2 : Incidence TBC v Evropě, 20074

 
 

Stav v jihovýchodní Asii 

 

Tento region obývá zhruba 1764 milionů lidí, což představuje přibližně 27 % světové 

populace. Data vypovídají, že v roce 2006 se odtud rekrutovala celá čtvrtina všech TBC 

pozitivních na Zemi. Incidence mluví o 1,9 milionu nových případů (109/105). Nejvyšší 

nemocnost uvádí Kambodža (500/100 000) naopak na opačném konci trůní Australský svaz 
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(6/100 000). Součtem incidencí z Kambodže, Číny, Filipín a Vietnamu získáme 93 % 

souhrnného počtu nově infikovaných v dané oblasti. Příslib lepších zítřků znamená roční 

úbytek nakažených mezi lety 2000-2004 o 4,9 % a o 3,4 % v roce 2005. Výstražně však 

vyznívá hlášený záchyt MDR-TB kmenů v čínských provinciích čítající až 10 % testovaných 

vzorků.5 

 
Obrázek 3 : Odhady nových případů TBC v JV Asii, 20065

  

Data z Afriky 

 

Zpráva WHO vypovídá o záchytu na kontinentu v počtu 169/ 100 000, což při populaci 109 

činí zhruba 1 700 000 infikovaných. Panují výrazné rozdíly mezi zeměmi Sahelu (severní část 

Afriky), kde incidence nepřevyšuje 300/105 a spíše se pohybuje na mnohem nižších 

hodnotách. Naopak subsaharská oblast zahrnuje státy s největší promořeností TBC na světě. 

Poplach panuje zejména ve Svazijsku (730), Namíbii (717), Jihoafrické republice (628) a 

Lesothu (605). Další 4 země (Botswana, Zambie, Zimbabwe, Angola) hlásí výskyt mezi 300-

500/ 105. Od roku 1990 docházelo k neustálému nárůstu nakažených. V současnosti se mluví 

o stabilizovaném trendu. Rezistence je zjišťována pouze ve 29 zemích kontinentu, čímž 

dochází k markantnímu zkreslení dat. Majoritní podíl MDR i XDR-TBC vykazuje JAR. 

Hrozivě vyznívá fakt, že z 300 000 nových případů TBC v roce 2006 bylo pouze 22 % 

testováno na koinfekci HIV. Pozitivních se ukázalo 52 % nemocných.6
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Obrázek 4 : Hlášené případy MDR a XDR tuberkulózy v Africe, 2007 - duben 20086

   

 

Status quo v Latinské Americe 

 

Země jižně od Spojených států amerických (které s prevalencí 4/ 105 patří spolu se západní 

Evropou k mykobakterii téměř netknutým oblastem) přispívají ke globální nemocnosti TBC 

pouhými 4% (cca 240 000) postižených. Zároveň ovšem představují oblast s druhým (po 

suverenní Africe) největším počtem takto postižených a zároveň koinfikovaných HIV. TBC 

neustále znamená hlavní příčinu úmrtí v regionu. Navíc jsou s její léčbou spojeny nemalé 

finanční náklady. Incidence se pohybuje na relativně nízké hodnotě 14/105 a má klesající 

trend. Ročně je evidováno kolem 224 000 nových případů, z nichž celá polovina pochází ze 

dvou zemí - Brazílie a Peru. Nejvyšší počty nových TBC pozitivních jsou zaznamenávány na 

Haiti (299/105), v Bolívii (148). Peru, Ekvádor a státy Panamské šíje (Honduras, Nikaragua, 

Guatemala) uvádí čísla nad 90.7
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Tuberkulóza v České republice 

 

V roce 2008 bylo notifikováno do Registru tuberkulózy ČR celkem 879 aktivních 

onemocnění všech forem a lokalizací (s výraznou převahou plicních). V relativním počtu tak 

představovala celková incidence 8,4/ 105 obyvatel. Jde shodou okolností o téměř stejné číslo 

jako v předcházejícím roce. Přetrvává převaha mužů nad ženami v poměru 2:1. Zvyšuje se 

počet cizinců. Tvoří 21,16 % infikovaných. Převážně jde o Mongoly, Ukrajince a Vietnamce. 

Nejnižší počty nakažených hlásí tradičně Jihočeský kraj. Nápadné jsou tři pásy regionů. 

Podkrušnohorský, východočeský a mezi severní a jižní Moravou s vyšším záchytem 

souvisejícím pravděpodobně s horší socioekonomickou situací a vyšším počtem zde legálně i 

ilegálně pobývajících cizinců. Na TBC u nás v daném roce zemřelo 57 osob, z nichž 53 bylo 

léčeno antituberkulotiky. Valná většina byla starších 75 let a pouze jeden mladší 24 roků. 

Zároveň v této době skonalo 149 TBC pozitivních ovšem z jiné příčiny nežli vinou 

mykobakterií. V iniciální fázi jsou používána 4 základní farmaka přibližně stejně často, 

přičemž využití streptomycinu jest v porovnání s rifampicinem a isoniazidem omezené. Délka 

úvodní etapy léčby se v našich podmínkách pohybuje kolem 14 týdnů (92 % případů ze 342 

sledovaných). Přímý dohled nad podáváním jednotlivých dávek léčiv po celou dobu terapie 

(ortodoxní systém DOTS), dnes již převážně doporučovaný pro rozvojové země, se u nás 

nikdy zcela nevyužíval. Přednost dostávala kombinace se samostatným režimem, neboť bylo 

spoléháno na zdravotnické uvědomění nemocných. Rovněž v současnosti se plná kontrola 

uplatňuje pouze u 15 % léčených. Ostatní se podrobují režimu kombinovanému nebo užívají 

léky samostatně. U celkového počtu 348 hodnocených bylo sanace dosaženo v 80 % případů. 

Léčba selhala pouze u jediného případu. Systém kontroly (soubor všech metod prevence, 

vyhledávání, diagnostiky a terapie TBC) je u nás stabilizovaný a odpovídá obecně platným 

standardům vyspělých zemí s nízkou incidencí tohoto infekčního onemocnění.8  
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Obrázek 5 : Vývoj incidence TBC v České republice8

 

1.3. Medikamenty v boji s TBC 

Jak již bylo řečeno, TBC společně s HIV znamená nejvážnější celosvětové zdravotní hrozby. 

Vinou stále frekventněji se vyskytujících rezistentních kmenů mykobakterií dochází 

k častému selhávání léčby. Zejména jde o země s nedostatečnou zdravotní péčí, ať už se jedná 

o její náležitou délku (kvantitu) nebo adekvátnost použitých léčiv (kvalitu). Od poloviny 90. 

let zažívá výzkum v této oblasti renesanci. Byl zevrubně prozkoumán genom mykobakterií, 

objasněny mechanismy účinků současných antituberkulotik, nastaveny striktní terapeutické 

režimy. Zároveň byly objeveny nové substance limitující bakteriální růst, ovlivňující genovou 

transkripci a byly určeny nové buněčné struktury jako cíl nových potencionálních 

antituberkulotik. Následné krátké shrnutí bude stručně charakterizovat současně používaná 

farmaka zejména po stránce fyzikálně chemické a biologického působení.9
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1.4. Nynější antituberkulotika první linie 

 
isoniazid 

 

Isoniazid (hydrazid kyseliny isonikotinové, INH) je nejrozšířenějším léčivem v boji 

s mykobakterii. Poprvé byl připraven již v roce 1912 z ethylesteru kyseliny isonikotinové a 

hydrazinu. Ovšem prakticky se začal používat až roku 1952, kdy jeho první klinická studie 

přinesla v Sea View Hospital v New Yorku takový úspěch, že dokonce samotní pacienti 

štěstím tancovali na odděleních a po chodbách nemocnice. Přestože je struktura molekuly 

poměrně jednoduchá, mechanismus účinku je popisován jako nejkomplexnější ze všech 

farmak, neboť kompetuje s téměř všemi metabolickými pochody v mykobakteriích. Pro 

účinnost isoniazidu (proléčiva) jsou naprosto zásadní aerobní podmínky, neboť po předešlé 

pasivní difuzi léčiva do buňky právě přítomnost kyslíku (lépe řečeno funkční katalázo-

peroxidový enzym – KatG) zapříčiní jeho aktivaci na mnoho reaktivních organických 

metabolitů a oxidativních radikálů. Tyto substance následně poškozují vícero cílů včetně 

proteinů (InhA, KasA) nezbytných pro transkripci kyseliny mykolové, obecně zapříčiňují 

poškození DNA, zejména exonů a intronů zásadních pro vznik metabolicky funkčních 

enzymů (FasII, AcpM, KasA, FabD), lipidové peroxidace nebo zasahují do syntézy NAD. 

Rezistence je z valné většiny realizována alterací katG genu tolik potřebného pro vznik 

katalázo-peroxidového systému zásadního pro aktivaci isoniazidu.  

 

rifampicin 
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Objev a rozšíření ansamycinů (rifampicin, rifabutin, rifapentin) znamenal revoluci v terapii 

TBC. Díky nim došlo zejména k jejímu zefektivnění a výraznému zkrácení. Chemicky jde o 

bohatě substituovaná aromatická jádra překlenutá alifatickým můstkem izolovaná z Nocardia 

mediterranei v Lepetit Laboratories v italském Milánu roku 1957. Ansamyciny působí 

baktericidně na mykobakterie v progresivní i stacionární růstové fázi. Na rozdíl od INH hraje 

jejich použití naprosto zásadní úlohu v průběhu celého chemoterapeutického cyklu, kdy 

eliminují bakterie ještě několik měsíců po jeho zahájení. Tato polysyntetická antibiotika 

sdílejí shodný mechanismus účinku. Váží se na β podjednotku (1400. aminokyselinu) DNA 

dependentní RNA polymerasy a tím inhibují její činnost. Tento enzym katalyzuje přepis 

sekvencí DNA do komplementární RNA a umožňuje tak její prodlužování a růst. Přibližně 95 

% kmenů rezistentních k rifamycinům nese mutaci genu (rpoB) pro zmíněnou podjednotku 

RNA polymerasy. 

 

 
 

Ethambutol (EMB) byl do praxe uveden roku 1961. Strukturně jde o ethylendiiminovým 

můstkem spojený butanolový dimer nápadně podobný D-arabinose. Přesný mechanismus 

působení ani molekulární podklad pro vznik rezistence nejsou plně známy. Mezi pleiotropní 

efekty EMB patří zabránění konverze glukosy do konstrukčních polysacharidů buněčné stěny 

typu galaktomannanu a arabinogalaktanu. Mimoto se toto chemoterapeutikum uplatňuje jako 

inhibitor RNA replikace, syntézy fosfolipidů, inzerce kyseliny mykolové do krycí organely 

(buněčná stěna) či biotvorby spermidinu (alifatický polyamin fungující jako inhibitor stárnutí 

buněk a zhášeč volných radikálů). Rezistence se vyvíjí na podkladu mutace embA (B,C) 
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genových clusterů. Tyto úseky DNA jsou zodpovědné za expresi arabinotransferas, které 

zprostředkovávají polymeraci jednotlivých molekul arabinosy do objemnějších arabinanů. 

 

 
 

Pyrazinamid (PZA) má pozoruhodnou sterilizující aktivitu a v synergickém režimu 

s rifampicinem je během iniciální fáze odpovědný za usmrcení většiny mikrobů, čímž 

přispívá ke zkrácení doby celkové léčby. Poprvé byl připraven Dalmerem a Walterem roku 

1936, ovšem podrobněji jeho účinky popsal a jako antituberkulotikum uvedl Kushner32 o 16 

let později. Mycobacterium bovis vykazuje přirozenou rezistenci. Aktivita PZA je silně 

ovlivněna pH. Zatímco nejnižší MIC (50 µg/ml, množství antimikrobní látky v příslušném 

mediu, jež zabrání viditelnému růstu bakterií za 24 hodin) byla naměřena při 5.5, zvýšení 

hodnoty vodíkového exponentu o 0.6 sníží antituberkulotický efekt čtyřikrát. Navzdory 

důležitému postavení PZA v léčbě TBC není mechanismus jeho působení dostatečně 

prozkoumán. V zásadě musí být jako proléčivo aktivován bakteriální amidasou do podoby 

kyseliny pyrazinové. Tato proniká v nedisociované podobě v kyselém pH (popsáno výše) do 

bakteriálních buněk, kde se kumuluje, a jako neodstranitelný metabolit má na svědomí jejich 

nekrózu. Rezistence vychází z defektu amidasy zapříčiněný non-sense pncA genem. Mutace 

jsou rozptýleny rozmanitě v celé jeho struktuře v podobě delecí a inzercí jednotlivých 

nukleotidů případně změně promotorové sekvence-místu vazby RNApolymerasy a zahájení 

transkripce. Nejčastěji jsou alterovány tři nukleotidové oblasti pncA (3-17, 61-85, 132-142). 

Pestrost mutací daného genu je typická pro vznik rezistence u PZA. Obměny jiných 

nukleotidových sekvencí, které mají za následek vznik rezistence na jiná antituberkulotika, 

obyčejně nevykazují takovou míru různorodosti. Vysvětlení spočívá ve faktu, že amidasa není 

pro mykobakterie esenciálním enzymem a tolerují tak množství obměn v jejím strukturním 

genu.10
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streptomycin 

 

Streptomycin jako zástupce aminoglykosidů byl prvním antibiotikem, u něhož se prokázala 

antituberkulotická aktivita, a byl používán v první linii po mnoho let. Nicméně rapidní nárůst 

rezistence při aplikaci v monoterapii, nutnost parenterálního podání, výskyt závažných 

nežádoucích účinků a zejména koexistence účinnějších látek vyústila v úpadek streptomycinu 

po roce 1960. Dnes je pravidelně nahrazován EMB ve čtyřkombinaci s léčivy první volby 

v průběhu iniciální fáze. Působením na 30S jednotce ribozomů (respektive proteinech S12 a 

S16) blokuje syntézu bakteriálních proteinů, brání zahájení translace a narušuje korigování 

vzniklé defektní mRNA. Resistence k streptomycinu je primárně vázána ke genu rpsL 

kódujícímu ribozomální protein S12. Defekt zmíněné bílkoviny znemožní vazbu antibiotika 

k dané organele a fakticky tak eliminuje jeho efekt. 

 

 
sparfloxacin 
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Fluorované chinolony (ofloxacin, levofloxacin, sparfloxacin, gatifloxacin, moxifloxacin) se 

v současnosti primárně používají jen v případech prokázané resistence (XDR-TB) nebo 

nesnášenlivosti léčiv první linie. Jejich potenciální použití jako antituberkulotik volby je 

limitováno stoupající necitlivostí kmenů mykobakterií k jejich účinkům. Cílem chinolonů jest 

blok DNA gyrasy (topoizomerasy). Tato je složena ze dvou podjednotek kódovaných geny 

gyrA, respektive gyrB. Mutace těchto nukleotidových sekvencí hraje významnou úlohu při 

formování rezistence.10 Bohatě větvené molekuly chinolonů přímo vybízí k mnoha 

strukturním obměnám. 

 

 
 

 V preklinických zkouškách v současnosti uvízly dva analogy PD 161148 a CS-940.12 První 

jmenovaný má díky methoxy skupině v poloze 8 zvýšenou baktericidnost a pouze jeden 

přítomný atom fluoru jej předurčuje k nižšímu riziku fototoxicity. Druhý v pořadí byl testován 

proti více než 100 izolátům mykobakterií a prokázaly se u něj MIC nejméně dvakrát nižší 

nežli u předchůdců, jmenovitě ofloxacinu, ciprofloxacinu, balofloxacinu a norfloxacinu. Ve 

fázi III klinického zkoušení se nacházejí gemifloxacin a sitafloxacin. Mezi jejich indikace lze 

jmenovat infekty kůže a měkkých tkání, sinusitidy, pneumonie a chronickou bronchitis. 

Primárně však nemají být určeny k potlačení mykobakteriálních postižení. 
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Vysoce účinný derivát T-3811ME se vyznačuje unikátní absencí atomu fluoru v pozici 6, 

který byl přítomen ve všech chinolonech 3. a 4. generace. Vývojový tým Bristol Meyers 

Squib však předem avizoval nezájem jej registrovat jako antituberkulotikum.12

 

Dle WHO jsou zmíněné deriváty kyseliny nalidixové společně s aminoglykosidy amikacinem 

a kanamycinem, polypeptidy kapreomycinem, viomycinem a enviomycinem, thioamidy 

ethionamidem a prothionamidem a d-cykloserinem klasifikovány jako antituberkulotika druhé 

volby. Naneštěstí jsou tato léčiva neodmyslitelně spjata s vyšším toxickým a nižším léčebným 

potenciálem nežli farmaka první linie. Často své uplatnění nacházejí v terapii MDR-TB a 

jejich nasazení ústí v celkové prodloužení doby léčby až o třetinu. Amikacin je vzhledem ke 

své vysoké polaritě a nemožnosti se perorálně vstřebat používán jen ve formě parenterálních 

i.m. případně i.v. injekcí. Kanamycin je dnes vinou své vysoké systémové toxicity používán 

v podobě lokálních očních kapek nebo mastí. Mechanismus jejich působení se neliší od 

streptomycinu. Ethionamid je molekulou strukturně i efektem podobnou isoniazidu. Rovněž 

se předpokládá, že funguje jako proléčivo aktivované bakterialní monooxidasou . Narušuje 

biosyntézu buněčné stěny zásahem do funkce relevantních enzymů (InhA obdobně jako u 

INH) kyseliny mykolové. d-Cykloserin je cyklickým analogem D-alaninu, který funguje jako 

ústřední molekula při vytváření příčných vazeb strukturních peptidoglykanů. Kompetuje 

s esenciální aminokyselinou o enzymy D-alanyl-D-alaninsyntetasu a D-alanin racemasu 

umožňujících inkorporaci alaninu do stavebních podjednotek bakteriální stěny.11

 

Moderní přístup vývoje nových farmak spočívá v tzv. computer-assisted drug design 

(CADD). V krátkosti jde o identifikaci možného cíle (většinou bakteriálního enzymu 

esenciálního pro prokaryotický metabolismus ovšem méně podstatného nebo dokonce 

nepřítomného v eukaryotech), určení jeho trojrozměrné stavby a tyto informace využít 

k navržení léčiva. K identifikaci cílových struktur slouží metody proteomiky, především 

miniaturizovaná technika microarray založena na principu hybridizace nukleových kyselin 

nebo difrakce Rentgenova záření. Mezi současné objekty zájmu patří arylamin N-

acetyltransferasy (spojují acetylové zbytky s hydrazinovým nebo hydroxylaminovým 

uskupením do aromatických sloučenin), na železe závislý regulátor (IdeR, ovlivňující 

absorpci železa), antigen 85 komplex (zajišťuje genezi trehalosy - cukru relevantního pro 

zajištění celistvosti buněčné stěny), zkrácený hemoglobin N (trHbN, eliminuje dusíkaté 

radikály tvořené hostitelskými makrofágy), izocitrát lyasa (ICL, konvertuje glyoxylát na 

jantaran), reduktasa acylového přenašeče (InhA, odpovídá za elongační proces mastných 
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kyselin), dihydrofolát reduktasa (DHFR, tetrahydrofolát tradičně stimuluje tvorbu purinových 

nukleotidů, methioninu, serinu a glycinu) a mnoho jiných. S lepším pochopením biochemie 

mikroorganismů, s rozvojem funkční genomiky a molekulární biologie vypadá budoucnost 

TBC chemoterapie více než nadějně.14

Protein Přístupový kód v PDB 
Na železu závislý regulátor 1b1b 1eny 1enz 1fx7 

Enoyl-Acp reduktasa (InhA) 1bvr 1zid 
Dehydrochinasa hydratasa Typ II 1d0i 

Dihydrofolát reduktasa 1df7 1dg5 1dg7 1dg8 
Antigeny 85C, 85B 1dqy 1dqz 1f0n 1f0p 

Cytochrom P450 14α-sterol demethylasa (Cyp51) 1e9x 1ea1 
6-hydroxymethyl-7,8-dihydropteroátsyntasa (Dhps) 1eye 

Isocitrát lyasa (ICL) 1f6l 1f8i 1f8m 
RecA-ADP-AlF4 1g18 1g19  

Fosforylasa purinových nukleotidů 1g20 1i80 
Syntasa III β-ketoacyl-acyl bílkovinných přenašečů 1hzp 

Zkrácený hemoglobin-N 1idr 
Na železu závislá superoxid dismutasa 1ids 

Fosfáty vázající protein 1ixg 1ixh 1ixi 1pbp 
Mechanicky citlivý iontový kanál 1msl 

Chinolinát Fosforibosyl transferasa 1qpn 1qpo 1qpq 1pqr 
3-dehydrochinát dehydratasa 2dhq 

Arylamin N-acetyl transferasa (NAT) S. 
typhimurium a M. smegmatis 

 

Tabulka 1: Cílové struktury možných nových antituberkulotik zavedené v PROTEIN DATA BANK14

1.5. Knihovna vývojových léčiv 

WHO zveřejnila počátkem 21. století dokument12 hodnotící potenciální antituberkulotika ve 

fázi vývoje, preklinických a klinických zkoušek. 

Molekuly ve fázi výzkumu byly vybrány na základu fyzikálně-chemických vlastností. Šlo 

zejména o požadavky na absorpci, distribuci, metabolismus a exkreci. Dále byli vyřazeni 

kandidáti s metabolicky nestabilním profilem, sloučeniny s příliš vysokou molekulovou 

hmotností, příliš lipofilní a polární. Zájem opadl také o farmaka nesoucí známé toxofory nebo 

obsahující příliš reaktivní funkční skupiny. Naopak mělo jít o molekuly s novým 

mechanismem účinku umožňujícím patentovou ochranu a bránícím vzniku zkřížené rezistence 

s již zaběhlými antituberkulotiky. Noví kandidáti byli testováni in vitro na kmenech M. 

tuberculosis (bakteriostatický vs. baktericidní efekt), zároveň byla hodnocena aktivita i proti 

savčím buňkám. V neposlední řadě se kladl důraz na jednoduchost syntézy, preferenci 

achirálních látek, dostupnost matečních sloučenin a minimum toxických meziproduktů.  
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Thiolactomycin a analoga izlované z Nocardia spp. blokují FAS-II. Tento enzym jest 

odpovědný za tvorbu esenciálních mastných kyselin bakterií, rostlin a prvoků, ovšem nikoliv 

eukaryot. Výhodou se zdá být skvělá absorpce po p.o. podání a vysoká aktivita proti INH 

resistentním kmenům. Parentní molekula je ovšem chirálního charakteru.  

 

Analoga ethambutolu již nevykazují tak vysokou chelatační aktivitu, a tudíž nezpůsobují 

mechanismem deplece mědi a zinku poškození očního nervu jako jejich předlohová molekula. 

Ethambutol představuje velmi příznivou strukturu pro vývoj analogů metodami kombinatorní 

chemie. Byla vytvořena knihovna čítající na 105 látek, z nichž bylo biologickým screeningem 

určeno cca 150 hodných dalšího zkoumání.12 Pro farmakologický účinek se jako nezbytné 

jeví vzdálenost mezi atomy dusíku a přítomnost dvou hydroxylů společně s krátkými 

postranními řetězci. Aktivita (S,S)-izomeru je přibližně pětsetkrát vyšší nežli (R,R)-

konformace. Asymetrické molekuly, u nichž byl jeden postranní ethylový řetězec nahrazen 

dimethylem, cyklopentylem nebo hydroxymethylem vyústilo ve vznik sloučenin s MIC 

obdobnou samotnému EMB nebo symetrickým analogům. Naopak objemnější allyl případně 

fenyl vedly k deprivaci antimykobakteriálního účinku. Zvýšení aktivity může způsobit i 

náhrada protonu na chirálním uhlíku methylem, toto však neplatí paušálně pro všechna 

analoga, u nichž bylo hlavním záměrem posílit lipofilitu, tkáňovou penetraci společně 

s prodloužením biologického poločasu.16

  
meflochin 
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Samotné antimalarikum meflochin a jeho analoga vykazují obstojnou aktivitu in vitro proti 

M. avium. Překvapivě účinně se jeví zejména vzdálený příbuzný N-desbutylhalofantrin se 

zjevnou výhodou prokazatelně nižší toxicity nežli jeho předlohová molekula. 

 

 
 

Deazapteridiny vykazují skvělé výsledky oproti trimetoprimu nebo derivátům metotrexátu 

při inhibici dihydrofolátreduktasy M. avium. Zejména molekula SRI-20094 má být přínosem 

v terapii pacientů koinfikovaných HIV. 

 

 
9-benzyl-2-chlor-6-(furan-2-yl)-5,9-dihydro-4H-purin 

 

Látky odvozené od 9-benzylpurinu připravené na univerzitě v Oslo se prokazují obstojnou in 

vitro účinností s nízkou cytotoxicitou. Vzhledem k minimální strukturní podobnosti se 

stávajícími farmaky se u nich navíc nepředpokládá výskyt zkřížené rezistence. 

 

 
6-chlor-3-(4-chlorfenyl)-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-benz[e][1,3]oxazin-2-on 
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6-chlor-3-(p-tolyl)-2H-benz[e][1,3]oxazin-2,4(3H)-dithion 

 

Hodnocení předlohových struktur na bázi benzoxazinů poukázalo na nízké MIC vs. M. 

tuberculosis, M. avium a M. kansaii v porovnání s INH. Nicméně přítomnost thioamidového 

uskupení, jež je společné pro některá existující farmaka (ethionamid), vznáší pochybnosti nad 

možným vývojem zkřížené rezistence.  

 

 
 

Diterpenoidní alkaloidy vykazují rovněž uspokojivé působení proti mykobakteriálním 

kmenům srovnatelné se stávajícími lékovými standardy. Tyto entity izolované z korálu 

Pseudopterogorgia elisabethae obývající západní pobřeží Indického oceánu, se vyznačují 

neobvyklou benzoxazolovou skupinou. Umělé chování korálů nabízí do budoucna levnější a 

snažší přístup k předlohovým strukturám nežli de novo syntéza.  

 

 
ethyl (4-dialkylamino-2-(4-chlorfenyl)-1H-imidazo[4,5-c]pyridin-6-yl)karbamát 
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Imidazo(4,5-c)pyridiny byly původně navrženy jako antineoplastika s antimitotickým 

působením. Nicméně pro potřeby antibakteriální proběhlo vyselektování méně cytotoxických 

struktur s nízkými MIC proti M. tuberculosis. 

 

Další pozornost se upíná na analoga (PA 505) tryptanthrinu jako indolchinazolinonového 

alkaloidu s pozoruhodnými výsledky proti MDR-TB kmenům. Slabé důkazy o in vivo 

účinnosti a nedostatek studiíí toxicity tyto molekuly prozatím odsuzuje na úroveň teorie. 

Sloučeniny na bázi tetramethylpiperidinofenazinu strukturně příbuzné antileprotiku 

klofaziminu se vyznačují výraznou extra i intracelulární aktivitou s předpokládanou 

spoluúčastí na četných metabolicky relevantních redoxních reakcích. Bohužel není zatím 

k dispozici dostatek in vivo dat a vzhledem k blízké chemické podobnosti s výše zmíněným 

klofaziminem se očekává nežádoucí ohraničené zbarvení kůže. Tudíž stejně jako u 

následujících látek neznamenají dostatečné lákadlo pro farmaceutický průmysl. Prozatím 

nevyužit zůstává potenciál derivátů INH. Zřejmě do doby nežli bude objeven analog 

s výrazně benefitními vlastnostmi převyšující stávající vzor. Jistě zajímavě vypadající 

odvozeniny fulleropyrollidinu vykazují dokonce značný efekt proti HIV protease. Ovšem 

limitujícími faktory v použití jsou zejména velká molekulová hmotnost vylučující per os 

podání a přítomnost kvartérního dusíkového atomu značící možnou toxicitu. 

 

der.fulleropyrollidinu

 
 

Lidské T-lymfocyty a NK buňky vytváří peptid granulysin redukujicí životaschopnost mnoha 

bakterií, plísní a prvoků. Mezi hlavní bariery v použití patří nízká biodostupnost při p.o. 

podání a vysoká cena peptidů. Zmíněné obtíže brání v uplatnění i heterogenní směsi proteinů 

izolovaných z Staphylococcus clavelios tzv. stazymu. Identifikace mykobaktericidního centra 

v molekule by napomohlo ozřejmit možný nový mechanismus účinku a usnadnilo zavedení 

peptidů do praxe. 3-Brom a 3-nitropyruvát patří mezi prototypy inhibitorů isocitrát lyasy – 
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enzymu majicího nezastupitelnou úlohu v metabolismu mastných kyselin M. tuberculosis. 

Jelikož však ještě nebyla plně objasněna kvartérní struktura této bílkoviny, budeme si muset 

na další zástupce s cílenějším působením počkat. 

 

Ve fázi I/II preklinických zkoušení (kontra retrovirům) se nachází v přírodě se vyskytující 

pyranokumariny – kalanolidy. Pozornosti vděčí zejména duálnímu působení proti HIV 

reverzní transkriptase a mykobakteriálnímu efektu srovnatelnému s INH. Vyvinuta byla 

několikastupňová syntéza kalanolidu A, aby došlo k minimalizaci závislosti získávání této 

substance z nedostatkových přírodních zdrojů. Nicméně neméně účinný izomer kalanolid B je 

v současnosti dostupný z obnovitelných pramenů, zejména oleje semen stálezeleného stromu 

z jihovýchodní Asie Calophyllum lanigerum (Calophyllaceae), čímž se stává i ekonomicky 

velmi zajímavým léčivem. 

 

  
                                          kalanolid A                                 kalanolid B 

 

Studie látek PA 824 a OPC 67683 ze skupiny 5-nitroimidazolů poukázala na působivou 

účinnost při podání krysám a morčatům infikovaných mykobakteriálními kmeny ve srovnání 

s INH. První molekula se vyznačuje po p.o. podání minimální biodostupností (2%), což by 

bylo řešitelné úpravou lékové formy do lipidocyklodextrinové matrice, která by však 

znamenala další navýšení nákladů.12 PA 824 (nitroimidazooxazin) vyžaduje aktivaci na 

deazaflavinovém koenzymu F420 závislou glukoso-6-fosfát dehydrogenasou. Rezistence se 

naopak vyvíjí cestou ztráty účinnosti zmíněné oxidoreduktasy a karencí elektronů 

esenciálních pro nitroredukci. Vzniklé reaktivní složky vyřazují z funkce enzymy odpovědné 

za oxidaci kyseliny hydroxymykolové na ketomykolát. OPC 67683 (nitroimidazooxazol) se 

v mnoha farmakokinetických parametrech shoduje s příbuznou molekulou – také vyžaduje 

intracelulární potenciaci cestou desnitro derivátu a rovněž se slibně synergicky projevuje se 

současnými antiTBC farmaky první linie. Navzdory více než slibným výsledkům zkoušek, 
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přítomnost nitro skupiny zvyšuje obavy z možné genotoxicity a právě mutagenita zůstává 

hlavním otazníkem při podání těchto entit lidem. Podezření vyplývá z prokázané alterace 

genetické informace potvrzené v 70. letech 20. století Amesovým testem u vůdčí substance 

této chemické skupiny CGI 17341. Nicméně novodobé výsledky studií PA 824 podávání 

dobrovolníkům vykazují velmi dobrou toleranci terapeutických dávek a neodhalily vážné 

vedlejší účinky včetně negativního vzpomínaného Amesova testu, in vivo mikronukleus testu 

na savčích erytrocytech, chromozomových aberací i tzv. mouse lymphoma assay jako vůdčích 

zkoušek na poli mutagenity.15

 

 
 

Poloxamera 315 (CRL-1072) jest methyloxiranovým surfaktantem narušující membránu a 

organely mikrobů. Její účinnost se tedy manifestuje vně i uvnitř buňky. Nicméně otázkou 

zůstává, zda-li nespecifičnost účinku může ohrozit i buňky lidské a již nyní se projevuje 

výrazná akumulace v tkáních (zejména slezině, ledvinách a játrech) po i.v. podání, což by 

mohlo vyvolat zdravotní komplikace zvláště při podávání jako součást dlouhodobých 

léčebných režimů. Slibně se vyvíjí i poměrně nová skupina antimikrobně působících 

chemikálií – oxazolidinonů tlumicích vazbou na 50S podjednotku ribozomů transkripční 
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proces. První zástupce linezolid (U-100766, Zyvoxid®) byl na náš trh uveden roku 2002 a 

další zástupci se nacházejí v různých fázích vývoje. Nadějně se jeví zejména PNU-100480 a 

AZD 2563 mající potenciál eliminovat vysoce rezistentní patogeny.12

 

 
 

Klinicky se výrazně projevuje adamantanový derivát diaminu (SQ-109). Původně byl 

považován jen za vylepšenou napodobeninu ETH, ovšem zjevně rozdíly ve stavbě molekuly a 

cílových organelách antimikrobního působení jej povyšují na zbrusu nový vědecký počin. 

Prozatím bylo prokázáno působivé synergické působení SQ109 s RIF12. Tato potenciace 

účinku se zjevně odvíjí od indukce bakteriálního CYP450 rifampicinem, což následně ústí ve 

vznik cidních oxidativních metabolitů SQ109. Prokázána byla výtečná in vitro aktivita proti 

kmenům necitlivým k EMB, INH a RIF. Nová entita se sice vyznačuje omezenou 

biodostupností, ovšem vykazuje vysoký distribuční objem v plících, za což pravděpodobně 

vděčí přítomnosti adamantylového uskupení. Navíc díky dlouhému biologickému poločasu se 

předpokládá podávání jednou týdně.17

 

 
 

V testovací fázi I na zdravých dobrovolnících v Indii se nachází i pyrrolový derivát (LL-

3858). Tento vykazoval vyšší baktericidní aktivitu nežli INH při podání myším modelům. 
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Navíc jeho12-ti týdenní podávání společně s INH a RIF vedlo k celkové sterilizaci plicní 

tkáně exponovaných hlodavců.12

 

 
 

Diarylchinolin TMC207 blokuje C podjednotku ATPsyntasy a zároveň se často uvádí také 

inhibice protonové pumpy F0F1H+ATPasy. Silná specifita účinku se vysvětluje striktně danou 

sekvencí aminokyselin daného enzymu i mezi jednotlivými kmeny mykobakterií. Je možné, 

že stejně jako jiná antituberkulotika (INH, ETH, PZA) musí být i TMC207 aktivován 

bakteriálními enzymy a funguje tedy jako proléčivo12. Při použití na krysích modelech 

vykazoval stejnou aktivitu jako trojice standardního režimu (PZA, INH, RIF), ve společné 

kombinaci ústilo dvouměsíční podávání v negativní kultivace po dvou měsících. Stejnou dobu 

trvala tandemu TMC207 a PZA plicní sterilizace a současná aplikace diarylchinolinu s AMI, 

MXF, ETH a PZA jako součást MDR-TB terapeutického režimu zaznamenala obdobně silně 

eradikační potenciál v oblasti sleziny a plic. TMC207 působil cidněji nežli RIF samotný.17 

Jelikož je metabolizován CYP 3A4, jeví se jako nevhodné jeho podání současně právě s RIF, 

jež jest považován za proslulého induktora tohoto systému.13  

 

 
 

V budoucnu možná ještě uslyšíme o inhibitoru ATPsyntasy β-sulfonylkarboxamidu 

FAS20013 s impozantním eliminačním profilem a obstojnými farmakokinetickými 

parametry, jež brzy vstoupí do fáze klinického zkoušení. Jako nadějný přírustek do 
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produktovodu se jeví dipiperidin SQ-609, který prozatím neznámým mechanismem zasahuje 

do procesu syntézy buněčné stěny. V preklinickém zkoušení se objevuje také nukleosidový 

analog pluramycinového antibiotika kapuramycinu SQ-641 fungující jako inhibitor 

translokasy I (TL1) - enzymu esenciálního pro tvorbu peptidoglykanů - s impresivním 

postantibiotickým efektem.17  

 
Obrázek 6 : Průběh klinických studií s potenciálními antituberkulotiky18

 

V nedávné době bylo připraveno a je zkoumáno mnoho molekul s anti-TBC působením 

s inovativním mechanismem účinku, bez náznaku zkřížené rezistence s existujícími farmaky 

první linie, vykazující výtečnou aktivitu proti mykobakteriálním kmenům a vyznačující se 

potenciálem zkrátit celkové trvání terapie nutné k sanaci tuberkulózních lézí s možností méně 

frekventního dávkování. Nejslibněji se vyvíjí uvedení na trh v případech OPC-67683 a 

TMC207. Oba vykazují výtečnou efektivitu proti necitlivým kmenům a projevují se i 

mimořádnou sterilizační schopností. Mimoto OPC-67683 má potenciál snížit mortalitu u 

koinfikovaných HIV, zatímco TMC207 se vyznačuje vysokou eliminační schopností vůči 

XDR-TB, čemuž vděčí výraznému synergickému působení s PZA.17
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Obrázek 7 : Aktuální antituberkulotický produktovod19

 

Zmíněné inovativní molekuly dávají naději, že v příštím desetiletí bude dosaženo 

terapeutického režimu s vyšší cidností a kratším trváním, nežli tomu bylo doposud.17
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2. Cíl rigorózní práce 

Výzkum na oddělení farmaceutické chemie se soustřeďuje zejména na deriváty pyrazinu a 

pyridinu s účinkem převážně antituberkulotickým. Tato problematika se řeší od roku 1996 

v rámci programu TAACF (Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and Coordinating 

Facility). Zmíněný projekt zahájený o dva roky dříve výzkumnou laboratoří National Institute 

of Allergy and Infectious Diseases sdružuje čistě komerčně činná, akademická i státní 

pracoviště po celém světě, jejichž společným záměrem jest syntéza nových sloučenin a 

následné hodnocení aktivity in vitro a in vivo. Alespoň podle oficiálních vyjádření vyústil 

daný screening v nalezení několika slibných molekul, které dospěly do vyšších fází 

klinického testování.  

 

Jako mateční entita pro přípravu navržených molekul byl použit v poloze 3 chlorem 

substituovaný pyrazin-2,5-dikarbonitril, u něhož byla předem potvrzena biologická aktivita. 

Má práce je obecným příspěvkem k vědeckému tématu korespondujícímu s odborným 

zaměřením katedry. Nenavazuje však na žádnou mou obdobnou činnost, neboť diplomovou 

práci jsem uskutečňoval v naprosto jiném oboru.  

 

Měl jsem se věnovat zejména následujícímu: 

1. nastudovat současné postavení tuberkulózy ve světě na poli infekčních onemocnění, 

vyhodnotit její regionální epidemiologické charakteristiky a pozastavit se nad ukazateli 

rezistence 

2. krátce shrnout data o aktuálně používaných antituberkuloticích, zmínit nejmodernější 

trendy v syntéze a zaměřit se na molekuly právě podstupující preklinické a klinické testování 

znamenající příslib a přínos při eradikaci mykobakterií 

3. teoreticky popsat a zejména prakticky experimentálně připravit cílové struktury 

s předpokládaným terapeutickým potenciálem 

4. identifikovat vytvořené sloučeniny příslušnými analytickými parametry potvrzující 

jejich předpokládanou stavbu 

5. vyhodnotit jednotlivé výsledky biologického (antimykobakteriálního, antifungálního) 

testování 

6. nalézt vztah mezi strukturou a účinkem připravených látek s ohledem na charakter 

použitého substituentu 
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3. Teoretická část 

3.1. Chemie pyrazinu 

1,4-diazin představuje vysoce symetrickou molekulu. Jedná se o slabě aromatickou strukturu, 

jejíž vlastnosti se blíží charakteristikám terciárních alifatických aminů, a chová se jako slabá 

dvojsytná baze (pK1=0,57, pK2=-5,51). Pyrazinové jádro jest planární útvar, který může být 

znázorněn jako rezonanční hybrid několika základních struktur. Pyrazin, obdobně jako ostatní 

diaziny, nepodléhá snadno elektrofilním substitucím (nitracím, sulfonacím, Friedel-

Craftsovým alkylacím, acylacím). Přímý elektrofilní atak ztěžuje přítomnost parciálního 

kladného náboje na atomech uhlíku heterocyklu zapříčiněný indukčním efektem dusíkových 

atomů pyrazinu. Výhodnějšími se z tohoto důvodu stávají substituce nukleofilní a radikálové 

reakce.20 Názorný příklad nukleofilní substituce představuje mnou prováděná reakce náhrady 

halogenu (konkrétně chloru) aminoskupinou (viz kapitola 5.2). Naopak jako příklad 

radikálové substituce na pyrazinovém jádru lze označit prováděnou amidaci 3-chlorpyrazin-2-

karbonitrilu24 (viz Schéma 4) vedoucí k 6-chlor-5-kyanpyrazin-2-karboxamidu jako 

meziproduktu při přípravě 3-chlorpyrazin-2,5-dikarbonitrilu. 

Pro zavedení aromatického substituentu na pyrazin se využívá metoda homolytické aroylace. 

Zdrojem aroylradikálů jsou aromatické aldehydy, které předávají vodíkový atom terc. 

butyloxyradikálům, primárně vznikajícím reakcí terc.butylhydroperoxidu s železnatými ionty. 

Aktivované mezomerně stabilizované nukleofilní aroylradikály mohou aroylovat dusíkaté 

heteroaromatické cykly. Reakce se provádí ve žředěné kyselině sírové, čímž jest dusíkatý 

heterocyklus v roztoku přítomen v protonizované podobě.33  

- 27 - 



 

 
Schéma 1 : Zavedení substituentu na pyrazinové jádro metodou radikálové aroylace33

3.2. Příprava pyrazinů 

Velmi často vznikají pyraziny teprve při tepelné úpravě pokrmů jako je vaření, pečení či 

smažení nebo při různých druzích fermentace. Mechanismus tvorby pyrazinového jádra v 

přírodních zdrojích spočívá v autokondenzaci α-aminokarbonylových sloučenin či v 

kondenzaci α,β-dikarbonylových a α,β-diaminových sloučenin.25

 

 
Schéma 2 : Kondenzační vznik derivátů pyrazinu20

 

Mnohé vznikají také Maillardovou reakcí. Takto je obecně nazýván soubor chemických 

pochodů redukujících sacharidů (fruktosa, glukosa, maltosa, xylosa) a aminosloučenin 

(aminokyseliny a bílkoviny), v jejichž průběhu vzniká řada reaktivních karbonylových 

sloučenin, které reagují vzájemně a také s přítomnými aminosloučeninami (tzv. 

neenzymatické hnědnutí potravin). Tato syntéza je obecně monitorována v potravinářství, 

z toho důvodu, že některé produkty MR jsou toxické (tj. například hydroxymethylfurfural, 

akrylamid, nitrosamin)26. 

- 28 - 



 

3.3. Příprava 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu 

Jako startovní struktura byl použit amid kyseliny pyrazin-2-karboxylové. Syntéza začíná 

oxidací peroxidem vodíku za přispění kyseliny octové (6 h, 90 °C), což představuje esenciální 

krok k aktivaci pyrazinového kruhu pro následné homolytické substituce, a přináší tři 

meziprodukty (pyrazin-N-oxid izomery). Jelikož jest technicky obtížné od sebe jednotlivé 

oxidy oddělit, následuje jejich společná okamžitá chlorace a dehydratace chloridem fosforylu 

(1 h, 90 °C), čímž získáme směs 3-chlor, 5-chlor a 6-chlorpyrazin-2-karbonitrilu, kterou již 

lze rozdělit flash chromatografií. Čistý izomer (3-chlor) posléze podrobíme reakci 

s formamidem a peroxodisíranem diamonným (2 h, 90 °C) za vzniku 2-kyan-3-chlorpyrazin-

5-karboxamidu překrystalizovaného z vodného roztoku. Poslední stupeň syntézy představuje 

dehydratace karboxamidového uskupení již využívaným chloridem fosforylu (1 h, 90 °C), 

čímž dospějeme k požadovanému 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu.21 
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Schéma 3 : Vícestupňová příprava výchozího reaktantu 3-chlorpyrazin-2,5-dikarbonitrilu21
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4. Biologické hodnocení 

4.1. Antituberkulotická aktivita 

Testování nově nasyntetizovaných substancí prováděla MUDr. Michaela Svobodová v 

Oddělení klinické mikrobiologie Krajské nemocnice Pardubice. Zkoušené sloučeniny byly 

rozpuštěny v DMSO a v koncentracích 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 a 3.125 µg/ml podrobeny 

testu. Objem samotného DMSO nepřesáhl 1 % celkového objemu, díky čemuž nedošlo 

k ovlivnění růstu bakterií jeho přičiněním. Zkouškám účinnosti in vitro podstoupily kmeny M. 

tuberculosis H37Rv, M. kansasii Hauduroy 235/80, M. avium 80/72 a M. avium 152/73 

z České národní sbírky typových kultur (CNCTC) při Státním zdravotním ústavu. Testovalo 

se na tekuté Šulově půdě mikrodiluční metodou při pH 5,5 a 37 °C při použití PZA jako 

standardu. Kmeny byly k mediu přidány ve formě suspenze s fyziologickým roztokem. 

Antimykobakteriální aktivita byla jako MIC (µg/ml) odečítána vizuálně po 12 dnech inkubace 

(po 8 v případu M. kansasii). 

4.2. Antifungální aktivita 

Připravené sloučeniny byly in vitro zkoušeny na antifungální aktivitu na oddělení 

mikrobiologie Katedry biologických a lékařských věd Farmaceutické fakulty v Hradci 

Králové Mgr. Marcelou Vejsovou v kooperaci s laborantkou Ivou Dufkovou. Byla využita 

mikrodiluční bujonová metoda. Testované substance byly opět rozpuštěny v DMSO a dvojitě 

ředěny v roztoku RPMI 1640 s glutaminem pufrovaném na pH 7 zapomocí 0,165 µmol 

MOPS (3-morfolino-propansulfonové kyseliny). Bylo zajištěno, aby konečná koncentrace 

DMSO v celém mediu nepřesáhla 2,5 %. Délka inkubace se pohybovala od 24-48 hodin při 

35 °C, pro houbu Trichophyton mentagrophytes 48-72 hodin. Vše se odehrávalo ve tmě 

v humidní atmosféře za následného odečítání výsledků fotometricky případně vizuálně. 

Vybrané látky prošly testy na aktivitu proti Candida albicans ATCC 44859 (CA), C. 

tropicalis 156 (CT), C. krusei E28 (CK), C. glabrata 20/I (CG), Trichosporon asahii 1188 

(TA), Trichophyton mentagrophytes 445 (TM), Aspergillus fumigatus 231 (AF) a Absidia 

corymbifera 272 (AC). 
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5. Experimentální část 

5.1. Přístroje a chemikálie 

Veškeré chemikálie (nebude-li uvedeno jinak) byly obstarány od Sigma-Aldrich (Schnelldorf, 

Německo). 

Průběhy reakcí a čistota meziproduktů i finálních sloučenin byly ověřovány tenkovrstvou 

chromatografií na deskách Merk Silica 60 F254 (Merk, Darmstadt, Německo) s použitím 

vyvíjecí soustavy shodné s níže citovanou mobilní fází flash chromatografie. 

 Pro závěrečnou purifikaci cílových molekul byl využit chromatograf CombiFlash Rf 

(Teledyne Isco, Lincoln, Nebraska, USA) s kolonami plněnými silikagelem 60, 0.040-0.063 

mm (Merk, Darmstadt, Německo) metodou gradientové eluce mobilní fází hexan / ethyl-

acetát s přídavkem minimálního množství kyseliny octové (1%) s detekcí UV při 260nm. 

 NMR analýza se uskutečnila za pomoci spektroskopu Varian Mercury VX-BB 300 (Varian, 

Palo Alto, Kalifornie, USA) při frekvenci 300 MHz pro 1H a 75 Mhz pro 13C řadu. 

Tetramethylsilan posloužil jako vnitřní standard pro nepřímé porovnání chemických posunů a 

δ hodnot (ppm). Infračervená spektra molekul byla změřena po jejich ztabletování 

s bromidem draselným spektroskopem Nicolet Impact 400 (Nicolet, Madison, Wiskonsin, 

USA). 

Údaje hmotnostních spekter byly zjišteny využitím iontové pasti spektrometru LCQ 

Advantage Max (Thermo Finnigan, San Jose, Kalifonie, USA) měkkou ionizací za 

atmosférického tlaku (APCI). Elementární rozbory proběhly na spalovacím analyzátoru EA-

1110 CHN (CE Instruments, Wigan, Velká Británie).  

Teploty tání byly stanoveny bodotávkem Stuart SMP30 (Bibby Scientific Limited, 

Staffordshire, Velká Británie) a nejsou korigovány.  

Lipofility substancí vyjádřené hodnotami Clog P byly vypočteny programem CS ChemOffice 

Ultra ver. 11.0 (CambridgeSoft, Cambridge, Massachusetts, USA). 

Veškerá nepřevzatá schémata byla vytvořena v CS ChemDraw Ultra ver. 12.0 od idem 

producenta jako výše uvedený ChemOffice a The Merck Index, 14. vydání, 2006 (Merck & 

Co., Whitehouse Station, USA).  
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5.2. Obecný postup přípravy substituovaných 3-aminopyrazin-2,5-dikarbonitrilů 

 
Schéma 4 : Chemismus nukleofilní substituce 3-chlorpyrazin-2,5-dikarbonitrilu primárním či 

sekundárním aminem 
 
Ekvimolární navážka 3-chlorpyrazin-2,5-dikarbonitrilu v porovnání s požadovaným 

množstvím finálního produktu (110mg) se rozpustí v bezvodém THF. Za stálého 

elektromagnetického míchání se při pokojové teplotě postupně přidává výchozí amin ve 2,5 

násobném přebytku rovněž rozpuštěný v THF. Nechá se promíchávat a reagovat přibližně 1 

hodinu. Po ukončení syntézy se odstraní přebytečný THF na vakuové odparce. Surový 

produkt se přečistí flash chromatografií. Nadbytek aminu ovšem vedl k neočekávané boční 

reakci v podobě jeho adice ke karbonitrilovému uskupení výchozího 3-chlorpyrazin-2,5-

dikarbonitrilu v poloze 2. 

 
Schéma 5 : Vznik amidinů jako vedlejších produktů při syntéze substituovaných 3-aminopyrazin-2,5-

dikarbonitrilů 
 

 

V literatuře byla tato skutečnost popsána již v 70. letech gdaňskými chemiky Foksem et al.22 

Při syntézách vznikaly nežádoucí amidiny zejména při reakcích s primárními aminy. Jelikož 

při podrobení TLC vykazovaly shodný retenční faktor jako cílové sloučeniny, podařilo se je 
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odhalit až následnými NMR spektry. Vzniklé struktury již přesahují rámec tohoto sdělení, 

přičemž ani nebylo záměrem pokoušet se je fyzikálně-chemicky charakterizovat, či dokonce 

zjištovat jejich biologickou aktivitu. Pro zamezení jejich tvorby se přemíra aminu nahradila 

přídavkem inertní organické baze triethylaminu pro odčerpání vznikající HCl. 

 

5.3. Příprava 3-methylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 
(1) 

S plánovaným výnosem 150 mg cílové molekuly se 155 mg (0,97 mmol) základního 3-

chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu plně solvatovaného THF ve směsi se 114 mg triethylaminu 

(1,1 mmol) nechá při pokojové teplotě za průběžného míchání probublávat plynným 

methylaminem vyvinutým ze svého 5 ml 30% vodného roztoku po nárazovém přísunu 10% 

roztoku KOH. Methylamin jako bezbarvá, silně amoniakálně páchnoucí sloučenina s teplotou 

varu -6 °C jest permanentně uchovávána v mrazničce v tlustostěnné baňce se zábrusem. Po 

zavedené 1 hodině nutné ke vzniku finální sloučeniny následuje zaběhlá procedura s absorpcí 

na silikonový prášek a výparu balastního THF za sníženého tlaku. Syntéza směřuje k závěru 

flash chromatografií pro separaci meziproduktů od purifikovaného methyl derivátu. Finální 

fází celého procesu představuje vakuový odpar rozpouštědel a izolace požadované produktu. 

 

Molekulová hmotnost :     159,15 

Teplota tání :                     164-165 °C 

Výtěžek :                           48 mg (32% předpokladu)  
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5.4. Příprava 3-ethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 
(2) 

S ohledem na mírně zvýšený předpokládaný výtěžek (120mg) se k 114 mg (0,69 mmol) 

bazálního 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu naprosto rozpuštěného v THF kontinuálně 

nechává za pokojové teploty probublávat 5ml ethylaminu (teplota varu 16,6 °C) umístěného 

v ochlazovaném flakonu s trubicovým odvodem přes bezvodý K2CO3 do reakční směsi. Po 

zhruba hodinu trvající substituci se přistupuje k adici silikagelu a vakuové desikaci celé 

směsi. Vysokotlakou flash chromatografií docílíme oddělení balastních látek zaběhlou 

gradientovou elucí od požadovaného 3-ethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu, od něhož se 

mobilní fáze odpaří za sníženého tlaku. 

 

Molekulová hmotnost :     173,17 

Teplota tání :                     129-130 °C 

Výtěžek :                           57 mg (48% teoretického) 
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5.5. Příprava 3-propylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 
(3) 

Dle mírně pozměněného zadání (předpokládaný výtěžek 120mg) se k 105 mg (0,64 mmol) 

základní sloučeniny 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu zcela rozpuštěného v THF průběžně 

přikapává za běžné teploty 94 mg (1,6 mmol) propylaminu rovněž v roztoku THF. Po 

kvantitativním proběhnutí nukleofilní substituce se vzniklé entity absorbují na silikagel, čímž 

urychlíme výpar již nepotřebného THF vakuovou metodou. Chromatograficky se oddělí 

balastní sloučeniny osvědčenou gradientovou elucí od cílového 3-propylaminopyrazin-2,5-

dikarbonitrilu, od něhož se mobilní fáze extrahuje odpařením za sníženého tlaku. 

 

Molekulová hmotnost :     187,2 

Teplota tání :                     118-119 °C 

Výtěžek :                           57 mg (48% teoretického) 
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5.6. Příprava 3-butylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 
(4) 

Opět s předpokládaným ziskem 120 mg cílové sloučeniny se 98 mg (0,49 mmol) 3-

chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu po diluci v malém množství THF při vytrvalém míchání bez 

zahřívání substituuje 109 mg (1,5 mmol) butylaminu rovněž předem solvatovaným v THF. 

Navíc do reakce přistoupí 60 mg triethylaminu (1,5násobný molární přebytek) pro 

vychytávání HCl jako vedlejšího produktu. Po zavedené hodinové době se celková směs 

naabsorbuje na vysoce rozmělněný silikagel a za sníženého tlaku je izolován THF vakuem. 

Zaběhlou chromatografickou elucí mobilní fází hexan : ethylacetát obdržíme výslednou 

molekulu v použitých rozpouštědlech, která na závěr hypobaricky odpaříme. 

 

Molekulová hmotnost :     201,23 

Teplota tání :                     93-94 °C 

Výtěžek :                           63 mg (53 % předpokladu) 
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5.7. Příprava 3-pentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 

 

 
(5) 

Ke 84 mg (0,51 mmol) výchozí struktury 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu se po převedení 

do roztoku s adekvátním množstvím THF na elektromagnetické míchačce prosté dodávkám 

tepla pozvolna přidává 111 mg (1,3 mmol) pentylaminu v připraveném roztoku THF. Po 

uběhnutí hodiny potřebné k ekvimolárnímu průběhu reakce byl meziprodukt smíchán 

s vysokoabsorbčním silikagelem a použitý solubilizér THF odpreparován vakuovým 

odparem. Pokračuje se chromatografickým oddělením nežádoucích meziproduktů a finální 

separací mobilní fáze od nabytého 3-pentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu evaporací za 

sníženého tlaku. 

 

Molekulová hmotnost :     215,25 

Teplota tání :                     82-83 °C 

Výtěžek :                           43 mg (39 % teoretického) 
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5.8. Příprava 3-hexylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 
(6) 

78 mg (0,48 mmol) 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu se po rozpuštění v dostatečném 

množství THF za stálého míchání bez zahřívání nechá zreagovat se 121 mg (1,2 mmol) 

hexylaminu rovněž předem dilutovaným v THF a 1,5násobném nadbytku (72 mg) 

triethylaminu jako lapače paralelně vznikajicí HCl. Po cca 1 hodině se vzniklá směs nechá 

naabsorbovat na silikagel (kvůli zvětšení povrchu) a za sníženého tlaku je odstraněn THF na 

vakuové odparce. Gradientovou elucí mobilní fází hexan : ethyl-acetát pomocí flash 

chromatografie se získá výsledná látka v daných rozpouštědlech, která jsou následně 

odstraněna odparem za sníženého tlaku. 

 

Molekulová hmotnost:     229,28 

Teplota tání:                     82-83 °C 

Výtěžek:                           78 mg (71 % teoretického výtěžku) 
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5.9. Příprava 3-heptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 
(7) 

Ke 74 mg (0,31 mmol) matečního 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu se po převedení do 

roztoku s potřebným množstvím THF za promíchání bez dodávky teploty přikape 130 mg (1,1 

mmol) heptylaminu v předstihu rozpuštěného rovněž v THF. Po proběhlé šedesátiminutové 

reakční době a přidání nezbytného silikagelu je použitý solubilizér odstraněn vakuovým 

odparem. Následuje chromatografické oddělení vedlejších meziproduktů a potřebné 

odstranění mobilní fáze od nasyntetizovaného 3-heptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

hypobarickým odpařením. 

 

Molekulová hmotnost :     243,31 

Teplota tání :                     84,5-85,5 °C 

Výtěžek :                           52 mg (48% teoretického) 
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5.10. Příprava 3-oktylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 

 
(8) 

Po vzoru předchozích  příprav se navážka 70 mg (0,27 mmol) 3-chlorpyrazinu-2,5-

dikarbonitrilu plně rozpuštěného v THF podrobí bez zahřívání reakci se 138 mg (1,1 mmol) 

cyklohexylaminu rovněž dilutovaném THF. Po dostatečné reakční periodě absorbujeme 

meziprodukt na silikagel a zrychleně odpařujeme. Jako další mezistupeň syntezy následuje 

gradientové vyplavení stacionární fáze s předpokládaným 3-oktylaminopyrazin-2,5-

dikarbonitrilem z chromatografické kolony a jeho oddělení od nežádoucího balastu. Finálně 

se přistupuje k zavedené evaporaci mobilní fáze snížením teplot varu jednotlivých složek 

vakuem.   

 

Molekulová hmotnost :     257,33 

Teplota tání :                     82-83 °C 

Výtěžek :                           63 mg (58% předpokladu)  
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5.11. Příprava 3-cyklopentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 
(9) 

Ke 84 mg (0,39 mmol) matečního 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu se po adjustaci do 

roztoku s potřebným množstvím THF za neustálého elektromagnetického promíchání za 

běžné teploty postupně přidává 109 mg (1,3 mmol) cyklopentylaminu předem také 

rozpuštěného v THF. Po důsledně kvantitativně proběhlé reakci a zvětšení odpařovacího 

povrchu smícháním směsi se silikagelem byl použitý solubilizér odstraněn vakuovou 

evaporací. Obdobně s předešlými případy se pokračuje chromatografickým dělením při 

průtoku mobilní fáze 35ml/min při fotometrické detekci o vlnové délce 280 nm. Izolace 

požadovaného 3-cyklopentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu probíhá vypařením rozpouštědel 

za asistence vakua.  

 

Molekulová hmotnost :     213,24 

Teplota tání :                     157-158 °C 

Výtěžek :                           42 mg (39 % teoretického) 
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5.12. Příprava 3-cyklohexylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 
(10) 

Analogicky s předchozí syntézou se 79 mg (0,48 mmol) 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu 

rozpuštěného v THF podrobí za pokojové teploty za stálého míchání reakci se 119 mg (1,2 

mmol) cyklohexylaminu opět plně solubilizovaným THF. Po opět přibližně 1 hodině se 

opakuje zaběhlý postup s absorpcí na silikagel a odpaření přebytečného THF za sníženého 

tlaku. Následně se oddělí odpadní produkty syntézy flash chromatografií zaběhlým složením 

mobilní fáze. Závěrečným bodem celé kaskády je vakuové odpaření mobilní fáze a nabytí 

čistého produktu. 

 

Molekulová hmotnost:     227,27 

Teplota tání:                     198-199 °C 

Výtěžek:                           92 mg (84 % předpokladu)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- 43 - 



 

5.13. Příprava 3-cykloheptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 
(11) 

Synchronně s minulými syntézami se 75 mg (0,46 mmol) výchozího 3-chlorpyrazinu-2,5-

dikarbonitrilu převedeného do THF nechá postupně zreagovat za běžné teploty s 129 mg (1,1 

mmol) cykloheptylaminu rovněž v roztoku THF. Po uplynutí zavedené hodinové reakční 

doby se získaná směs absorbuje na silikagel, čímž docílíme rychlejšího odparu nežádoucího 

THF zapomoci vakua. Po umístění vysušeného silikátového meziproduktu do 

chromatografické kolony a elucí fází ethlyacetát : hexan získáme kýženou molekulu evaporací 

použitých rozpouštědel za přispění vakua. 

 

Molekulová hmotnost :     241,29 

Teplota tání :                     164-165 °C 

Výtěžek :                           92 mg (84 % teoretického) 
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5.14. Příprava 3-diethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 
(12) 

Podle zamýšleného množství finální látky 120 mg se k 98 mg (0,6 mmol) počátečního 

reaktantu 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu převedeného do roztoku s univerzálním 

rozpouštědlem THF a 72 mg (1,2 molárního nadbytku) triethylaminu jako neutralizátoru 

bočně vznikající HCl za promíchání při běžné teplotě průběžně dodává 52 mg (0,72 mmol, 

opět 1,2 stechiometrického násobku) ethylaminu také v předstihu solubilizovaného v THF. Po 

ustálení rovnovážného stavu reakce a přidání sypkého silikagelu je použitý solubilizér 

extrahován vakuovým odparem. Synteza se uzavírá flash chromatografickým dělením 

jednotlivých složek směsi a následným využitím výparu za sníženého tlaku při odstranění 

mobilní fáze od výsledného 3-diethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu. Tento se nepodařilo 

v jeho stávajícím skupenství žlutohnědé lepkavé kapaliny ochladit do takové míry, aby byl 

zjištěn bod tuhnutí (tání). 

 

Molekulová hmotnost :     201,23 

Teplota tání :                     - 

Výtěžek :  90 mg (75 % předpokladu)                          
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5.15. Příprava 3-(N-methyl-piperazinyl)pyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 
(13) 

Po vzoru zavedených příprav se 79 mg (0,48 mmol) esenciálního 3-chlorpyrazinu-2,5-

dikarbonitrilu plně solvatovaného v THF nechá za běžné teploty za permanentního míchání 

zreagovat s 120 mg (1,2 mmol) N-methyl-piperazinu také plně solubilizovaným THF. Po 

nezbytné 1 hodině nutné ke vzniku cílové látky následuje zaběhlý postup s absorpcí na 

silikagel a odpaření zbytkového THF za sníženého tlaku. Posléze se odstraní odpadní 

produkty syntezy flash chromatografií reverzním složením mobilní fáze z důvodu zvýšené 

polarity předpokládaného 3-N-methyl-piperazinylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu. Finálním 

stupněm celého procesu jest vakuový odpar mobilní fáze a zisk požadované sloučeniny. 

 

Molekulová hmotnost :     228,25 

Teplota tání :                     101-102 °C 

Výtěžek :                           78 mg (71 % předpokladu) 
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5.16. Příprava 3-N-morfolinylpyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

 
(14) 

S předpokladem výtěžku 110 mg produktu se do reakční směsi s 84 mg (0,51 mmol) mateční 

molekuly 3-chlorpyrazinu-2,5-dikarbonitrilu dilutovaného THF a 62 mg (1,2 násobek 

molárního množství) triethylaminu přikapává bez termické podpory 66 mg (0,77 mmol, také 

1,2 ekvimolární nadbytek) morfolinu solvatovaného THF. Po zavedeném hodinovém průběhu 

substituce se obsah baňky absorbuje na silikagel, čímž usnadníme výpar již zbytného THF 

vakuem. Vedlejší produkty se od zamýšleného 3-N-morfolinylpyrazin-2,5-dikarbonitrilu 

chromatograficky separují elucí reverzním průtokem s nárůstem gradientu ve směru hexanu, 

Na závěr se mobilní fáze od produktu extrahuje rutinním hypobarickým odpařením. 

 

Molekulová hmotnost :     215,21 

Teplota tání :                     126-128 °C 

Výtěžek :                           87 mg (79 % teoretického) 
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6. Výsledky rigorózní práce 

Analytická data a závěry hodnocení antituberkulotické a antimykotické aktivity. Výtěžky 

reakcí a přehled připravených aminoderivátů pyrazinu-2,5-dikarbonitrilu, jejich základní 

fyzikálně-chemické charakteristiky a zjištěná antituberkulotická a antimykotická aktivita. 

 

            IR       Elementární analýza  Log P 

Derivát -R Sumární M.h. t.t. Výtěžekν [cm-1]      (vypočteno/nalezeno) CLogP 

    vzorec  [°C] [%] N-H %C %H %N    

            V2(CN)          

methyl (1) 3- CH4N 
C7H5N5 159,15 164-165 32 3372 52,83 3,17 44,01  0,49 

         2222 52,76 3,25 43,95  

-0.282773

 

ethyl (2) 3- C2H6N  C8H7N5 173,17 129-130 48 3332 55,48 4,07 40,44  0,82 

      2222 55,44 4,17 40,36  

0.246227

 

propyl (3) 
3- C3H8N 
 C9H9N5 187,2 118-119 48 3333 57,74 4,85 37,41  1,31 

      2220 57,64 4,92 37,4  

0.775227

 

butyl (4) 
3- C4H10N 
 C10H11N5 201,23 93-94 53 3347 59,69 5,51 34,8  1,73 

      2223 59,65 5,55 34,85  

1.30423

 

pentyl (5) 3- C5H12N 
C11H13N5 215,25 82-83 39 3346 61,38 6,09 32,54  2,15 

      2222 61,26 6,13 32,57  

1.83323

 

hexyl (6) 
3- C6H14N 
 C12H15N5 229,28 82-83 71 3342 62,86 6,59 30,54  2,56 

      2223 62,86 6,75 30,45  

2.36223

 

heptyl (7) 
3- C7H16N 
 C13H17N5 243,31 84,5-85,5 48 3350 64,17 7,04 28,78  2,98 

      2222 64,02 7,12 28,69  

2.89123

 

oktyl (8) 
3- C8H18N 
 C14H19N5 257,33 82-83 58 3344 65,34 7,44 27,22  3,4 

      2223 65,28 7,49 27,19  

3.42023
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cyklopentyl (9) 
3- C5H10N 
 

C11H11N5 213,24 157-158 39 3337 61,96 5,2 32,84  1,62 

      2229 61,82 5,31 32,79  

1.18923

 

cyklohexyl (10) 
3- C6H12N 
 C12H13N5 227,27 198-199 84 3338 63,42 5,77 30,82  2,03 

      2219 63,32 5,92 30,91  

1.74823

 

cykloheptyl (11) 
3- C7H14N 
 C13H15N5 241,29 164-165 84 3340 64,71 6,27 29,02  2,45 

      2218 64,87 6,4 28,89  

2.30723

 

diethyl (12) 3- C4H10N C10H11N5 201,23 - 75 - 59,69 5,51 34,8  1,95 

      2220 59,64 5,68 34,78  

0.819655

 

N-metyl-piperazinyl 
(13) 3- C5H11N2

C11H12N6 228,25 101-102 71 - 57,88 5,3 36,82  1,03 

      2226 58,05 5,35 36,78  

-0.386346

 

N-morfolinyl (14) 3- C4H8NO C10H9N5O 215,21 126-128 79 - 55,81 4,22 32,54  0,87 

      2224 55,51 4,66 32,5  

-0.947345

 

Tabulka 2 : Vybrané chemicko-fyzikální parametry vytvořených sloučenin 
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6.1. Výsledky hodnocení antituberkulotické aktivity 

Kmen Testovaný derivát v MIC(µg/ml) 
M. tbc  H37Rv 

 
M. kansasii 

235/80 

M. avium 

 80/72 

 

M. avium 

 152/73 

 

methyl (1) 100 100 >200 >200 

ethyl (2) 100 200 >200 >200 

propyl (3) 200 200 200 200 

butyl (4) 100 100 100 100 

pentyl (5) 50 100 100 100 

hexyl (6) 25 50 100 100 

heptyl (7) 12,5 >200 >200 >200 

oktyl (8) 25 100 >200 >200 

cyklopentyl (9) >200 >200 >200 >200 

cyklohexyl (10) >200 >200 >200 >200 

cykloheptyl (11) >200 >200 >200 >200 

diethyl (12) 100 100 >200 >200 

N-methyl-piperazinyl (13) >200 >200 >200 >200 

N-morfolinyl (14) 200 200 >200 >200 

PZA 12,5 >200 >200 >200 

Tabulka 3 : Porovnání antituberkulotických  MIC nasyntetizovaných molekul se standardem 
pyrazinamidem 

 
Jako potencionální antituberkulotika musí molekuly umět překonávat biologické bariéry 

mykobakterií v podobě buněčné stěny a cytoplazmatické membrány zejména s využitím 

pasivního transportu. Tato schopnost silně souvisí s jejich lipofilitou jako schopností 

procházet mezifázovým rozhraním. Lze ji přirovnat k rozdělovacímu koeficientu jako poměru 

rovnovážných koncentrací solutu ve dvoufázovém systemu dvou omezeně mísitelných 

rozpouštědel (nejčastěji n-oktanolu a vody).23 Lipofilita (Clog P) byla zkoumána ve vztahu 

s antituberkulotickou aktivitou (100/MIC). U dříve syntetizovaných sloučenin28,29 mírně 

odlišné struktury - substituovaných N-fenylpyrazin-2-karbonitrilů - se optimálně hodnoty 

Clog P  pohybovaly pod 3.0 nebo převyšovaly 5.3, jelikož však šlo o látky obměňované 

v poloze 6 nelze hodnoty Clog P objektivně porovnávat. 
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 Graf 1 : Grafické vyjádření závislosti lipofility na tuberkulocidní potenci zkoumaných látek 
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6.2. Výsledky hodnocení antimykotické aktivity 

KMEN DERIVÁT TESTOVANÉ LÁTKY – MIC/IC80 /IC50 (µmol.l-1) 

(kód) methyl 

(1) 

ethyl  

(2) 

propyl 

(3) 

butyl 

(4) 

pentyl 

(5) 

hexyl 

(6) 

 

heptyl 

(7) 

KET 

CA 24h >500 >500 >500 500 500 >125 >500 <0,24 

 48h >500 >500 >500 500 500 >500 >500 <0,24 

CT 24h >500 >500 >500 250 500 >500 >500 1,95 

 48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 3,91 

CK 24h >500 >500 >500 500 500 >500 >500 0,98 

 48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 1,95 

CG 24h >500 >500 >500 >500 500 >500 >500 0,49 

 48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 1,95 

TA 24h >500 >500 >500 500 >500 >500 >500 <0,24 

 48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 <0,24 

AF 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 7,81 

 48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 7,81 

AC 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 31,25 

 48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 31,25 

TM 72h >500 250 250 500 >500 >500 3,9 0,98 

 120h >500 250 250 500 >500 >500 7,81 1,95 

Tabulka 4 : Antifungální účinnost části připravených sloučenin v komparaci s ketokonazolem 
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KMEN DERIVÁT TESTOVANÉ LÁTKY – MIC/IC80 /IC50 (µmol.l-1) 

(kód) oktyl 

(8) 

cyklopentyl 

(9) 

cyklohexyl 

(10) 

cykloheptyl 

(11) 

diethyl 

(12) 

piperazinyl 

(13) 

N-morfolinyl 

(14) 

CA 24h >500 >500 >250 >500 250 >500 >500 

 48h >500 >500 >250 >500 500 >500 >500 

CT 24h >500 >500 >250 >500 125 >500 >500 

 48h >500 >500 >250 >500 500 >500 >500 

CK 24h >500 >500 >250 >500 250 >500 >500 

 48h >500 >500 >250 >500 250 >500 >500 

CG 24h >500 >500 >250 >500 62,5 >500 >500 

 48h >500 >500 >250 >500 500 >500 >500 

TA 24h >500 >500 >250 >500 125 >500 >500 

 48h >500 >500 >250 >500 500 >500 >500 

AF 24h >500 >500 >250 >500 250 >500 >500 

 48h >500 >500 >250 >500 500 >500 >500 

AC 24h >500 >500 >250 >500 250 >500 >500 

 48h >500 >500 >250 >500 500 >500 >500 

TM 72h >500 >500 >250 >500 125 >500 >500 

 120h >500 >500 >250 >500 125 >500 >500 

Tabulka 5 : Antimykotické hodnoty MIC druhé skupiny vytvořených látek 
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6.3. IČ spektra a dipolové momenty pyrazinových derivátů 

K potvrzení totožnosti vzniklých molekul přispěly metody infračervené spektrometrie a 

magnetické rezonance. N-H uskupení v syntetizovaných sloučeninách vykazovalo průměrnou 

hodnotu vibrací 3340 cm-1.  Pochopitelně se nevyskytovalo u derivátů vzniklých ze 

sekundárních aminů. Vlnočty C-H vazeb v  postranních řetězcích se pohybují v intervalu 

2850 – 2980 cm-1.  Absorpční pásy karbonitrilů vykazují vrcholy v rozmezí 2220 – 2250 cm-1. 

Výše popisovaná N-H formace se prokazovala navíc mimorovinnými pásy v oblasti 1580 cm-

1 .  

Chemické posuny (δ) 1H protonů nabývají vyšších hodnot ppm v magnetickém poli, čím 

méně jsou stíněné blízkými elektrony. Tedy čím více se nachází v blízkosti elektronegativních 

substituentů odčerpávajících záporný náboj indukčním efektem, případně pokud jsou součástí 

aromatických systémů π elektronů. O takovýchto protonech mluvíme jako posunutých 

k nižšímu poli (downfield). Podle očekávání naopak přítomnost elektroneutrálních (alkyly) či 

pozitivních (ionty) entit více zakrývá jádro vodíku elektrony a posunují tak jeho signál 

k vyššímu poli (upfield) – nižším hodnotám ppm. Vlivy na chemický posun v případu 13C 

jader se dají popsat obdobně jako u protonů, projevují se však výrazně vyššími diferencemi 

ppm. Spektra 13C se vyznačují přehledností a snadno se interpretují, neboť je téměř vyloučena 

interakce mezi jednotlivými izotopy 13C díky jejich nízkému zastoupení v přírodě.  Interakce s 

protony je obvykle vyloučena dekaplingem (ozařování vzorku dalším elektromagnetickým 

polem s frekvencí odpovídající rezonanční frekvenci jader vodíku, což způsobí rychlé 

přechody mezi spiny α a β protonů a vyruší tak interakci s jádry 13C), čímž je záznam zúžen 

na singletové signály.27 Bližší číselná vyjádření nabízí doprovodné analytické shrnutí.      
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6.4. Fyzikálně chemické charakteristiky připravených látek 

3-hexylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (1) 

žlutá krystalická látka; výtěžek: 71%; T.t. 82-84 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.13 (1H, 

s, H6), 5.63 (1H, bs, NH), 3.55-3.45 (2H, m, NCH2), 1.73-1.57 (2H, m, CH2), 1.46-1.27 (6H, 

m, CH2), 0.90 (3H, t, J=6.9 Hz, CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 154.5, 135.3, 130.6, 

117.6, 115.0, 113.9, 41.6, 31.3, 28.8, 26.4, 22.5, 14.0; IR (KBr): 3342, 2926, 2223, 1571; pro 

C12H15N5 vypočteno: C 62.86, H 6.59, N 30.54; nalezeno: C 62.86, H 6.75, N 30.45. 

 

3-cyklohexylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (2) 

 

žlutá krystalická látka; výtěžek: 84%; T.t. 198-199 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.11 

(1H, s, H6), 5.41 (1H, bs, NH), 4.04-3.86 (1H, m, NCH), 2.15-1.93 (2H, m, CH2), 1.89-1.59 

(3H, m, CH2), 1.54-1.14 (5H, m, CH2); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 153.7, 135.2, 130.6, 

117.5, 115.0, 113.9, 50.4, 32.4, 25.3, 24.7; IR (KBr):3338, 2936, 2219, 1581; vypočteno pro 

C12H13N5: C 63.42, H 5.77, N 30.82; realita: C 63.32, H 5.92, N 30.91. 

 

3-heptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (3) 

 

žlutá krystalická látka; výtěžnost: 48%; T.t. 84,5-85,5 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.13 

(1H, s, H6), 5.62 (1H, bs, NH), 3.54-3.45 (2H, m, NCH2), 1.73-1.57 (2H, m, CH2), 1.45-1.21 

(8H, m, CH2), 0.89 (3H, t, J=6.2 Hz, CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 154.5, 135.3, 130.6, 

117.6, 115.0, 113.9, 41.6, 31.6, 28.8, 28.8, 26.7, 22.5, 14.0; IR (KBr): 3350, 2925, 2222, 

1575; analyticky vypočteno pro C13H17N5: C 64.17, H 7.04, N 28.78; zjištěno: C 64.02, H 

7.12, N 28.69. 

 

3-cykloheptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (4) 

 

žlutá krystalická látka; výtěžnost: 84%; T.t. 164-165 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.10 

(1H, s, H6), 5.50 (1H, bs, NH), 4.21-4.05 (1H, m, NCH), 2.10-1.93 (2H, m, CH2), 1.81-1.48 

(10H, m, CH2); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 153.4, 135.1, 130.7, 117.6, 115.1, 113.9, 52.6, 

34.4, 27.9, 23.9; IR (KBr):3340, 2927, 2218, xxxx; teoreticky kalkulováno pro C13H15N5: C 

64.71, H 6.27, N 29.02 ; detekováno: C 64.87, H 6.40, N 28.89. 
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3-oktylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (5) 

 

žlutá krystalická látka; výtěžek: 58%; T.t. 82-83 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.13 (1H, 

s, H6), 5.62 (1H, bs, NH), 3.49 (2H, q, J=6.5 Hz, NCH2), 1.74-1.57 (2H, m, CH2), 1.48-1.18 

(10H, m, CH2), 0.88 (3H, t, J=6.5 Hz, CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 154.5, 135.3, 

130.6, 117.6, 115.0, 113.9, 41.6, 31.7, 29.1, 28.8, 26.7, 22.6, 14.0; IR (KBr): 3344, 2955, 

2223, 1582; pro C14H19N5 vypočteno: C 65.34, H 7.44, N 27.22; skutečnost: C 65.28, H 7.49, 

N 27.19. 

 

3-cyklopentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (6) 

 

žlutá krystalická látka; výtěžek: 39%; T.t. 157-158 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.12 

(1H, s, H6), 5.54 (1H, bs, NH), 4.41-4.26 (1H, m, NCH), 2.24-2.04 (2H, m, CH2), 1.88-1.60 

(4H, m, CH2), 1.59-1.49 (2H, m, CH2); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 153.1, 135.2, 130.6, 

117.6, 115.0, 113.9, 53.4, 32.8, 23.7; IR (KBr): 3337, 2962, 2229, 1578; matematicky pro 

C11H11N5 spočteno: C 61.96, H 5.20, N 32.84; nález: C 61.82, H 5.31, N 32.79. 

 

3-(N-methylpiperazin-1-yl)pyrazin-2,5-dikarbonitril (7) 

 

žlutá krystalická látka; výtěžnost: 71%; T.t. 101-102 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.54 

(1H, s, H6), 3.75 (4H, t, J=4.9 Hz, NCH2), 2.44 (4H, t, J=4.9 Hz, NCH2), 2.21 (3H, s, CH3); 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 154.7, 136.7, 128.9, 128.1, 116.6, 115.6, 54.2, 46.8, 46.7; IR 

(KBr):2925, 2226, 1726, 1552, 1519; analytická kalkulace pro C11H12N6: C 57.88, H 5.30, N 

36.82; zjištěno: C 58.05, H 5.35, N 36.78. 

 

3-propylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (8) 

 

žlutá krystalická látka; výtěžek: 48%; T.t. 118-119 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.13 

(1H, s, H6), 5.68 (1H, bs, NH), 3.52-3.44 (2H, m, NCH2), 1.77-1.61 (2H, m, CH2), 1.01 (3H, 

t, J=7.4 Hz, CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 154.5, 135.3, 130.6, 117.6, 115.0, 113.9, 

43.2, 22.1, 11.2; IR (KBr): 3333, 2964, 2220, 1581; teoretické procentuální zastoupení pro 

C9H9N5: C 57.74, H 4.85, N 37.41; prakticky: C 57.64, H 4.92, N 37.40. 
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3-butylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (9) 

 

žlutá krystalická látka; výtěžnost: 53%; T.t. 93-94 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.13 

(1H, s, H6), 5.66 (1H, bs, NH), 3.50 (2H, q, J=7.3 Hz, NCH2), 1.72-1.57 (2H, m, CH2), 1.50-

1.34 (2H, m, CH2), 0.97 (3H, t, J=7.3 Hz, CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 154.5, 135.3, 

130.6, 117.6, 115.0, 113.9, 41.3, 30.8, 19.9, 13.7; IR (KBr): 3347, 2956, 2223, 1576; pro 

C10H11N5 spočteno: C 59.69, H 5.51, N 34.80; objeveno: C 59.56, H 5.55, N 34.85. 

 

3-pentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (10) 

 

žlutá krystalická látka; výtěžek: 39%; T.t. 82-83 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.13 (1H, 

s, H6), 5.64 (1H, bs, NH), 3.54-3.45 (2H, m, NCH2), 1.74-1.58 (2H, m, CH2), 1.44-1.31 (4H, 

m, CH2), 0.93 (3H, t, J=6.9 Hz, CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 154.5, 135.3, 130.6, 

117.6, 115.0, 113.9, 41.6, 28.8, 28.5, 22.3, 13.9; IR (KBr): 3346, 2929, 2222, 1586; 

analytický výpočet pro C11H13N5: C 61.38, H 6.09, N 32.54; skutečnost: C 61.26, H 6.13, N 

32.57. 

 

3-ethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (11) 

 

žlutá krystalická látka; výtěžek: 48%; T.t. 129-130 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.14 

(1H, s, H6), 5.67 (1H, bs, NH), 3.61-3.50 (2H, m, NCH2), 1.30 (3H, t, J=7.1 Hz, CH3);   13C 

NMR (75 MHz, CDCl3) δ 154.4, 135.3, 130.6, 117.6, 115.0, 113.9, 36.5, 14.1;  IR (KBr): 

3332, 2981, 2222, 1578; kalkulace pro C8H7N5: C 55.48, H 4.07, N 40.44; realita: C 55.44, H 

4.17, N 40.36. 

 

3-diethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (12) 

žlutohnědá viskozní tekutina; výtěžnost: 75%; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.11 (1H, s, 

H6), 3.75 (4H, q, J=7.0 Hz, NCH2), 1.31 (6H, t, J=7.0 Hz, CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) 

δ 152.7, 134.3, 130.0, 116.4, 114.9, 114.1, 44.4, 13.0; IR (KBr):2981, 2220, 1555; teoreticky 

pro C10H11N5: C 59.69, H 5.51, N 34.80 ; prakticky: C 59.64, H 5.68, N 34.78. 
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3-N-morfolinylpyrazin-2,5-dikarbonitril (13) 

 

žlutá krystalická látka; výtěžek: 79%; T.t. 126-128 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.25 

(1H, s, H6), 3.92-3.87 (4H, m, OCH2), 3.87-3.81 (4H, m, NCH2); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) 

δ 154.7, 136.4, 129.6, 117.3, 115.6, 114.5, 66.3, 47.2; IR (KBr):2925, 2226, 1726, 1552, 

1519; pro C10H9N5O vypočteno: C 55.81, H 4.22, N 32.54; detekováno: C 55.51, H 4.66, N 

32.50. 

 

3-methylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril (14) 

žlutá krystalická látka; výtěžnost reakce: 32%; T.t. 164-165 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) 

δ 8.15 (1H, s, H6), 5.76 (1H, bs, NH), 3.11 (3H, s, CH3);  13C NMR (75 MHz, CDCl3) 

δ 155.0, 135.4, 130.6, 117.8, 115.0, 113.9, 28.2; IR (KBr): 3372, 2962, 2222, 1588;  výpočet 

pro C7H5N5: C 52.83, H 3.17, N 44.01; detekováno C 52.76, H 3.25, N 43.95. 
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7. Diskuze 

Z pohledu člověka žijícího v relativně rozvinuté části světa nepředstavuje tuberkulóza 

závažné riziko, přičemž jde o nejrozšířenější infekci na Zemi. Představuje vážný problém 

majicí devastující demografický a socioekonomický dopad na celé světadíly v popředí 

zejména s tropickou Afrikou (v koinfekci s HIV), jihovýchodní Asii a jižní Amerikou. 

Letitost zaběhlé terapie a potřeba čelit stále rezistentnějším mykobakteriálním kmenům (a 

mimojiné i vidina ekonomického benefitu při vědeckém úspěchu) vedla na konci minulého 

století k nastartování produktovodů v oblasti nových léčiv. Pro praxi nejnadějněji se jeví látky 

odvozené od chinolonů a s inovativním mechanismem účinků od nitroimidazolů, které 

podstupují poslední fáze klinického zkoušení, od nichž však vede ještě dlouhá cesta ke vzniku 

nového léčiva. 

V přímé souvislosti s praktickou činností byla krátce předeslána reaktivita pyrazinového 

uskupení jako molekuly nesoucí již ověřený antibakteriální účinek a s tímto potenciálem 

vhodné ke strukturním obměnám cestou na rozdíl od jiných diazinů nukleofilních ataků. 

Syntéza probíhala jednostupňově jednoduchou reakcí chlorpyrazindikarbonitrilu s řadou 

primárních alifatických i aromatických a sekundárních aromatických aminů. Zároveň byl 

vinou boční reakce zaznamenán vznik vedlejších produktů amidinů, které však nebyly až na 

výjimky izolovány a bez výjimek nepodstoupily biologické testování. Mnohem časově 

náročnější čištění sloučenin nežli syntéza samotná (včetně vakuové evaporace) probíhalo 

vysokoúčinnou flash chromatografií s průměrným výtěžkem nepříliš uctivých 59%. Potvrzení 

totožnosti a čistoty molekul přineslo zejména následné ověření za pomoci IČ a 1H a 13C NMR 

spektry.  

Metodika mikrobiologického hodnocení byla podrobně popsána s ohledem na zaběhlé 

postupy při zaměření se na nejfrekventněji se vyskytující patogeny.  

Zajímavě vyznívá fakt, že Doležalem et al.30 v minulosti připravené a jen minimálně 

strukturně (poloha 2) obměněné látky 3-alkylamino-5-kyanpyrazin-2-karbamidy nevládly 

žádnou antibakteriální silou. Lze tedy předpokládat korelaci antimikrobního účinku se značně 

specifickou substitucí pyrazinového kruhu. Je možné se také pozastavit nad skutečností, že 

mykobakteria non-tuberkulózního druhu nevykazují přítomnost pyrazinamidasy nutné ke 

konverzi PZA na kyseliny pyrazinkarboxylovou a jsou tudíž k PZA zcela necitlivé. Ovšem 

v sérii testovaných látek (konkrétně u propyl, butyl, pentyl, hexyl a oktyl derivátů) byly 

zaznamenány snížené MIC i v spojitosti s těmito kmeny. Pravděpodobně tedy narážíme na 

jiný mechanismus účinku pozorovaný u chlorovaných derivátů pyrazinu založený na možné 
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inhibici FAS I (Fatty Acid Synthase) odpovědné za syntézu mykolových kyselin jako 

esenciálních složek lipidové stěny mykobakterií31. Nejvyšší inhibice M. tuberculosis (12,5 

µg/mL) byla zaznamenána u druhého alifatického testovaného derivátu heptylu. Lze 

vysledovat gradientově rostoucí účinek v řadě methyl → heptyl mající pravděpodobně 

souvislost se zvyšující se lipofilitou a tedy příznivějším prostupem barierami do nitra bakterií. 

Bylo by zajímavé v syntézách logaritmické posloupnosti pokračovat a potvrdit zlom efektu 

alifatických derivátů právě u sedmiuhlíkatého zbytku. Hegemonii v analogické řadě  narušuje 

sloučenina s propylovým zbytkem podle MIC dvakrát méně bakteriostatičtější nežli sousední 

ethyl a butyl, přičemž hodnota Clog P u daných sloučenin stoupá s téměř aritmetickou 

posloupností. Cyklické zbytky mají za následek objemnější tvar celé molekuly, čímž 

pravděpodobně stericky brání přístupu aktivační hydrolyzující amidasy v mykobakteriích 

(bereme-li v potaz stejný mechanismus účinku s PZA). Konečným důsledkem jsou MIC 

vyhodnocené nad referenční mez (>200 µg/mL). Zbytky heterocyklického charakteru 

(piperazin, morfolin) vinou obsahu více nežli jednoho polárního atomu dodávají celým 

finálním sloučeninám hydrofilní povahu, čímž zpravidla ztíží vlastní afinitu k lipoglykanové 

bakteriální stěně. 

Co se týká antimykotického testování, pozoruhodně se jeví obstojné výsledky heptyl derivátu 

pouze kontra Trichophyton mentagrophytes a relativně uspokojivý efekt diethylového 

uskupení na mykostázu všech testovaných kmenů. Nicméně s ohledem na mykocidní 

schopnosti diazolu ketokonazolu jako předloženého standardu demonstrovaného jeho 

vypovídajícími minimálními hodnotami MIC, nelze předpokládat další využití nově 

připravených sloučenin v této oblasti.  
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8. Závěr 

Majoritním cílem této práce byla příprava v odborné chemické literatuře dosud 

nepublikovaných molekul s hypotetickým tuberkulocidním efektem. 

 

1. 3-methylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril 

2. 3-ethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril 

3. 3-propylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril 

4. 3-butylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril 

5. 3-pentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril 

6. 3-hexylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril 

7. 3-heptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril 

8. 3-oktylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril 

9. 3-cyklopentylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril 

10. 3-cyklohexylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril 

11. 3-cykloheptylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril 

12. 3-diethylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril 

13. 3-methylaminopyrazin-2,5-dikarbonitril 

14. 3-N-morfolinylpyrazin-2,5-dikarbonitril 

 

Vytvořené sloučeniny byly popsány elementární analýzou, teplotou tání, IČ spektrem, 1H a 

13C NMR spektry. 
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