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Abstrakt

Tato prace se =zabyvd syntézou a biologickym hodnocenim potencidlnich
dekontaminac¢nich ¢inidel ze skupiny kvarternich amoniovych soli odvozenych od 4-
aminopyridinu. U nové pfipravenych latek byl testovan cytotoxicky efekt na savci
bunécné linit CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary). Na bunééné linii byla méfena hodnota
inhibi¢ni koncentrace zptisobujici 50% inhibici rastu (ICsp) za pouziti kolorimetrického
MTT testu, pii kterém dochazi k preméné Zzluté tetrazoliové soli Zivotaschopnymi
bunikami na fialové zabarveny formazan, ktery je mozné hodnotit spektrofotometricky.
Byly porovnany hodnoty ICsy pfipravenych latek s hodnotami ICsy benzalkoniovych
soli pouzivanych jako standardni biocidni latky. Déle byl hodnocen vliv struktury na
v porovnani se standardnimi benzalkoniovymi solemi. Byl potvrzen trend, Ze s rostouci

délkou alkylového fetézce stoupa cytotoxicita.

Klic¢ova slova: cytotoxicita, MTT test, kvarternizace, kvarterni amoniové soli



Abstract

This work deals with the synthesis and biological evaluation of potential
decontaminants based on quaternary ammonium salts derived from 4-aminopyridine.
Novel substances were tested for cytotoxic effect on the mammalian cell line CHO-K1
(Chinese Hamster Ovary). An inhibition concentration of 50 % (ICsy) was discovered
on the cell line while using colorimetric MTT assay, where yellow tetrazolium salts are
converted by viable cells into purple formazan, which can be evaluated
spectrophotometrically. Values of ICsp were compared with ICsy values of
benzalkonium salts used as standard biocides. Furthermore, the effect of structure on
cytotoxicity was evaluted. Novel substances were found to be more toxic in comparison
to standard benzalkonium salts. A trend was confirmed—the longer the alkyl chain, the

higher its cytotoxicity.
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Seznam zkratek a symboll

CHO-K1
DMSO
G+

G-
HPLC
HRMS
ICso
KAS
MTS

MTT
NMR
WST-1
XTT

Ovarialni bunky kiecka ¢inského (Chinese Hamster Ovary)
Dimethylsulfoxid

Gram-pozitivni

Gram-negativni

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

High resolution mass spectroscopy

Polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace (inhibitory concentration)
Kvarterni amoniové soli
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-
2H-tetrazolium

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid

Nuklearni magneticka rezonance
2-(4-iodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2 H-tetrazolium
2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2 H-tetrazolium-5-karboxanilid



1 Uvod

Nozokomidlni nakazy jsou definované jako nakazy, jejichz vznik souvisi s pobytem
nebo oSetienim ve zdravotnickém zafizeni [1]. Ve vyspélych statech tvofi tyto
infekce 7% podil zcelkového mnozstvi registrovanych infekénich onemocnéni,
v rozvojovych zemich se jedna az o 10% podil [1]. Nozokomidlni ndkazy je mozné
omezit rliznymi strategiemi - vyuzitim kontrolnich programi, antimikrobidlnich
ptipravkli nebo omezenim naduzivani antibiotik. Rezistentni kmeny bakterii uz ale
existuji a stale vznikaji nové. Jednim ze zptsobu, jak zajistit dekontaminaci prostredi,
objektl a osob, kde se tyto kmeny nachazi, je pouzivanim a stfidanim antimikrobialnich
latek. Do této skupiny latek spadaji i kvarterni amoniové soli, jejichZ uplatnéni v praxi
je Siroké.

Volbu antimikrobialniho prostiedku ovlivituje mnoho faktori: citlivost kazdého
druhu mikroorganismu na dezinfekéni prostiedek je jina, ucinek na rGzné
mikroorganismy se li$i, dezinfekéni prosttedek méa plsobit na cely povrch
dezinfikovaného objektu a nesmi poSkozovat dezinfikované objekty ¢i aplikujici
persondl [2]. Pro optimalizaci vSech faktor( je nutné rozSifovat paletu dezinfekcnich
pripravkll o nové latky, nasledné je charakterizovat a testovat jejich u¢innost. Prvnim
krokem po syntéze novych latek mohou byt cytotoxické testy na buné€cnych liniich pro
uréeni ICsp, coz je koncentrace, kdy dochazi k 50% inhibici riistu bunék. Tyto testy

definuji bezpecnost pouziti latky, a zda je mozné ji pouzivat i na lidi.



2 Teoreticka Cast

2.1 Dekontaminacni metody

V roce 1847 Ignac Filip Sommelweis, madarsky Iékat, polozil zéklady antisepse
navthem myti rukou pied lékafskym zakrokem [3]. Za tento navrh byl z prace
propustén. V jiné nemocnici vSak na jeho napad pohlizeli jinak. Po uvedeni jeho ndvrhu
do praxe se snizil po€et umrti zZen pii porodu z 25 % na pouhé 1 %. V roce 1876 Robert
Koch, némecky I¢kat a mikrobiolog, zjistil, Ze ptivodcem mnohych nemoci jsou
patogenni bakterie [4].

Objev antibakteridlnich vlastnosti penicilinu Alexandrem Flemingem z roku 1928
vedl k rozvoji novych antibiotickych latek a naslednému snizeni morbidity a mortality
dasledkem bakteridlni infekce [3]. Antibiotika zasahuji do rGznych rastovych fazi
bakterii. Bakterie jsou schopny se na tento mechanismus adaptovat a opét se mnoZit.
V dnesni dob¢ dochézi k naduzivani antibiotik, a i diky tomuto se rezistence bakterii
siln¢ zvySila. Mnoho bakterii disponuje schopnosti piezit na suchych, nezivych
objektech po dobu mnoha mésicli, coz ohrozuje pacienty v nemocnicnich zafizenich
nozokomialni nadkazou [5].

Biocidni dezinfek¢éni latky, do kterych se fadi 1 ndmi syntetizované a testované
kvarterni amoniové soli (KAS), na rozdil od antibiotik zabijeji bakterie nespecifickym
zpusobem, coz bakteriim snizuje Sanci vybudovat si rezistenci [3]. Rezistence bakterii a
virtl je stale rostoucim trendem, a proto je nutné vyvijet nové latky a snaZzit se je zavadét
do praxe.

Dekontaminace jako pojem shrnuje vSechny procesy odstranujici nebezpecné latky,
radioaktivitu nebo mikroorganismy z prostiedi, predmétii nebo osob [2]. Podle urovné
ucinnosti se dekontaminace d€li na sanitaci (nebo-li mechanickou ocistu), dezinfekei,
vyssi stupen dezinfekce a sterilizaci [6]. Sanitace je fada postupl, které snizuji nebo
odstranuji necistoty chemického plivodu nebo biofilmy. Dezinfekce zahrnuje snizeni ¢i
odstranéni  mikroorganism.  Vy88§i stupenn  dezinfekce zahrnuje usmrceni
mikroorganismi, ale ne zneSkodnéni vysoce rezistentnich spor. Steriliza¢ni procesy

vedou kusmrceni mikroorganismti vcetné¢ spor [6]. KAS se fadi predevSim do
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dezinfek¢nich cCinidel, proto jsou v této praci rozebrany vice dezinfekce.

2.1.1 Dezinfekce

Pro zacatek je nutné pochopit rozdil mezi dezinfekci a sterilizaci [6]. Dezinfekce je
redukce mikroorganismil na iroven pfijatelnou pro dalsi pouziti objektu a pro preruseni
cesty ndkazy od zdroje k hostiteli. Sterilizace je ociSténi povrchu od vSech
zivotaschopnych mikroorganismli vcéetné odolnych spor. Dezinfekce se rozdeluje na
fyzikélni, chemickou a fyzikalné-chemickou. Fyzikalné-chemicka dezinfekce vyuziva
soucasné¢ho pulsobeni fyzikalnich i chemickych postupii. V praxi se pouziva napf.
paroformaldehydova dezinfek¢ni komora, ktera vyuziva vodni paru o 45 — 75 °C a pary
formaldehydu [2,7]. Fyzikalné-chemické metody v nasledujicich kapitolach nejsou

podrobnéji rozebirany.

2.1.1.1 Fyzikalni dezinfekce

Metody fyzikalni dezinfekce byvaji ekologicky Setrnéjsi nez metody chemické [2,6].
Do metod fyzikalni dezinfekce se fadi var ve vodé za atmosférického tlaku po dobu
30 minut, var v pfetlakovych nadobéach po dobu 20 minut, uziti pary s teplotou vyssi nez
90 °C po dobu 10 minut, proudici horky vzduch o teplot¢ 110 °C po dobu 30 minut,
pasterizace, UV zéfeni, chlad, filtrace a spalovani. Filtrace neni formaln¢ povazovana
za dezinfekéni metodu, neni biocidni, jednd se pouze o fyzické odstranéni
mikroorganismt z plynti nebo kapalin. V této kapitole jsou podrobnégji rozebrany

metody vyuZzivajici teplo, chlad a radiaci, které jsou v praxi nejbéznéjsi.

Teplo

Dezinfekce teplem se vyuzivéa v praxi velmi Casto a funguje téméf univerzalné [8].
Jedna se o pfenos energie z jednoho systému do druhého na zakladé rozdilu teplot.
Teplo ptechazi z okoli na objekt kondukci (ptes povrch), konvekci (pfes kapalinu nebo
plyn) nebo radiaci (pfes elektromagnetické zatfeni nebo Castice). Teplo je letalni pro

vSechny mikroorganismy, u¢inek se 1i8i pouze toleranci k riizn€ vysokym teplotam [8].
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Vl1hké teplo je velmi G€inné a v praxi casto pouzivané [8]. Energie se pfenasi vodou,
ktera ma vysokou tepelnou kapacitu a pienasi tak energii efektivné. Provedeni
dezinfekce vlhkym teplem probiha ponofenim do horké vody nebo vyuzitim vodni pary.
Suché teplo se pouziva hlavné pfti teplotach vyssich nez 140 °C [9]. Znamym uzitim této
metody v primyslu je pasterizace mléka.

Pti uziti tepelné dezinfekce je nutné zvazit nevyhody [8]. Pii pasterizaci muze dojit
ke zméné chuti produktu [10], mize dojit k degradaci dezinfikovaného materialu,
chirurgické nastroje by se mély pouzivat ihned po vychladnuti. U nékterych

gramnegativnich bakterii mize dojit k uvolnéni endotoxinti [11].

Chlad

Metoda vyuzivajici chlad je spise vhodna pro uchovani mikroorganismu nez k jejich
likvidaci [8]. Snizeni teploty pod 10 °C ma biostatické az biocidni ucinky. V pocatku
dochazi k zastaveni ¢innosti enzymu v buiice, ¢imz se zastavi reprodukce. Pro uchovani
je nutné zvazit, zda zvoleny mikroorganismus neni psychrofilni, tedy zda nema

schopnost se mnozit jesté pii 4 °C.

Radiace

Radiace je pfirozeny proces, kdy se nestabilni jadro zbavuje piebyte¢né energie do
bodu stability rozpadem na ¢astice nebo vyzafenim elektromagnetického zateni [8,12].
Vznik vysoce energetickych Castic je pro mikroorganismy letalni. V praxi se a Castice
nevyuziva, protoze neni dostate¢né pronikava. Vyuzivaji se pouze urychlené Castice  a

zafeni v, z neionizujiciho zéfeni pak nejvice UV zafeni.

2.1.1.2 Chemické dezinfekce
Chemické dezinfekce slouzi ke zni¢eni mikroorganismi roztokem nebo aerosolem o
pfedem definovaném slozeni a koncentraci [2]. Provedeni mulze byt postiikem,
ponofenim, otfenim, pénou ¢i aerosolem. Mnozstvi pouzitého ptipravku je stanovené
tak, aby se dosdhlo dostatecné ucinnosti dezinfekce a zaroven aby nedochéazelo ke

zbyte¢nému poskozeni Zivotniho prostfedi. U chemickych piipravki je nutné sledovat
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jejich uc€inky - bakteriostatické latky inhibuji rast bakterialni kultury, baktericidni
piipravky je usmrcuji [8]. Do skupiny chemickych dezinfekci se fadi zasady a kyseliny,
oxidacni prostiedky, halogeny, slouceniny tézkych kovti, alkoholy, aldehydy, tenzidy a
cyklické slouceniny [6]. Do skupiny tenzidl patii KAS, kterym je vénovana samostatna

kapitola. V této kapitole jsou rozebrany pouze nckteré skupiny latek.

Zasady a Kkyseliny

Organické kyseliny se vyuzivaji hlavné¢ pro prezervaci a v mensi mife jako
dezinfekéni ¢inidla [13]. Silné anorganické kyseliny, jako naptiklad kyselina
chlorovodikova nebo sirova, maji v niz§ich koncentracich bakteriostatické ucinky, ve
vysSich plsobi baktericidné. Kyselina chlorovodikova je efektivni i proti sporam kmene
Bacillus subtilis [14]. Bezné¢ se ale tyto kyseliny nevyuzivaji z divodu bezpecnosti.

Vysoce koncentrované roztoky hydroxidu sodného a hydroxidu draselného se
pouzivaji k ¢isténi a dezinfekci nemocnicnich pfedméti, naptiklad nastroji, které ptisly
do kontaktu s krvi [8]. Tyto zasady funguji na Siroké spektrum mikroorganismt, a také
na priony, které vykazuji velmi vysokou odolnost vici dezinfekénim metodam. Obecné
témto hydroxidiim odolavaji pouze nékteré extremofilni organismy. Nevyhodou je, ze

pfi jejich pouziti dochézi k poSkozeni povrchil nastrojl.

Aldehydy

Z aldehydt jsou svymi ucinky nejvyznamnéjsi glutaraldehyd a ortho-ftalaldehyd,
které funguji jako nizkoteplotni, tekuté dezinfek¢ni prostiedky pro nemocni¢ni néstroje
citlivé na vysokou teplotu, napt. endoskop [13]. Funguji dobfe v rozmezi pH 4-9, ale se
zvySujicim se pH jejich antimikrobialni aktivita stoupd. V alkalickém prostiedi vSak
muze dochazet k polymerizaci, kterd snizuje zivotnost téchto dezinfekénich prostredkt
[11,12]. Formaldehyd, ktery se také tfadi do této skupiny, se pouzivad jako povrchova
dezinfekce v laboratornim prostiedi. Pouzivani aldehydt se kvili korozivnim u¢inkiim

omezilo.
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2.2 Kvarterni amoniové soli

Ackoliv se o baktericidnich t¢incich KAS védélo jiz na zacatku 20. stoleti, zajem o
n¢ na trhu nastal az v roce 1935 [15]. Jako dostupné dezinfekéni prostiedky byly diive
soli odvozené od rtuti, u kterych byl problém s toxicitou, a alkohol, ktery byl drahy.
Ocekavalo se, ze dezinfekéni pripravky budou bez zapachu, bezbarvé, dobie rozpustné
ve vodé¢ a budou mit dobrou ucinnost. Tyto pozadavky spliioval N-dodecyl-N,N-

dimethylbenzenmethanamonium chlorid, znamy pod nazvem Zephirol [15].

2.2.1 Struktura

KAS patii z chemického hlediska do povrchové aktivnich latek a jsou obecného
vzorce NR; X (viz obr. 2.1) [16]. Pozitivné nabitou ¢asti je kvarterni atom dusiku, ktery
je kovalentné vazany na ¢tyfi atomy uhliku, R nejéastéji zastupuji uhlovodikové zbytky.
Kvarterni dusik zde vyuziva vSechny své valen¢ni elektrony. Tii elektrony vstupuji do
kovalentni vazby a zbyvajici dva do vazby donor-akceptorové, coz dusiku poskytuje
kladny ndboj. Kvarterni kation neni zavisly na pH. Aniontovou cast X zastavaji
vétSinou halogenidy, ale je mozné se setkat i s jinymi aniontovymi skupinami [13].

S jejich strukturou souvisi jejich baktericidni u¢inky. Antimikrobidlni aktivitu lze tak
snadno modifikaci struktury uzplsobit pro dané potieby [3]. Pro vysokou
antimikrobidlni aktivitu je nutné, aby alespon jedna ze ctyf alkylovych skupin byla

v poétu uhlikéi Cs — Ci [13].

Obr. 2.1: Obecny vzorec KAS (kresleno v ChemDraw Ultra 12.0).
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2.2.2 Mechanismus G¢inku

Schéma interakce KAS a cileného mikroorganismu je mozné popsat tiemi
kroky [13]. Pfi prvnim kroku dochéazi k navdzani biocidni latky na bunécnou sténu,
nasledné dochézi k proniknuti latky skrz membranu do cytoplasmy, kde mtize reagovat
s intracelularnimi proteiny a nukleovymi kyselinami. Pfi proniknuti latky do bunky
dochdzi k rozruSeni bunécné stény, buiika ztrati svou integritu a dojde k Gniku obsahu
do okoli. Mechanismus u¢inku se vSak pro rizné chemické latky lisi.

Antimikrobialni uc¢inek

Obecné je znamo, ze KAS plisobi na bunéénou membranu bakterii, coz po zniceni
integrity bunky vede k jejimu zéaniku [3]. Tento proces neni Upln€é objasnény na
molekularni trovni a existuji dvé teorie.

Bunécna sténa grampozitivni (G+) a gramnegativni bakterie (G-) se lisi [8]. Mnoha
studiemi bylo prokazano, Ze G+ bakterie byly vice citlivé k biocidnim latkam. Struktura
bunécné stény se sklada z nékolika vrstev peptidoglykanu a teichoové kyseliny [17-19].
G+ bakterie maji pouze jednu fosfolipidovou dvojvrstvu, a to v cytoplazmatické
membrané. Bunécna sténa G+ bakterii tak snadno propousti latky o vysoké molekulové
hmotnosti, coz vysvétluje jejich vyssi citlivost viici KAS a dalsim bakteriocidnim
latkam.

G- bakterie vykazuji vyssi rezistenci proti biocidnim latkam [8]. Cytoplazmaticka
membrana je chranéna jednou vrstvou peptidoglykanu, ktery je lipoproteiny ukotven
k vn&jsi lipidové dvojvrstvé, ktera se sklada z fosfolipidli (na vnitfni strané) a
z glykolipidii (vngjsi strana), které jsou kryté lipopolysacharidy [20]. Pfidana lipidova
dvojvrstva je u€inné€jsi ochrana pro G- bakterie proti biocidnim latkam.

Cytoplasmatickd membrana je tvofena dvéma vrstvami fosfolipidd [7,16].
Fosfolipidy v membrané se skladaji z hydrofobnich uhlikatych ocasi z mastnych
kyselin, z nichz jeden byva nenasyceny, a z hydrofilni hlavy, ktera se sklada z fosfatu a
glycerolu. Na glycerol se navazuji uhlikaté ocasy. Tato struktura jim poskytuje amfifilni

charakter. V bunice je dvojvrstva tvofena tak, Ze hydrofobni ¢asti molekul jsou uvnitf
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dvojvrstvy a hydrofobni jsou na okraji [8,21]. Fosfolipidy nesou zaporny naboj, ktery je
vyvazen vapenatymi a hofeCnatymi kationty. Peptidoglykanova vrstva je
polysacharidovy utvar, ktery obsahuje opakujici se jednotky sacharidi N-
acetylglukosaminu a N-acetylmuramové kyseliny, dava buiice tvar a stabilitu a chrani
snadno poskoditelnou fosfolipidovou membranu. Peptidoglykanova vrstva je propustna
pro riizné metabolity, ale 1 pro nékteré cizorodé latky, kam patii 1 KAS. G+ bakterie
maji peptidoglykanovou vrstvu piiblizné 4x siln€jsi oproti G- bakteriim. KAS jsou
ucinné predevs§im viici G+ bakteriim, pro které mtize byt letalni koncentrace od 0,0005
%, priblizné od 0,0033 % zacinaji byt letalni i pro G- bakterie [22]. KAS jsou ucinné,
jen pokud jsou samy amfifilniho charakteru a shoduji se tedy s charakterem fosfolipidi.
Alkylovy fetézec nasledné rozrusi fosfolipidovou vrstvu a bunka pfijde o svou integritu
a esencialni latky pro jeji Zivotaschopnost.

Druhy mechanismus se zakladd na tom, Ze rozruseni buiky souvisi s rozdilnou
afinitou k aniontiim [8]. Pokud by tedy pozitivné nabité KAS pronikly do buiky, tak je
pro vyrovnani néaboje nutné, aby se jiné kationty, naptiklad vapenaté, z povrchu
membrany odloucily. Tyto kationty jsou nutné pro stabilizaci fosfolipidové membrany a
jejich absence zpiisobi jeji rozpadnuti. Tento mechanismus by vysvétloval, pro¢ jsou
KAS toxictéjsi pro prokaryotni buiiky nez pro eukaryotni. Vné&jsi vrstva eukaryotnich
bunék je tvofena lipidy s amfoternim charakterem, nepotiebuje tedy jiné kationty pro
stabilitu.

KAS jsou nejucinnéjsi vaci G+ bakteriim, proti jinym mikroorganismim je jejich
ucinek niz$i, naptiklad proti virim je jejich aktivita omezend [13]. Pisobi hlavné proti
lipofilnim virim, kam se fadi naptiklad herpes simplex virus, ale proti hydrofilnim
(neobalenym) virim ma velmi slabé ucinky. KAS piisobi také na houby, ackoliv se
jedna spiSe o ulinky statick¢é nez fungicidni [23]. G- bakterie, jako E. coli, P.
aeruginosa a S. typhimurium, KAS po pfijmuti do bunky opét vylucuji [24]. Bylo
hlaSeno mnoho pfipadi, kdy roztok KAS byl kontaminovan G- bakteriemi.
Antimykobakterialni u¢inky KAS nemaji, zfejmé kviili hydrofobni povaze membrany

mykobakterii [13].
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2.2.3 Pouziti KAS

KAS se casto vyuzivaji v kosmetickém primyslu [13]. Benzalkonium chlorid se
pouziva k oSetfeni neporusené¢ klze ptred operaci. Krémy pfipravované z KAS se
pouzivaji u déti na oSetfeni vyrazky z plin zpisobené mikroorganismy produkujici
amoniak [13]. V nékterych statech je benzalkonium chlorid jeden z mala uznanych
ptipravkli pro prezervaci ocnich kapek [25]. Benzethonium chlorid se pouziva pro
redukci ristu zelenych fas v bazénech [13]. Cetylpyridinium chlorid se vyuziva hlavné
v kosmetickém priimyslu, naptiklad do deodorantii, pén po holeni nebo Samponti.

Diky témto vlastnostem jsou KAS vyuZivany pro klinické ucely a casto jako

antiseptika [26].

2.2.4 Obecny postup piipravy KAS
Popisy prvni syntézy KAS se v publikacich objevily koncem 19. stoleti [27]. Obecné
existovaly tfi zplsoby syntézy. Prvni je neutralizace volné amonné baze kyselinou,
druha je konverze, kdy dojde ke vzniku nerozpustné latky a KAS a tfeti je alkylace
amint. Alkylace tercidrnich amint probihd pomoci alkylhalogenidu (viz obr. 2.2) [28].
Jednd se o tzv. couplingovou reakci. Poprvé byla popsana vroce 1890 N.

Menshutkinem, po némz byla pojmenovana [28].

©
R, X
3 1 ®
~y" » R, T R,
R2 R3

Obr. 2.2: Schéma alkylace terciarniho aminu (kresleno v ChemDraw Ultra 12.0).

17



2.3 Tetrazoliové  kolorimetrické  testy pro  stanoveni
cytotoxického ucinku

Pro in vitro stanoveni cytotoxického ucinku testovanych latek je nutné znat pocet
zivotaschopnych bun€k na konci experimentu. Pro tato stanoveni je mozné vyuzit
kvantitativni kolorimetrické testy, které jsou zalozené na tetrazoliovych solich [29].
Strukturné jsou tyto latky heterocyklické organické slouCeniny, které byly poprvé
pfipraveny v roce 1894. Az vroce 1941 byly tyto latky propojeny s biologickymi
vyzkumy [30]. Touto metodou je mozné detekovat pouze zivé bunky a signél ziskany z
téchto bunék je zavisly na jejich aktivité. Kromé cytotoxicity se testy bunécné viability
pouzivaji i ke sledovani proliferace nebo ¢innosti organel [29].

Tetrazoliové soli by se daly rozdélit do dvou skupin na zaklad¢ naboje. 3-(4,5-
dimethylthiazol-2yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) mé naboj kladny, coz mu
umoznuje vstup do bunky. Negativné nabité jsou 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium (MTS), 2,3-bis-(2-methoxy-4-
nitro-5-sulfofenyl)-2 H-tetrazolium-5-karboxanilid (XTT) a 2-(4-iodofenyl)-3-(4-
nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2 H-tetrazolium (WST-1), které¢ do bunky nevstupuji, a
jsou vétSinou pouzivané spolu s akceptorem elektronli pro umoznéni redukce tetrazolia

na jeho zbarveny produkt formazan [31].

2.3.1 MTT test
MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) test je zaloZen na
enzymy (dehydrogenasy, oxidoreduktasy) katalyzované redukci zlutého rozpustného
tetrazoliového barviva na tmavé modry (Casto také oznacovany jako fialovy) formazan
(viz obr. 2.3) [31]. Mnozstvi vzniklého formazanu je pfimo uUmérné mnozstvi
zivotaschopnych bunék. Pomoci spektrofotometrickych metod je mozné zjistit zmény
absorbance pfi vlnové délce 570 nm, pfi které ma formazan absorpéni maximum, a

referenéni vlnové délce 630 nm.
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Obr. 2.3: Struktura MTT, formazanu a pribéh redukce MTT na formazan (pifekresleno z [31] pomoci
softwaru ChemDraw Ultra 12.0).

Touto metodou je mozné urcit pouze zivé builky, mrtvé ztraceji schopnost redukovat
MTT na formazan [32]. Mechanismus této reakce neni zcela objasnény, ale testy na
mitochondriich izolovanych z krysi bunééné linie B12 ukazaly, ze v pfitomnosti
sukcinatu, malatu a glutamatu dochéazi k redukci MTT [32]. Metabolicka reakce téchto
latek probihd v pfitomnosti NADH, coz je koenzym oxidac¢né-redukénich reakcei. Tato
studie ale nevylucuje podil jinych bunéénych organel, napiiklad endosomt a lysosomd,
na redukci MTT.

U této metody je nckolik problematickych aspektl [29]. V prvni fad€ se jedna o
Spatné rozpustné krystaly formazanu, které se hromadi pfevazné uvnitf bunék a je nutné
je pred méfenim absorbance rozpustit. Dfive se pro rozpousténi vyuzival ethanol, ale
dochazelo k precipitaci proteinti, které interferovaly s méfenim. Nasledné se zacala
doporucovat jina rozpoustédla, jako napiiklad isopropanol [31]. Dalsi komplikaci byla
zivna média pro builky, kterd mohou obsahovat fenolovou cerven. Ta pfti ur¢itém pH
muze interferovat s optimalni vinovou délkou pro modry formazan. Pokud je tohoto
kroku tieba, d4 se vyftesit pfevedenim fenolové Cervené na jeji Zlutou formu sniZenim
pH [29].

Ackoliv je tato metoda zavisla na Zivych bunikach, chemikéalie MTT je sama o sobé

toxicka a mtize aktivovat faktory spoustéjici apoptoézu. Inkubace je ¢asové limitovana.
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Bylo zjisténo, Zze po dvouhodinové inkubaci 70 % bunék vykazovalo probihajici
apoptozu nebo bunécnou smrt [33]. Na poskozeni bun¢k se také podili krystaly
formazanu jehlickovitého tvaru, které porusuji integritu bunééné membrany, coz miize
vést ke smrti bunky. I pies veskeré vySe zminéné nevyhody MTT testu, které se daji

snadno vyfesit, stale zistava jednoduchou, ¢asoveé nendrocnou a presnou metodou.

2.3.2 MTS test

Pii MTS testu dochézi k tvorbé formazanu, ktery je v Zzivném médiu rozpustny.
Touto metodou je mozné vyloucit krok nutny k rozpusténi formazanu [31]. Negativné
nabita tetrazoliova stil MTS ma diky svému naboji usnadnéné rozpousténi ve vode, ale
dochazi k zabranéni jejiho vstupu do bunék. Proto je nutné dodat takovou latku,
napiiklad fenazin methyl sulfat, kterd se do bunky dostane, zredukuje se, buniku opusti a

pifemeéni tetrazolium na formazan [31].

2.3.3 XTT test

XTT je dalsi latka ze skupiny tetrazoliovych soli, kterd je redukovéana
dehydrogenasami zivych bun¢k na rozpustny oranzovy formazan [31,34]. Rozpustnosti
bylo dosaZeno pfitomnosti dvou funkénich skupin sulfonovych kyselin obsaZenych v
XTT, které ovlivnily celkovy néboj slouceniny. Testy zaloZzené na XTT oproti vyse
zminénému MTT tedy vynechavaji krok, kdy je nutné intracelularni formazan
rozpoustét [35]. Testovani této metody v porovnani s MTT ukazalo, Ze ani po
¢tythodinové inkubaci nebylo XTT dostatecné zredukovano [29]. Nicméng, s Cinidlem,
které se chova jako akceptor elektrond, se redukce XTT na formazan vyrazné zlepsi. Pti
testech na mnohych lidskych bunéénych liniich (napt. H23, MCR-5 nebo P388) bylo
zjisténo, ze zredukovand latka XTT neni pro bunky toxickd. I po 96-ti hodinach si
buiiky zachovaly schopnost metabolizovat XTT [34]. Pti porovnavani MTT a XTT byla
absorbance po provedeni MTT testu méfena pti 540 nm a po XTT eseji pii 450 nm [34].
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2.3.4 WST-1 test
WST-1 je hlavnim zéstupcem ve vodé¢ rozpustnych tetrazoliovych soli [31]. Diky
této vlastnosti se v porovnani s MTT testem opét miize vynechat krok nutny pro
rozpusténi formazanu [34]. Rozpustnosti ve vod¢ bylo dosazeno ptidanim kladného
nebo zaporného naboje nebo hydroxyskupin na aromatické jadro soli. Latky z této

skupiny obsahuji zdporny naboj neseny sulfonovou kyselinou.
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3 Cil prace
Cilem prace je syntetizovat nové latky ze skupiny KAS dvéma riznymi zptsoby a
nasledné porovnat reakce s literaturou. Dal§im cilem je pro nové syntetizované latky
zjistit hodnotu ICsg a porovnat ji se standardnimi benzalkoniovymi solemi a diskutovat

vztah mezi cytotoxicitou a strukturou latek.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Metodika — organicka syntéza

4.1.1 Pouzity material a chemikalie

Chemikalie pro organickou syntézu
e 4-aminopyridin 98% (A78403, Sigma-Aldrich)
e 1-bromdodekan min. 95% (16970. Sigma-Aldrich)
e 1-bromtetradekan 97% (195332, Sigma-Aldrich)
e 1-bromhexadekan 97% (234451, Sigma-Aldrich)
e 1-butanol 99,9% (537993, Sigma-Aldrich)
e Diethylether p.a. (603-022-00-4, Penta Chemicals)
e Methanol p.a. (603-001-00-X, Penta Chemicals)
e Kyselina octova min 99% (A6283, Sigma-Aldrich)
e Dichlormethan bezvody min. 99,8% (270997, Sigma-Aldrich)
e Chloroform p.a. (17130-12500, Penta Chemicals)

Instrumentalni vybaveni pro syntézu
e TLC: Silica gel Aluminium Plate 60 F,s4 (Merck)
e Rotac¢ni vakuova odparka (4053676, Heidolph)
e Michacka magneticka s topenim AREA (263217, Velp Scientifica)

e Bodotavek Intaco Micro (Intaco Micro spol. s.r.0.)

4.1.2 Zpracovani vysledkii
Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Struktura pfipravenych latek byla ovéfena pomoci '"H NMR a *C NMR na piistroji
Varian VNMR S500, s pracovni frekvenci 500 MHz pro 'H a 125 MHz pro °C, od
firmy Varian Comp. (Palo Alto, USA). Chemicky posun (0) je uvedeny v jednotkach
ppm a je vztazen k tetramethylsilanu, ktery je pouzivan jako interni standard. Analyzu

provadéli pracovnici Katedry anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty
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Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Hmotnostni spektrometrie

Spektra s vysokym rozliSenim byla ziskdna pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) spojené s hmotnostnim spektrometrem (MS). HPLC systém
pouzity pro méieni byl Dionex Ultimate 3000 UHPLC: RS pumpa, RS kolonovy
kompartment, RS autosampler, detektor diodového pole fizeny softwarem Chromeleon
6.80. Hmotnostni spektrometr Q Exactive Plus Orbitrap byl propojen pomoci HESI
(heated electrospray ionization) zdroje a ovladan softwarem Thermo Xcalibur 3.1.66.10.
Analyza byla provedena pracovniky Centra biomedicinského vyzkumu, Fakultni

nemocnice v Hradci Kralové.
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4.1.3 Syntéza 4-amino-1-dodecylpyridinium bromidu (NZ10)

Tab. 4.1: Reak¢éni mnozstvi vychozich latek a teoreticky vytézek reakce.

m [g] n [mol] M; [g/mol] V [ml] d [g/ml]
4-aminopyridin 2,01 2,14-107 94,11 - -
dodecylbromid 7,94 3,19-107 249,25 7,64 1,04

NZ10 7,35 2,14 - 107 343,35 - -
Reak¢ni schéma:
MH,
o

\\\ + C12H25Br —_— ‘

“

Postup: Pii syntéze latky byl pouzit modifikovany postup z ¢lanku [36], navazky

2

CyzHasg

vychozich latek s teoretickym vytézkem produktu jsou uvedeny v tab. 4.1. Vychozi
latka 4-aminopyridin (21,4 mmol) byla rozpusténa v 1,00 ml butan-1-olu. Nasledné
bylo pifidano 7,64 ml dodecylbromidu (31,9 mmol). Reakéni smés byla zahtfivana
v olejové 1azni na 180 °C po dobu 2 hodin. Nezreagovany dodecylbromid byl odstranén
rekrystalizaci produktu z 50 ml diethyletheru. Smés byla zahtata na teplotu 40 °C, poté
prefiltrovana ptes fritu se zrnitosti S4. Pro monitorovani reakce bylo pouzivano TLC

s mobilni fazi methanol/kyseliny octova (10:1).
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4.1.4 Syntéza 4-amino-1-tetradecylpyridinium bromidu (NZ12)

Tab. 4.2: Reak¢éni mnozstvi vychozich latek a teoreticky vytézek reakce.

m [g] n [mol] M; [g/mol] V [ml] d [g/ml]
4-aminopyridin 2,01 2,14-107 94,11 - -
tetradecylbromid 8,73 3,15- 107 277,33 9,37 0,932
NZ12 7,95 2,14-107 371,40 - -

Reak¢ni schéma:

MNH
2 e
Br
NHE
‘ \"\-\\ + C14H29Br S . ‘ N/

7 C gt

@

29

Postup: Postup je modifikovan dle c¢lanku [36], navazky vychozich latek spolu
s teoretickym vytézkem jsou uvedeny v tab. 4.2. V banice byl rozpustén 4-aminopyridin
(21,4 mmol) v 1,00 ml butan-1-olu. Baiikka byla vloZzena do olejové lazné€ o teploté
180 °C a bylo pfidano 9,37 ml tetradecylbromidu (31,5 mmol). Po 2 hodinach byla
reakce zastavena a pfivedena na laboratorni teplotu. Do banky bylo pfilito 50 ml
diethyletheru a bild srazenina, kterd v reakéni smési vznikla, v ném byla rozmichéna.
Reakéni smés byla privedena k 40 °C a nasledné za horka zfiltrovana pfes fritu S4. Pro

monitorovani reakce bylo pouzito TLC s mobilni f4zi methanol:kys. octova (10:1).
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4.1.5 Syntéza 4-amino-1-hexadecylpyridinium bromidu (NZ13)

Tab. 4.3: Reak¢éni mnozstvi vychozich latek a teoreticky vytézek reakce.

m [g] n [mol] M; [g/mol] V [ml] d [g/ml]
4-aminopyridin 2,01 2,14-107 94,11 - -
hexadecylbromid 9,62 3,15- 107 305,36 9,63 0,999
NZ13 8,54 2,14 - 107 399,47 - -

Reak¢ni schéma:

MH, .
\\\ + C16H33Br —_— ‘
| N

“

Postup: Postup byl modifikovan podle c¢lanku [36], navazky vychozich latek a

CigHaa

teoreticky vytézek produktu jsou uvedeny vtab. 4.3. V1,00 ml butan-1-olu byl
rozpustén 4-aminopyridin (21,4 mmol). Reakéni smés byla pfivedena ke 180 °C a do
banky bylo pfidano 9,63 ml hexadecylbromidu (31,5 mmol). Pribéh reakce byl
sledovan pomoci TLC s mobilni fazi chloroform:methanol (10:1). Po dvou hodinach
byla reakce ukoncena. Jakmile reakéni smés byla o laboratorni teploté, bylo pfidano
50 ml diethyletheru a baiika byla zahtata na 40 °C. Bila srazenina, ktera v reak¢ni smési

vznikla, byla odfiltrovana na frit€ se zrnitosti S4.
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4.1.6 Syntéza 4-acetylaminopyridinium bromidu (NZ21)

Tab. 4.4: Reak¢éni mnozstvi vychozich latek a teoreticky vytézek reakce.

m [g] n [mol] M; [g/mol] V [ml] d [g/ml]
4-aminopyridin 4,00 425107 94,11 - -
acetylchlorid 5,01 6,42 - 107 77,99 4,53 1,104
NZ21 5,78 425107 136,06 - -
Reakéni schéma:
O
NH.,
MH

‘ \\\‘\ + C2H3C|O e

S
& |

7

Postup: Postup byl modifikovan podle c¢lanku [36], navdzky vychozich latek a
teoreticky vytézek produktu jsou uvedeny v tab. 4.4. Do dvojhrdlé banky byl navazen 4-
aminopyridin (42,5 mmol). Nasledn¢ byl pfidan chladi¢ se septem a do baiky byla
zavedena inertni atmosféra dusiku. Do bo¢niho otvoru byla umisténa ptikapéavaci baika
s 20 ml bezvodého dichlormethanu a 4,53 ml acetylchloridu (64,2 mmol). Tato smés
byla k 4-aminopyridinu za stdlého michani pomalu pfikapavana. Po dobu piikapavani
byla banikka umisténa v ledové lazni. Po smichéni vychozich latek byla reakéni smés
zahtata na 40 °C po dobu dvou hodin. Po vytemperovani na pokojovou teplotu byla
smés filtrovana. Ziskané krystaly byly rozpuStény v mobilni fazi a aplikovany na 60 cm
dlouhou kolonu plnénou silikagelem. Kolona byla promyvéana isokratickou eluci
chloroform:methanol (10:1). Frakce byly sbirdny do 30ml ban¢k. TLC o poméru
rozpoustédel chloroform:methanol (10:1) bylo pouZito pro monitorovani obsahu frakci.
Byly sbirany frakce oznacené €. 11 — 70. U dalSich frakci TLC zobrazilo pfitomnost 4-

aminopyridinu.
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4.2 Metodika — testovani cytotoxicity

4.2.1 Pouzity material a instrumentalni vybaveni

Bunécény model

Ovariélni buiiky ¢inského kiecka (Chinese Hamster Ovary, CHO-K1), ECACC,
Salisbury, UK

Chemikalie pro cytotoxické testy

Zivné médium: Nutrient Mixture F-12 Ham (N4888, Sigma-Aldrich) + 10 %
Fetal Bovine Serum (FBS) + 1 % Penicillin-Streptomycin (ATB)

FBS: Fetal Bovine Serum (F0804, Sigma-Aldrich)

Antibiotikum: Penicillin-Streptomycin (P4333, Sigma-Aldrich)

Trypsin: Trypsin-EDTA solution (T4049, Sigma-Aldrich)

PBS: Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (D8537, Sigma-Aldrich)

DMSO: Dimethyl sulfoxide p.a., min. 99 %, (D8418, Sigma-Aldrich)

DMSO: Dimethyl sulfoxide p.a., min. 99 % (41644M1000, Verkon)

Alikvoty MTT: 0,5 g Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide 98% (M2128,
Sigma-Aldrich) rozpusténo ve 100 ml PBS, sterilné ptefiltrovano a alikvotovano

po 1 ml (uskladnéno v -20 °C)

Testované latky, které jsou pouzivany v této praci, jsou uvedeny v tab. 4.5. Latky 2-Cy,,

2-Cy4 a 2-Cy¢ byly poskytnuty Centrem biomedicinského vyzkumu v Hradci Kralové.

Syntéza latek NZ10, NZ12 a NZ13 je uvedena v této praci.

Instrumentalni vybaveni a spotiebni material pro cytotoxické testy

Tiepacka Vortex: Wizard s bezdotykovym spinacem, VELP Scientifica
F202A0173
Rezervoar na reagencie: Costar® 50 ml Reagent Reservoir sterile, Corning

Costar 4870
Kultivagni 96-jamkové desti¢ky: TPP® tissue culture plates 92696
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Ultrazvuk: Lazen ultrazvukova, Elmasonic P 30 H

Vodni lazen: PolyScience WA28A12E

Horkovzdusna pistole: Makita HG551V

Termostat: CO, inkubator, Thermo Scientific 311 TC 230
Laminarni box: SafeFlow 1.2, Bioair

Analytické vahy: CPA225D-0CE, Sartorius

Mikroskop inverzni: Optika Microscopes

Spektrofotometr: Multidetek¢ni reader Synergy HT, BioTek SILFTA
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Tab. 4.5: Piehled testovanych latek, jejich oznaceni, systematicky nazev a struktura (ChemDraw Ultra

12.0).

Standardni benzalkoniové soli — poskytnuty Centrem biomedicinského vyzkumu

2-Cq2 N-dodecyl-N-benzyl-N, N- B@
.
dimethylamonium bromid ﬁ) /01 oHos
H 30/ \CH3
2-Cy4 N-tetradecyl-N-benzyl-N, N- B@
i
dimethylamonium bromid ﬁ) /C14H29
H 30/ \CH3
2-Cy6 N-hexadecyl-N-benzyl-N,N- B@
i
dimethylamonium bromid ﬁ /016H33
H 30/ \CH3
Syntetizované latky
NZ10 4-aminododecylpyridinium bromid HEJ
P— T
NZ12 4-aminotetradecylpyridinium bromid HEJ
P— T
NZ13 4-aminohexadecylpyridinium bromid
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4.2.2 Protokol

Nasazeni bunééné linie do kultivaéni nadoby — 1. den

Kultivacni médium a trypsin byly piedem vytemperovany na 37 °C ve vodni lazni.
Z kultivacni lahve obsahujici buitky CHO-K 1 bylo serologickou pipetou (10 ml) odsato
zivné médium. Nasledné byl povrch bunék jemné proplachnut 5 ml PBS, po oplachnuti
bun¢k bylo PBS zlahve odstranéno. Do této ldhve byl pfidan 1 ml roztoku Trypsin-
EDTA solution s 0,25 % trypsinu, ktery byl rovhomérné rozprostfen po dné, a poté byla
lahev 5 minut inkubovéna v termostatu (37 °C, 5 % CO,). Po této dobé bylo pro fedéni
a nasledné pocitani bun€k napipetovéno 1,8 ml zivného média do 5 ml zkumavky a do
kultiva¢ni lahve s bunkami a trypsinem bylo pipetovano 5 ml kultivatniho média
Nutrient Mixture F-12 Ham. Do pfipravené 5 ml zkumavky se z ldhve odebralo 0,2 ml
média s uvolnénymi buiikkami a obsah se promichal. Do Biirkerovy pocitaci komurky
s krycim sklickem bylo pfidano 10 pl obsahu zkumavky. Nésledné se pod mikroskopem
(zvétseni 10x/0,25) pocitalo mnozstvi bun¢k podle tohoto vzorce:

ax*103

4.1
— 7 (4.1)

X =

Pro tento vzorec x odpovida poctu bunck/ml bunécné suspenze, a odpovida
vypogitanému mnozstvi bunék, 10° je zafazeno pro prevod z pl na ml, n odpovida podtu
pocitanych ¢tvercd, 4 hloubce komurky (0,1 mm) a » odpovida fedéni, v tomto piipadé
byly buiiky ve zkumavce zfedény 10x. Pozadované mnozstvi bylo 8000 bunck na jamku
desticky.

Vypocitany objem potiebného zivného média byl pipetovan do rezervoaru na
reagencie, nasledné byl z kultivaéni lahve odebran vypocitany objem odpovidajici
potiebnému mnoZzstvi bunék v médiu. Obsah rezervodru byl promichdn 8-kanalovou
pipetou, poté bylo do kazdé jamky ve sloupcich 1 — 11 pipetovano 100 pl bunécné
suspenze z rezervoaru. Do kazdé jamky 12. sloupce bylo pipetovano 100 ul média bez
bunék. Tento sloupec slouzil jako slepy vzorek. Kultiva¢ni 96-jamkova desticka byla
inkubovéna v termostatu (37 °C, 5 % CO,) po dobu 24 hodin.

V kultivaéni 1dhvi bylo ponechdno vhodné mnozstvi buné¢né suspenze (vétSinou cca
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1,5 ml) a do 10 ml bylo doplnéno nové zivné médium. Nasledné byla ldhev po

zpasazovani vracena do termostatu.

Piidani roztoki KAS do kultivaéniho média — 2. den

Zasobni roztoky testovanych latek byly ptipraveny rozpusténim v DMSO do 1,5ml
zkumavek. Pro zvolenou findlni koncentraci KAS byl vypocitan odebirany objem ze
zasobniho roztoku, ke kterému se do kone¢ného objemu 2 ml doplnilo Zivné médium
(pouzily se 5ml zkumavky). Obsah DMSO ve findlnich roztocich testovanych latek
nesmél piekrocit 0,5 %, protoze DMSO je ve vétsi mife toxické a ovliviiuje méfeni.

Findlni roztok o zvolené koncentraci byl promichan a vloZen do ultrazvukové 1azné.

v

v

jamky.

Méreni 1 [uM] Méreni 2 [uM] Méfeni 3 [uM] | Méfeni 4 [uM]
Min Max Min Max Min Max Min Max

2-Cy; 1,5 200 1,5 200 1,5 200 - -
2-Cy4 1,2 150 1,2 150 1,2 150 - -
2-Cys 1,2 150 1,2 150 1,2 150 - -
. 6 767 0,117 480 0,117 480 0,117 480
NZ10
- - 0,117 zfedéno 10x, 100x a 1000x pro dalsi 3 jamky
. 4,3 549 0,098 400 0,098 400 0,098 400
NZ12
- - 0,098 zfedéno 10x, 100x a 1000x pro dalsi 3 jamky
. 3,8 480 0,049 200 0,049 200 0,049 200
NZ13

- - 0,049 ziedéno 10x, 100x a 1000x pro dalsi 3 jamky

Byly pfipraveny roztoky KAS o poZadovanych koncentracich pomoci dvojkového
fedéni s kultivaénim médiem. V tab. 4.4 jsou uvedeny nejvyssi koncentrace (max.),

které nasledné byly fedény dvojkovym fedénim do nejnizsi koncentrace (min.). U latek

cv v
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stokrat a tisickrat.

Kultivacni desticka byla pfenesena z termostatu do laminarniho boxu. Do nového
rezervoaru, ktery slouzil jako odpadni, byl 8-kanédlovou pipetou odebran obsah jamek
kultivaéni desticky z piedchoziho dne a stejnou pipetou s novymi Spickami bylo do
jamek pfidano 100 pl kazdé koncentrace pfipravenych roztokli v triplikdtu z 96-
jamkového rezervoaru. Do jamek sloupce 12 (slepy vzorek) a do jamek sloupcii 10 a 11,
které byly kontrolnimi sloupci s bunkami, se také ptidalo 100 pl nového média/jamku.
Kultivaéni desticka byla vlozena zpét do termostatu pro 24-hodinovou inkubaci (37 °C,

5% CO).

Inkubace s MTT a méfeni — 3. den

Zivné médium a alikvoty MTT (5 mg/l1 ml PBS) byly vytemperovany na 37 °C ve
vodni lazni. Byl pfipraven prazdny odpadni rezervoar a rezervoar s 10 ml zivného
média promichaného s 1 ml MTT alikvotu pro jednu desticku. Kultiva¢ni desticka byla
pfesunuta z termostatu do lamindrniho boxu a ze vSech jamek byl 8-kanalovou pipetou
odebran obsah do odpadniho rezervoaru. Poté byl opét obsah rezervoaru s médiem a
MTT promichan 8-kanalovou pipetou a do vSech jamek v desticce bylo z tohoto
rezervoaru pipetovano 100 pl. Nasledovala 3-hodinova inkubace v termostatu (37 °C,
5% COy).

Po 3 hodinach byly pfipraveny dva rezervoary, jeden opét odpadni a jeden na
DMSO. 8-kandlovou pipetou byl zjamek kultivacni destiCky odebran obsah do
odpadniho rezervoaru a nasledné bylo pipetovano 100 pl DMSO do vSech jamek
desticky z druhého rezervoaru. Desticka byla umisténa ve specidlnim nastavci na
ttepacku, a tim dikladné promichdna (2 minuty). Nasledn¢ byla desticka bez vicka

vloZena do spektrofotometru a méfila se absorbance pti AL 570/650 nm.
4.2.3 Zpracovani a hodnoceni ziskanych dat

Data byla ziskana z hodnot absorbanci namétenych pii AL 570/650 nm (Gen 5 Ver.

2.0 Data Analysis Software.) a vztazena k priméru vSech kontrolnich jamek
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odpovidajicich danému méteni. Data byla nasledné zpracovana v programu GraphPad
Prism 5 (nelinearni regrese, Ctyfi parametry). Absorbance vsech latek byla métena vzdy
v triplikatu. Méfeni 1 u latek ze série NZ (viz tab. 4.4) bylo vyfazeno pro zvoleni

nevhodného koncentra¢niho rozsahu.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Organicka syntéza

Ptimou kvarternizaci (viz obr. 5.1) byly syntetizovany tfi derivaty 4-aminopyridinu
dle postupu vychazejiciho z ¢lanku [36]. Vytézek latky NZ 10 byl 91,9 % a teplota tani
byla urcena na 130-131 °C. Identita latky byla potvrzena NMR spektrem a vysledky
z HRMS analyzy (viz tab. 5.1). Pii ptipravé latky NZ10 doslo ke vzniku malého
mnozstvi vedlejSiho produktu, kdy oba dusiky byly alkylované¢ dlouhym fetézcem
(potvrzenou pomoci HRMS analyzy). Tato latka byla pii precisténi z vEétsi Casti vymyta
do filtratu. Nicméné se ji nepodaiilo zcela oddélit od latky NZ10. Tento fenomén nebyl

u dal$ich dvou ptipravovanych latek pozorovan.

Tab. 5.1: Vysledky organické syntézy a nasledné analyzy produktu tj. latky NZ10

NZ10

"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8.19 (s, 2H), 7.98 — 7.94 (m, 2H), 7.35 — 7.32 (m, 2H),
4.16 (t,J=17.3 Hz, 2H), 1.81 (p, J = 8.0 Hz, 2H), 1.31 — 1.20 (m, 18H), 0.86 (t, /= 6.9
Hz, 3H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) & 158.94, 141.64, 110.49, 58.45, 31.82, 31.03, 29.52,
29.44,29.35,29.25,29.01, 26.07, 22.60, 14.05.

HRMS: m/z 263.2477 [M'] (vypoéteno pro: [Ci7H3 N,]" 263.2482)

Vytézek: 91,9 % (6,75 g), bila krystalické l4tka Teplota tani: 130-131 °C

Reakce NZ12 probéhla s 92,2% vytézkem produktu NZ12. Teplota tani této latky
byla ur¢ena na 136-137 °C a jeji identita byla potvrzena NMR a HRMS spektrem (viz
tab. 5.2).
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Tab. 5.2: Vysledky organické syntézy a nasledné analyzy produktu tj. latky NZ12

NZ12

"H NMR (500 MHz, CDCl5) & 8.20 (s, 2H), 7.95 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.38 — 7.31 (m,
2H), 4.16 (t,J=7.3 Hz, 2H), 1.87 — 1.77 (m, 2H), 1.33 — 1.19 (m, 22H), 0.87 (t, /= 6.9
Hz, 3H).

BC NMR (126 MHz, CDCls) & 158.97, 141.60, 110.54, 58.48, 31.87, 31.05, 29.63,
29.60, 29.56, 29.48, 29.37, 29.30, 29.03, 26.10, 22.63, 14.07.

HRMS: m/z 291.2791 [M ] (vypoéteno pro: [C1oH3sN,]" 291.2795)

Vytézek: 92,2 % (7,33 g), bila krystalicka latka Teplota tani: 136-137 °C

Vytézek reakce NZ13 byl 91,9 % a teplota tani latky NZ13 byla uréena na 138-
139°C. Identita této latky byla potvrzena NMR a HRMS analyzou (viz tab. 5.3).

Tab. 5.3: Vysledky organické syntézy a nasledné analyzy produktu tj. latky NZ13

NZ13

"H NMR (500 MHz, CDCl3) 3 8.19 (s, 2H), 7.84 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.36 — 7.30 (m,
2H), 4.15 (t,J=17.3 Hz, 2H), 1.88 — 1.76 (m, 2H), 1.31 — 1.19 (m, 26H), 0.86 (t, /= 6.9
Hz, 3H).

BC NMR (126 MHz, CDCl3) § 158.91, 141.55, 110.55, 58.44, 31.88, 31.12, 29.63,
29.61, 29.60, 29.56, 29.50. 29.47, 29.35, 29.28, 29.03, 26.10, 22.63, 14.06.

HRMS: m/z 319.3106 [M'] (vypoéteno pro: [C,1H3oN>]" 319.3108)

Vytézek: 91,9 % (7,85 g), bila krystalicka latka Teplota tani: 138-139 °C
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Vysledky byly porovnany s daty uvedenymi v ¢lanku Zhao a G. Sun [36], kde je u
jednokrokové syntézy uvadén vytézek 55,3 %. Od jejich postupu se pfiprava v této praci
lisi predevSim délkou inkubace reakéni smési a vynechanim posledniho kroku
rekrystalizace z vodného prostfedi. Vzhledem k potvrzené identit¢ a Cistoté jsme
usoudili, ze tento krok neni nutny. Vzhledem k tomu, ze KAS ptisobi jako tenzidy [13],
je mozné, ze u jejich rekrystalizace z vody by doslo k nadbyte¢nym ztratdm pii tomto
kroku.

Snazili jsme se rovnéz ptipravit derivaty 4-aminopyridinu také tfikrokovou syntézou,
ktera vychazi ze stejného ¢clanku [36] za pouziti acetylu jako chranici skupiny. Uz prvni
krok mél nizky vytézek, konkrétné 22,3 %. V ¢lanku byl uveden celkovy vytézek
66,3 %, coz se u latek v této praci nepodatilo dosdhnout. Po zvazeni se v dal$im kroku
syntézy nepokradovalo. Vysledky analyzy této reakce a teplota tani latky NZ21 jsou

zobrazeny v tab. 5.4. Protoze latka neni KAS, nebyla testovana na cytotoxicite.

Tab. 5.4: Vysledky organické syntézy a nasledné analyzy produktu tj. latky NZ21

N7Z21

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.75 (s, 1H), 8.62 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 8.04 (d, J =
6.5 Hz, 2H), 2.20 (s, 3H).

3C NMR (126 MHz, DMSO) & 171.06, 151.89, 143.71, 114.06, 24.66.
HRMS: m/z 137.0708 [MH] (vypoéteno pro: [C;HoN,O]" 137.0670)

Vytézek: 22,3 % (1,29 g), bila krystalické latka Teplota tani: 223-224 °C

Vysvétleni mechanismu reakci
V této praci byly kvarterni amoniové soli pfipraveny kvarternizaci 4-aminopyridinu,
ktery ve své struktutfe obsahuje dva atomy dusiku a aromatické jadro. Diky rezonanénim

strukturdm této latky byly navrzeny dva mechanismy reakci (viz obr. 5.1) [36].
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Mechanismus A vyuziva chranéni aminové skupiny, kterd vystupuje jako nukleofilni
¢inidlo, atakuje parcidlné kladny uhlik acylhalogenidu, halogenid odstupuje. V druhém
kroku elektrony dusiku v heterocyklu atakuji parcialné kladny uhlik v alkylhalogenidu a
dochdzi ke vzniku KAS. Mechanismus B nejspi§ vyuzivd rezonancnich struktur 4-
aminopyridinu. Zaporn¢ nabity dusik, ktery je soucasti heterocyklu, atakuje parcialné
kladny uhlik alkylhalogenidu, dochédzi ke vzniku intermediatu a naslednému ustaleni
struktury.

V ¢lanku [36] pfipravovali mechanismem B derivaty s alkylovymi fetézci od butanu
(vytézek 55,3 %), oktanu (vytézek 58,7 %) a dodekanu (67,7 %). Je mozné pozorovat
trend o vzrlstajicim vytézku s délkou fetézce. V této praci byly vétSinou syntetizovany
derivaty s delSimi fetézci v porovnani se syntézou v ¢lanku [36], coZ vylucuje, Ze mohlo
dochazet ke sterickému branéni. Derivat odvozeny od alkylového fetézce dodekanu je
stejny, presto se vytézky reakei lisi o 24,2 %.

Metoda A Metoda B

(N l 7\
RC”—X - HX RCH,——X

o]

@ S]
RC——HN N : [HoN N——RCH,]X
[ @ > 2 2
)
(\

RCH, —X

<) <]

X X

RC——HN No— CH,R H,N Ne— CH,R

o - 2 2 - 2
I \ / \ 7/

o}

Obr. 5.1: Schéma navrzenych mechanismt kvarternizace 4-aminopyridinu (piekresleno z [36] pomoci
softwaru ChemDraw Ultra 12.0).
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5.2 Testovani cytotoxicity

U standardnich i nové syntetizovanych latek bylo potvrzeno, ze se vzrustajicim
poctem uhlikti v alkylové skupiné roste 1 cytotoxicky potencial latek (viz tab. 5.5).
Tento trend byl popsan a potvrzen v nékolika publikacich [37-39] V ¢lanku [38] je
uvedeno, ze tento jev souvisi s lipofilitou molekuly, kterd se s rostoucim alkylovym
fetézcem v molekule zvySuje. Lipofilni charakter napoméha latce vstoupit do buiky. U
latky 2-Ci¢ a NZ13, které obé obsahuji Ci4 alkylovy fetézec, byla pozorovana niZsi
rozpustnost v kultivatnim médiu. Tento jev byl ofekavan na zaklad¢ tabelovanych
hodnot rozdélovaciho koeficientu n-oktanol/voda dodekanu, tetradekanu a hexadekanu,
které vypovidaji o vySe zminéném lipofilnim charakteru latek a nésledn¢ o potencidlni
cytotoxicit¢ a antimikrobnim ucinku latek. Je sice mozné na zéklad€¢ tohoto
rozdélovaciho koeficientu predikovat cytotoxicitu latky [40], neni to vzdy spolehlivé
[38] a proto je nezbytné provést cytotoxické testy na bunécnych liniich . Zavislost
lipofility a biocidniho u¢inku neni linearni, ale parabolicka. Pro G+ bakterie dosahuje
maxima pii délce alkylového fetézce 12-14 [38,41,42]. Pro G- dosahuje maxima 14-16,
coz odpovida i tomu, ze G- bakterie jsou mén¢ citlivé pro biocidni latky [8] a vyZaduji
silngjsi dezinfekéni prostfedky. Pro zjisténi, zda jsou latky ze série NZ lepsimi
antimikrobialnimi prostfedky a zda je mozné je uvést do praxe, je potieba provést dalsi

in vitro testy na bakteridlnich buiikédch, ptipadné kvasinkach nebo virech.

Tab. 5.5: Piehled naméfenych hodnot ICsy.

Latka ICso £ SEM [uM]
2-Cp, 14,91 + 0,57
Standardni latky 2-Cyy 10,50 = 1,22
2-Cy¢ 9,42+ 0,61
NZ10 8,35+ 1,29
Syntetizované latky NZ12 565+1,12
NZ13 3,24+ 0,58
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Pro dosazeni lepSich vysledkli je mozné navrhnout obmény struktur latek ze série
NZ. Optimalni délka fetézce jiz byla v mnohych publikacich objasnéna a jeji obména by
neméla vyznam. Lze ale obménovat pocet fetézci, jejich umisténi a vlastni strukturu
hydrofilniho heterocyklu. Diky pfitomnosti dvou atomii dusiku ve struktufe 4-
aminopyridinu je mozné pfipravit latky s dvéma alkylovymi fetézci. V €lancich [43,44]
byly podobné latky pfipraveny a antimikrobidlni testy i cytotoxické testy vychazely 1épe
nez standardné pouzivané latky.

Do budoucna by nové latky mohly byt otestovany na vice bunécnych liniich véetné
lidskych, pro piiblizné zjisténi organové cytotoxicity. Také je potieba latky odestovat na
antimikrobidlni Gcinek, tedy zda je jejich cytotoxicita dostate¢na vici prokaryotnim
buitkdm.

Pti praci s literaturou jsem zjistila, ze chybi ¢lanky o KAS, které by uvadély vliv
ruznych organickych jader nebo funkénich skupin na cytotoxicitu. V literatufe pro mé
nebylo mozné dohledat informace o in vitro cytotoxickém putsobeni zakladnich
vychozich latek jako benzen a pyridin ani vliv rliznych substitunich skupin napf.
aminové¢ skupiny na cytotoxicitu.

Na obr. 5.6 jsou zvolené ukédzky grafi z méfeni hodnoty ICso. Grafy zobrazuji
zavislost absorbance, pfevedenou na procenta vztaZzenim k hodnoté absorbance

kontrolnich jamek, na logaritmu koncentrace roztoki KAS.
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Obr. 5.6: Piehled ukazek grafti ziskanych vyhodnocenim cytotoxickych testli testovanych latek
v programu GraphPad Prism. Pro kazdou méfenou latku byl zvolen jeden zastupny graf. Graf 2-C;, byl
méfen v koncentraénim rozsahu 2 — 200 uM (méfeni 1), 2-Cy4 v 1,2 — 150 uM (méfeni 2) a 2-Ci4 v 1,2 —
150 uM (méfeni 3). Pro NZ10 byl koncentraéni rozsah 0,000117 — 480 uM (méfeni 4), pro NZ12
0,000098 — 400 uM (méfeni 4) a pro NZ13 0,000049 — 200 uM (méieni 4).
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6 Zavér

Byly pfipraveny tii latky (série NZ) ze skupiny KAS lisici se délkou alkylového
fetézce. Provedené reakce mély vytézek 92 %. U latek byl testovan vliv na viabilitu
savCich bun€k (bunétné linii CHO-K1) a ziskané vysledky byly porovnény s vysledky
ziskanymi testovanim standardnich benzalkoniovych soli (2-Ci5.16). U latek ze série NZ
byla stanovena nizsi hodnota ICs, tudiz vyssi cytotoxicky potencial, nez u referencnich
benzalkoniovych soli. Testovanim byl potvrzen trend, Ze se vzrastajici délkou
alkylového fetdzce se zvySuje cytotoxicita latky. Latka NZ21 byla pfipravena s velmi
nizkych vytézkem a déle se s ni v syntéze nepokracovalo. Protoze se nejedna o KAS,

netestovala pomoci cytotoxickych testi.
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