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1. UVOD

Od 80. let 20. stoleti vyznamné a trvale roste incidence invazivnich
fungalnich infekci vyskytujicich se u ¢lovéka [1 — 4]. K tomuto vyvoji pfispiva
zejména neustdle rostouci pocet imunokomprimovanych jedinct, kteii jsou
nachylni k mnozstvi oportunnich houbovych patogenii (tj. houbovych patogent,
které by jen vzacné vyvolaly onemocnéni u zdravého jedince). Rizikovymi
osobami jsou zejména pacienti s deficitem imunity (AIDS, krevni malignity),
pacienti  léCeni  imunosupresivy,  protinddorovymi  chemoterapeutiky,
Sirokospektrymi antibiotiky, pacienti po transplantaci, pacienti s diabetem,
S popaleninami apod. [4, 5]. K rizikovym faktorim patii i stile vice pouzivané
invazivni metody jako jsou napf. intravaskularni ¢i mocovéa katetrizace
nebo parenteralni vyziva [6]. Velkym problémem se také stiva narust
multirezistentnich ~ nozokomidlnich  ndkaz  zptisobovanych  houbovymi
mikroorganismy [7]. K témto tendencim bude v budoucnu pfispivat mimo jiné téz
demograficky trend starnuti populace ve vyspélych zemich [5].

Invazivni mykoézy se vyznacuji vysokou morbiditou a mortalitou,
nesnadno se diagnostikuji a té¢zko se jim predchazi. Nejcastéjsimi pivodci jsou
kvasinky Candida spp. (zejména C. albicans) a vlaknité houby Aspergillus spp.
Nové se vyznamnymi patogeny stavaji také Zygomycetes, Fusarium spp. ¢i
Scedosporium spp. [2, 3].

Terapie invazivnich mykotickych infekci je zavisla pfedev§im na podavani
antifungalnich 1é¢iv (antimykotik). Chirurgické zasahy ¢i imunomodulace tvofi
jen doplikovou lé¢bu. Bohuzel paleta vhodnych antifungalnich 1é¢iv neni
V soucasnosti az tak Sirokd. Pouziti dostupnych antimykotik je navic limitovano
nckolika skute¢nostmi: zdvaznymi neZadoucimi Uc¢inky (polyeny), zavaZznymi
lékovymi interakcemi (azoly), vznikem rezistence (zejména azoly), mezerami ve
spektru antifungélniho G¢inku ¢i omezenou flexibilitou v davkovani. Je zfejmé, ze
potfeba lepSich antifungalnich latek v soucasnosti stile roste a jejich vyvoji je

vénovana velka pozornost [8].



2. CIL PRACE

Mezi latky s potencialni antifungalni aktivitou patii slouceniny obsahujici
ve své molekule 2-thioxothiazolidin-4-on (rhodanin) (1) [9 — 12] nebo
thiazolidin-4-on (2) [13 — 17]. N¢kolika takovym slou¢enindm a jejich inhibi¢ni

aktivit¢é na rlst vybranych patogennich hub je vénovana tato diplomova prace.

<.

Studium derivatt rhodaninu (1) probih4 na Katedie farmaceutické chemie
a kontroly IléCiv jiz né€kolik let. V jejich pribéhu byla pfipravena série
5-(1-arylethyliden)rhodanind [18] a 5-arylmethylidenrhodanind [19 — 22]
S nejruznéjsi substituci na aromatickém jadfe, ale i bez ni. Tyto latky byly
testovany na antifungalni a antimykobakterialni aktivitu [23], také byl sledovan
jejich vliv na fotosyntetické procesy [24]. Prvné jmenované latky byly prakticky
ve vSech testech nelc¢inné, zatimco nékteré S5-benzylidenrhodaniny vykézaly
antifungalni pisobeni (MIC = 15.62 — 250 pmol.I""). 5-Benzylidenrhodanin
a 5-(4-chlorobenzyliden)rhodanin inhibovaly rist vysoce rezistentni zygomycety
Absidia corymbifera [25].

Cilem mé prace bylo doplnit paletu téchto latek o dalsi
5-arylmethylidenrhodaniny, které vSak budou substituovany na dusiku
thiazolidinového cyklu. Pfesnéji feCeno, pfipravit kondenzatni produkty
N-substituovaného rhodaninu s benzaldehydem, pyrazin-2-karbaldehydem
asruznymi polohovymi izomery pyridinkarbaldehydu a tyto latky podrobit
biologickému hodnoceni na antifungélni aktivitu. Struktury cilovych latek jsou

uvedeny nize.
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Substituce karboxymethylem na dusiku rhodaninu byla zvolena cilen¢,
nebot’ u derivati rhodanin-3-octové kyseliny byl popsdn inhibi¢ni Uc¢inek na
fungélni protein mannosyltrasferasu 1 (PMT1). Tento enzym katalyzuje klicovy
krok v biosyntéze mannoproteintl, které¢ jsou dulezitou soucasti bunécné stény

mnohych patogennich hub a které umoznuji adhezi k hostitelské bunce [9].
V druhé c&asti své prace jsem méla za ukol pfipravit derivaty

thiazolidin-4-onu (2), které byly opét piedany k testovani antifungalni aktivity.

Struktury cilovych latek vystihuji vzorce uvedené dale.
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V literatuie je jiz popsdna antifungéalni aktivita nékterych derivati
2-(benzylidenhydrazono)thiazolidin-4-onu (3, 4) [16]. Proti fytopatogennim
houbam byly testovany slouc¢eniny 5 a 6 [17].
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Strukturné ~ blizké  témto slouenindm  jsou 1 derivaty
2-(benzylidenhydrazono)thiazolu (7), u kterych byla zjisténa dobra aktivita vuci
Aspergillus  flavus, Aspergilus fumigatus, Trichophyton mentagrophytes
a Penicillium marneffei [26]. Jiné strukturné podobné derivaty thiazolidin-4-onu
(8) zase vykazaly inhibi¢ni pisobeni vi¢i Candida albicans, Chrysosporium

pannicola, Aspergillus niger a Rhizopus oryzae [27].

10



Cl

H 0
cl \N/N\(S N
\ S—n
N\/ZN HOOC 3>7 >/‘/S

CHAr

T

11



3. TEORETICKA CAST

3.1 Prehled Iékaisky vyznamnych hub

Houby tvofi samostatnou fisi zivych organismu, kterd se nazyva Fungi.
V soucasné dob¢ v této 1isi rozeznavame Sest kment [28]:
e Zygomycota (houby spdjivé)
e Ascomycota (houby vieckovytrusné)
e Basidiomycota (houby stopkovytrusné)
e Deuteromycota (houby nedokonalé, Fungi Imperfecti)
e Chytridiomycota

e Glomeromycota

Prakticky vSechny pro ¢lovéka potencialné patogenni druhy hub nalezi
mezi prvni Ctyfi jmenované kmeny. Fungi Imperfecti jsou umélym taxonem, ktery
zahrnuje nepohlavni stadia hub (tj. houby rozmnoZzujici se vyhradné¢ pomoci
konidii nebo vegetujici jen jako sterilni mycelium).

Ptehled hlavnich zastupci I¢katfsky vyznamnych hub je uveden

v tabulce 1.
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Zygomycetes
MUCORALES
Mucor, Rhizopus, Rhizomucor, Absidia
ENTOOPHTHORALES
Basidiobolus, Conidiobolus

Ascomycetes

Talaromyces, Eurotium, Arthroderma, Claviceps, Pneumocystis

Basidiomycetes
AGARICALES
Amanita, Boletus, Inocybe, Tricholoma

Deuteromycetes (Fungi Imperfecti)
BLASTOMYCETES (imperfektni kvasinky)
Candida, Cryptococcus, Trichosporon, Malassezia, Rhodotorula
HYPHOMYCETES (vlaknité houby rozmnozujici se konidiemi)
Alternaria, Aspergillus, Blastomyces, Epidermophyton, Fusarium,

Geotrichum, Histoplasma, Microsporum, Penicillium, Trichophyton

Tabulka 1: Ptehled hlavnich zastupct Iékaisky vyznamnych hub [29]

3.2 Onemocnéni vyvolavana houbami

Rozeznavaji se Ctyfi zdkladni zplsoby poSkozeni zdravi ¢lovéka houbami:

mycetismy, mykotoxikdzy, mykoalergie a mykozy.

Mycetismy jsou alimentdrni otravy, které jsou nasledkem poziti vysSich

hub a intoxikaci jejich toxiny. Pivodci nalezi pfedevSim mezi jedovaté

stopkovytrusné houby (Basidiomycetes) a jsou to napi. Amanita phalloides,

A. pantherina, A. muscaria, Entoloma lividium, Boletus satanas. Mykotoxiny

stopkovytrusnych hub mohou byt cytotoxické (amanitoxiny, fallotoxiny) nebo

neurotoxické (muskarin).

Mykotoxikdzy jsou otravy toxiny nebo jinymi toxickymi latkami

sekundarniho metabolismu hub, které jsou obvykle soucédsti kontaminované
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potravy. Vzacnéji dochédzi k intoxikaci také kontaktem ¢i inhalaci. Hlavnimi
producenty mykotoxini jsou vlaknité houby rodu Aspergillus, Penicillium a
Fusarium. Mezi nejvyznamnéj§i mykotoxiny patii aflatoxiny (produkuji
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus), ochratoxiny (Aspergillus ochraceus)
¢i patulin (Penicillium patulum). K mykotoxikézam téz patii tzv. ergotismus, coz
je intoxikace namelovymi alkaloidy, které jsou obsazené ve sklerotiu askomycet
Claviceps purpurea a C. paspali.

Mykoalergie jsou hypersenzitivni reakce imunitniho systému hostitele na
antigenni stimulaci houbového alergenu, obvykle ptfedstavovaného sporami.
Nejvyznamnéjsi a nejfrekventovanéjsi alergenni houby jsou rody Cladosporium,
Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Mucor, Rhizopus. Houbové
alergeny mohou vyvolat alergickou rhinitis, pneumonitis, astma ¢i toxicky
syndrom reakce na organicky prach.

Mykézy jsou onemocnéni charakterizované kolonizaci, naslednou
proliferaci a pfipadnou diferenciaci a sporulaci houby v tkanich nebo télnich
tekutindch hostitele, které maji za nasledek jeho poskozeni. Tento proces miize
byt doprovazen projevy intoxikace a hypersenzitivni reakce na pfitomnost
patogenniho agens.

Houbové infekce lze délit podle rGznych hledisek, nejcastéji podle
anatomické lokalizace na:

e povrchové (superficialni)
e koZni (kutanni) — dermatomykozy
e podkozni (subkutanni)
e hluboké (organové, visceralni).
Dle rozsahu postizeni se rozlisuji mykozy:
e lokalizované — zasaZen jeden orgdn nebo urcitd anatomicka lokalita

e systémové (generalizované) — postizeny dva a vice organt.

Nejcastéjsimi ptivodci lokalnich myko6z jsou keratinofilni dermatofyty
(Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton), které postihuji zejména pokozku,
vlasy a nehty, a dale Candida albicans, ktera je Castou pfic¢inou recidivujicich

infekei sliznic, kiize 1 vnitinich organt.

14



Systémové mykédzy 1ze délit na primarni a sekundéarni. Primarni mykézy
puisobi dimorfni houby rodu Blastomyces, Coccidioides, Histoplasma,
Paracoccidioides a n¢kdy také kvasinka Cryptococcus neoformans. Tato agens
mohou vyvolat onemocnéni 1 u lidi s nenarusenou obranyschopnosti. Zatimco
sekundarni mykdzy jsou infekce imunoalterovanych jedinct, které jsou
zptisobené oportunnimi houbami. Nejcastéji se vyskytuji jako nozokomidlni
nakazy (hospitalismy), jsou obtizné diagnostikovatelné, neziidka vyzaduji
empirickou antimykotickou terapii a vyznacuji se vysokou smrtnosti. Jsou
vyvolavany zejména kandidami (nejcastéji C. albicans — 50 — 90% vSech
kandidoz, dale tzv. non-albicans druhy: C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei atd.),
aspergily (A. fumigatus, A. flavus, A. niger), kryptokoky, zygomycetami (Mucor,
Rhizomucor, Rhizopus, Absidia) [29, 30].

3.3 Antifungalni latky

Antifungélni latky (antimykotika) jsou l1éCiva inhibujici rast plisni
a kvasinek (fungistaticky ucinek) nebo zplsobujici jejich uhynuti (fungicidni
ucinek). Podle mechanismu ucinku je mulzeme rozdélit na specificka
a nespecificka.

Nespecifickd antimykotika maji obecny antifungalni Gc¢inek a obvykle téz
ucinek antibakteridlni vzhledem ktomu, Ze denaturuji bilkoviny, ovliviuji
permeabilitu bunééné membrany, piipadné vedou ke zméné pH. V soucasné dobé,
kdy existuje fada vysoce specifickych antimykotik, se nespecificka vétSinou
pouzivaji jako dopln€k 1écby specifickymi. Jsou vhodna k obCasnému stiidani
terapie, aby nedochazelo ke vzniku rezistence na specificka antimykotika.

Mechanismus U¢inku  specifickych antimykotik je zaloZen na
cytologickych, metabolickych a transportnich rozdilech mezi butikou patogenu
a hostitele. Problémem je, ze bunky hub i buiky jejiho hostitele (lidského
organismu) jsou eukaryotické a maji tudiz do zna¢né miry shodnou strukturu
i metabolismus. Z podobnosti obou bunék rovnéz vyplyvaji i ¢etné nezadouci

ucinky antimykotik.

15



VétSina latek s antifungalni aktivitou zasahuje do syntézy ergosterolu,
ktery je, podobné¢ jako cholesterol u zivociSnych bunck, dilezitou soucasti
cytoplazmatické membrany hub. Allylaminy a thiokarbamaty piisobi inhibici
skvalenepoxidasy, azolova antimykotika inhibuji cytochrom-P450-dependentni
lanosterol-14-o-demethylasu a amorolfin zplsobuje kumulaci 14-ignosterolu.
Polyenova antimykotika (amfotericin B, nystatin, natamycin) se vazou na
ergosterol z vnéjsi strany cytoplazmatické membrany, coz ma za nasledek
vytvofeni poru v membran¢ a nekontrolovatelny unik dilezitych intracelularnich
iontli a molekul. Odlisnym mechanismem piisobi flucytosin, jehoz metabolit po
inkorporaci do RNA inhibuje syntézu nukleovych kyselin. Mechanismus
pusobeni griseofulvinu nejspis spociva v destrukei mitotického vieténka.

V posledni dobé se vyzkum zaméfil rovnéz na antifungalni latky, pisobici
na jiné struktury houbovych bun¢k, nez je ergosterol. Echinokandiny,
pneumokandiny, papulakandiny, polyoxiny a nikkomyciny ptisobi inhibici
syntézy nékterych polysacharidi (B-glukanu, chitinu), které jsou nezbytnou
sloZzkou bunéénych stén nékterych hub. Pradimyciny a syringotoxiny se vazi na
nckteré proteiny membranového povrchu hub a poskozuji funkei plazmatické
membrany. Aureobasidiny inhibuji syntézu sfingolipidi, sordariny inhibuji
translaci nukleovych kyselin. Obrazek 1 znazoriiuje mista plisobeni nékterych
antifungélnich latek.

Podle zplisobu aplikace mizeme klinicky pouZivana antifungélni 1é¢iva
rozdélit do dvou skupin: systémova a lokalni. Mezi systémova antimykotika patfi
antibiotika (amfotericin B, griseofulvin), derivaty imidazolu (ketokonazol,
mikonazol), derivaty triazolu (flukonazol, itrakonazol, posakonazol, vorikonazol,
ravukonazol), allylaminy (terbinafin), derivadt pyrimidinu (flucytosin)
a echinokandiny (kaspofungin, mikafungin, anidulafungin). Griseofulvin,
terbinafin, ketokonazol a mikonazol se pouzivaji téZ pro terapii lokalnich infekci.

Lokaln¢ se aplikuji antibiotika (nystatin, natamycin), derivaty azoli
(klotrimazol, ekonazol, oxikonazol, izokonazol, tiokonazol, terkonazol, bifonazol
a dalsi), allylaminy (naftifin), thiokarbamaty (tolciklat, tolnaftat) a dalSi (napf.

ciklopirox, amorolfin).
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3.3.1. Antifungalni latky pouZzivané v soucasné terapii

3.3.1.1 Antimykotika s nespecifickym mechanismem uc¢inku

Nespecificka antimykotika se pouzivaji k terapii a v nékterych ptipadech
I k profylaxi infekci kize a nehtl zpisobenych kvasinkami a mikromycetami.
Preventivni aplikace aerosolovych Iékovych forem se pouziva pii dekontaminaci
obuvi nebo rukavic.

Nespecificka antimykotika maji obecny fungistaticky a obvykle
| baktericidni Ucinek, vzhledem ktomu, Ze denaturuji bilkoviny, ovliviuji
permeabilitu bunééné membrany, ptipadné vedou ke zméné pH [32].

Jednd se o rizné kyseliny (kyselina borita, benzoova, salicylova,
undecylenovd) ajejich derivaty, nékteré aldehydy (formaldehyd), organicka
barviva (methylrosanilinium-chlorid, malachitova zelen), derivaty fenoll
(2-chlor-4-nitrofenol, resorcinol, hexachlorofen, chinolin-8-0l), jod a jeho
slou€eniny, slouceniny rtuti (boritan fenylrtutnaty), siru a jeji slouceniny. Tyto
latky zplisobuji soucasné€ 1 odlucovani svrchni ¢asti pokozky. Jsou nespolehlivé
zejména u hloubkovych mykoéz, ale i u infekci nehtti a vlast. Navic se vyznacuji
nepiijemnym zipachem, znacnou drazdivosti a toxicitou [33]. Ptiklady

nespecificky piisobicich antimykotik jsou uvedeny niZe.
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3.3.1.2 Polvenova antibiotika

Polyenovéa antibiotika jsou chemicky vzajemné piibuzné latky, které se
ziskavaji z nékterych druht streptomycet. Patéi mezi né¢ amfotericin B, nystatin

a natamycin [34].

Amfotericin B

Amfotericin A a B jsou antifungdlni antibiotika, produkovana
Streptomyces nodosus, ktera byla izolovana v roce 1956. Zatimco amfotericin A
se diky své toxicit¢ do praxe nedostal, amfotericin B (9) je spolecné
s flucytosinem pouzivan pii terapii systémovych infekcei jiz od 60. let [35]. Jeho
amfoterni molekulu tvofi makrocyklicky laktonovy kruh obsahujici v jedné casti

konjugované dvojné vazby a vdruhé polyhydroxylovy polarni fetézec.
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K hydrofilni ¢asti skeletu je jesté pfipojena jedna volnd karboxylova skupina
a jedna glykosidicky vazana molekula mykosaminu. Ptesto vSak je amfotericin B
ve vod¢ nerozpustny [33].

Mechanismus antifungalniho uc¢inku amfotericinu B spociva ve vazb¢ na
ergosterol obsazeny v bunééné membrané hub. Tato vazba ma za nasledek
vytvofeni poru v membrané, coz vede k Uiniku dilezitych intracelularnich ionti
a molekul. Diky tomu pusobi pfevazné fungicidné a ma Siroké spektrum ucinku
[6]. Pii dlouhodobé&jsim podavani dochazi k vyvoji rezistence v mnohem mensi
mife nez ujinych antimykotik. Tato pfipadnd rezistence je dana snizenim
mnozstvi ergosterolu v membrané ¢i modifikaci jeho struktury [36].

Po peroralni aplikaci se amfotericin B téméf nevstiebava, proto se podava
pouze parenterdlné jako pomald infuze. Distribuce do méné prokrvenych tkéni
a ostatnich télesnych tekutin je dosti nizka, navic se siln€¢ (az z 99%) véaze na
bilkoviny krevni plazmy. Injikované 1é¢ivo se vyluCuje moc¢i a zluci velice
pozvolna. Zbytky latky jsou vylucovany fadu dni aZ tydnti po ukonceni terapie.
Podévani amfotericinu je spojeno s cetnymi nezaddoucimi ucinky, z nichz
nejzavaznéjsi byva nefrotoxicita [6, 37].

Toxické puisobeni je davano do souvislosti se schopnosti amfotericinu B
vazat se do ur€ité miry 1nacholesterol, jenZ je obsazeny v membranach
zivo¢iSnych  bunc¢k. Molekula houbového ergosterolu méa cylindrickou
trojrozmérnou strukturu, zatimco u cholesterolu ma sigmoidalni tvar. Tento rozdil
v konformaci pravdépodobné staci k vysvétleni vEétsi afinity amfotericinu B
k ergosterolu nez cholesterolu. Rozdil v konformaci a vys$§i pomér ergosterolu
k fosfolipidim v bunééné membrané hub (nez pomér cholesterolu k fosfolipidim
vV membrané¢ sav€ich bunék) je zdkladem pro antifungdlni selektivitu
amfotericinu B. Nicméné tato selektivita neni az tak vysoka a umozni
amfotericinu B byt potencialné toxicky 1 pro sav¢i buiky [31].

I pfes uvedené nevyhodné vlastnosti je amfotericin B stile povazovan za
zlaty standard v 1écbé hluboce ulozenych infekci zpisobenych vldknitymi
houbami (napt. Aspergillus, Mucor) a v 1écbé systémovych kandidéz
u neutropenickych pacientd. Je nejcastéji pouzivanym Iékem v empirické terapii

mykotickych infekci u febrilnich neutropenickych pacientt [6].
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Pokusy o modifikaci struktury s cilem snizit toxické ucinky a vylepSit
farmakokineticky profil nevedly prozatim k uspokojivému cili [38]. Avsak
urcitého pokroku bylo dosazeno technologickou tpravou Iékovych forem. Kromé
konven¢niho amfotericinu B (koloidni suspenze s deoxycholovou kyselinou) jsou
v soucCasné dobé dostupné dalsi tfi formy s vyhodngjsimi vlastnostmi:
amfotericin B v koloidni disperzi s cholesteryl-sulfatem (ABCD), amfotericin B
inkorporovany do liposomti (AmBi), agregaty amfotericinu B stabilizované
pomoci lipida (ABLC). Takto upraveny amfotericin B se po parenteralni aplikaci
uvolnuje z vehikula daleko pomaleji, nevaze se tak siln¢ na plazmatické bilkoviny
a lépe pronika do tkani. Plisobi méné toxicky, ale je stejn¢ ucinny jako konvencni.
Navic u tézsich ptipadi lze podévat vyssi davky [39]. Vyzkum se zabyva

i dal$imi moznostmi technologické tpravy (napf. cochleate-amfotericin B, solid

lipid nanoparticles) [40].

Nystatin

Nystatin (10) je produkovan Streptomyces noursei. Jeho mechanismus
ucinku i struktura jsou blizké amfotericinu B [34].

Z kuze, sliznic nebo z gastrointestindlniho traktu se nystatin vyznamnéji
neabsorbuje. Pro parenterdlni podani je ptilis toxicky.

Pouziti nystatinu je omezeno na lokalni 1é€bu kozZnich a slizni¢nich myko6z

vyvolanych druhem Candida. Perordlné¢ je nystatin podavan pro castecné

21



potlac¢eni druhu Candida v luminu stfeva. Tato 1é¢ba ma vyznam u velmi malych
déti nebo u jedincti s poruchami obrannych mechanismti, u nichz existuje moznost
vzniku diseminované kandidézy. Kromé toho se nystatin pouziva pro terapii
koznich a vaginalnich infekci [34,41].

Pro snizeni toxicity jsou vyvijeny nové lékové formy podobné jako
Vv ptipadé amfotericinu B. Z prvnich in vivo studii s lipozomalné inkorporovanym
nystatinem byla patrna redukce nezadoucich projevii a jeho vysoka ucinnost
u nekterych typu tézkych infekci. AvSak akutni toxicita (po podani infuze), ktera

se objevila béhem klinického zkouseni, omezila jeho dalsi vyvoj [42].

OH

0 CH,
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OH NH;
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Natamycin
Natamycin (11) je rovnéz svou strukturou a mechanismem ucinku
podobny amfotericinu B. Produkovan je aktinomycetou Streptomyces natalensis.
Natamycin se pouZzivd lokalné¢ a neni absorbovan kiZzi ani sliznicemi.
Parenteralné podany je opét velmi toxicky. Plisobi proti Sirokému spektru hub, ale

terapeuticky lze vyuzit ucinek proti kandidam a Trichomonas vaginalis [34].
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3.3.1.3 Griseofulvin

Griseofulvin (12) je antibiotikum, které bylo izolovano jiz v roce 1939

z Penicillium griseofulvum, ale do klinického pouzivani pro 1é¢bu dermatofytoz
bylo uvedeno v roce 1957. Jeho molekula obsahuje dvé centra chirality, pfirodni
izomer ma absolutni konfiguraci (+)-2S,6'R-. Ve vodé je velice Spatné rozpustny
[33, 35].

Pfesny mechanismus jeho plsobeni neni zcela znam. Jednou z mozZnych
hypotéz je, ze interferuje s mikrotubuly dé€liciho vieténka a tim inhibuje mitdézu
fungélnich bunék. Také moZnd zasahuje do syntézy dilezitych komponent
bunécné stény (napt. chitinu) [4, 31]. Pisobi fungistaticky a jeho spektrum uc¢inku
je omezeno pouze na dermatofyty (Epidermophyton, Microsporum,
Trichophyton spp.) a Trichosporum [4].

K mistu svého plsobeni musi dospét krevni cestou, proto se podava
perordlné. Pro lepSi absorpci je pfipravovan v mikronizované i
ultramikronizované formé. Absorbovany griseofulvin mé afinitu k infikované
kazi, v niz se ukladd vazany na keratin. Keratin se tim stava rezistentni k rlstu
hub a nov¢ rostouci vlasy nebo nehty jsou jiz zbaveny infekce. Odlucujici se
keratinizované struktury jsou nahrazovany neinfikovanymi. Celkova cetnost
nezadoucich U¢inkd je nizkd, ale jsou popisovany i projevy piimé toxicity.

U laboratornich zvifat ma griseofulvin teratogenni a karcinogenni G¢inky [34, 41].
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Po zavedeni terbinafinu a azolovych antimykotik ztratil sviij terapeuticky

vyznam [6].

3.3.1.4 Flucytosin

Flucytosin (13), neboli 5-fluorcytosin byl piivodné piipraven v roce 1957
jako antineoplastikum antimetabolitového typu. AvSak misto antiproliferativni
aktivity vykézal antifungdlni ptisobeni [35].

Jeho mechanismus antifungalniho u¢inku vyuziva biochemické zvlastnosti
nekterych hub. Flucytosin je konvertovan uvniti buniky na 5-fluoruracil, ktery je
inkorporovan do molekuly RNA, a zasahem do zabudovéani thymidinu je tak
inhibovana syntéza DNA. Pro tento sled d&ut musi mit dand buika
cytosinpermeasu (pro transport molekuly flucytosinu ptes plazmatickou
membranu), cytosindeaminasu (k pfeméné proléciva na 5-fluoruracil)
a uracilfosforibosyltransferasu (k premén¢ 5-fluoruracilu na substrat pro syntézu
nukleovych kyselin). VétSina vldknitych hub postrddd tyto enzymy, proto je
spektrum c¢inku flucytosinu omezeno jen na patogenni kvasinky [31].

Flucytosin se obvykle podava nitroZilni infuzi, ale miZze byt podéan
I peroralné, nebot’ se dobife absorbuje. Rozsahle se distribuuje do tkani vcetné
mozkomisnitho moku, na plazmatické bilkoviny se vadZze nevyznamné [6].
Flucytosin je z velké casti vyluCovan ledvinami v nezménéné podobé
a koncentrace v moci dosahuje az desetindsobku jeho koncentrace v plazmég. Pti
selhdni ledvin se proto muze kumulovat az k dosaZeni toxickych hladin.
Kumulace flucytosinu v organismu a nasledné toxické plsobeni mize byt rovnéz

zpusobeno nefrotoxicitou soucasné podavaného amfotericinu B [41].
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Pro sav¢i bunky je flucytosin relativné netoxicky. Pravdépodobné je to
proto, Ze postradaji specifickou permeasu nutnou pro jeho transport dovniti
buniky. Nezadouci ucinky tedy nejsou cCasté. Pripadné poruchy krvetvorby lze
pricist toxicité S-fluoruracilu, ktery vznika zifejmé vlivem stievni mikroflory [35].

Indikaci flucytosinu (v souladu s mechanismem ucinku) jsou infekce
zpusobené Cryptococcus neoformans a nékterymi druhy Candida. Nejvétsi
uplatnéni mé kombinace s amfotericinem B pii 1écbé kryptokokové meningitidy.
Kombinace je spojena s potenciaci antifungalniho uc¢inku a také umozni snizeni
davek amfotericinu B [39].

Flucytosin se podava vyhradné v kombinaci s jinymi antimykotiky,
protoZze se ma za to, Ze se velmi ¢asto objevuje primarni i sekundarni rezistence.
Nicméné nedavné velmi rozsahlé testovani vnimavosti druht Candida soucasnou
doporuc¢enou metodologii prekvapivé odhalilo jen né¢kolik primarné rezistentnich
klinickych izolat, coz kontrastuje s vysledky nestandardizovanych testi
provedenych v 70. letech 20. stoleti. Flucytosin by snad proto mohl byt v praxi

pouzivan Castéji nez doposud [31, 43].

3.3.1.5 Allylaminy
Antifungalni latky typu allylaminu byly pfipraveny koncem 70. let

20. stoleti. Mezi jejich zastupce patii terbinafin, naftifin a butenafin. Oznaceni
této skupiny je dnes spiSe tradi¢ni, spolenym rysem uvedenych latek je

naftylmethylaminové uspotadani [33].
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Terbinafin

Synteticky pfipraveny terbinafin (14) je reverzibilni, nekompetitivni
inhibitor skvalenepoxidasy, ktera katalyzuje jeden z prvnich kroka biosyntézy
ergosterolu. Nedostatek ergosterolu a hlavné hromadéni toxického skvalenu
zptisobi naruSeni funkce bunéné membrany s naslednym zanikem fungélni
bunky [31, 44]. Terbinafin plsobi fungicidné¢ na dermatofyty (Trichophyton,
Epidermophyton, Microsporum), ale i na Aspergillus spp., Blastomyces
dermatitidis a Histoplasma capsulatum [45].

Pouziva se lokalné k terapii superficidlnich dermatofytéz (tinea pedis,
tinea corporis, pityriasis versicolor apod.). Peroralné se podava u onychomykoz
a koznich infekci, nereagujicich na mistni 1é¢bu, nebo u rozsahlych a chronickych
stavll. Podle klinickych zkuSenosti je snaSenlivost terbinafinu dobra, obcas se
vyskytuji gastrointestinalni nezddouci ucinky nebo koptivka [44]. Popsany jsou
vzacné (ale velmi zavazné) kozni reakce jako Stevenstv-Johnsoniv syndrom
atoxicka epidermalni nekrolyza (s Cetnosti asi 1 : 100 000, avSak az 40%
umrtnosti) [34].

Ptestoze terbinafin neni schvalen pro 1écbu visceralnich mykoz, existuje
z4jem o moznost kombinovat terbinafin s ostatnimi inhibitory syntézy ergosterolu

k docileni synergistického inhibi¢niho ptsobeni [31].
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Naftifin, butenafin
Naftifin (15) a butenafin (16) jsou strukturou a mechanismem ucinku

piibuzné terbinafinu. Aplikuji se lokalné k 1é¢bé koznich infekci, zejména

w1

15 16

3.3.1.6. Thiokarbamaty

Thiokarbamaty jsou dalsi skupinou syntetickych lokalnich antimykotik,
jejichZz mechanismus Uc¢inku spociva v inhibici skvalenepoxidasy. Jako prvni byl
ptipraven tolnaftat (17) v roce 1960. Jeho indikaci byly onychomykoézy
a mykozy vlast ¢i voust. Pozd&ji byl ptipraven lipofilngjsi derivat tolciklat (18).
Nejmlads$im zastupcem klinicky pouzivanym zastupcem je liranaftat (19) [33].

Tyto latky maji podobné spektrum Uc€inku zahrnujici hlavné dermatofyty

(Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton). Dnes uz je od jejich pouZiti

AL,

l 3
CHjs

opusténo [34].
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3.3.1.7 Azolova antimykotika

PrestoZze prvni zprava o antifungalni aktivit¢ azolové slouceniny
(benzimidazolu) pochazi z roku 1944, zacal se vyzkum vice zajimat o azolové
slouceniny aZ po roce 1958, kdy byl do praxe zaveden chlormidazol (derivat
benzimidazolu). Ten se uplatnil hlavné proti dermatofytim, ale 1 proti
grampozitivnim bakteriim. V poloviné 60. let byla zaznamenana antimykoticka
aktivita i u jinych derivatd imidazolu (napt. anthelmintik thiabendazolu,
tetramizolu, mebendazolu), a v pozd¢jsich letech (koncem 60. let) byla vyvinuta
fada imidazolovych antimykotik (klotrimazol, mikonazol, ekonazol). V roce 1977
byl vyvinut ketokonazol, prvni peroraln¢ podavané systémové azolové
antimykotikum. Vyménou imidazolového kruhu za triazolovy byla ziskana
Vv poloving 80. let nova skupina azolovych antimykotik (triazoly), vhodné zejména
pro systémové podavani [46].

Antimykotika typu azoll se tedy deli podle centrdlniho péticlenného
heterocyklu na starsi derivaty imidazolu a na novéjsi latky triazoly, obsahujici
jeden ¢i dva triazolové kruhy. Pro ucinek jsou esencialni atomy dusiku

(u imidazolu v poloze 3, u triazolu v poloze 4), které se ucastni vazby na cilovou
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molekularni strukturu. Bohatd substituce lipofilnimi skupinami je vyhodnd pro
priichod pies buiie¢né membrany [33].

Fungistatické plisobeni azoll je spojeno se naruSenim syntézy ergosterolu
inhibici 14a-demethylace lanosterolu, u nékterych druhti hub téz inhibici
pozdéjsiho kroku A22-desaturace. Nedostatek ergosterolu v plazmatické
membrané a jeho ndhrada neobvyklymi steroly poskodi jeji permeabilitu
a fluiditu, také sekundarné ovlivni aktivitu n€kolika transmembranovych enzymu
(napt. chitinsyntasy). Hlavnim molekularnim cilem azoli je cytochrom
P450-Ergllp (cytochrom-P450-dependentni lanosterol-14-a-demethylasa neboli
Cyp5lp), ktery katalyzuje oxidativni odstépeni methylové skupiny vazané
v poloze 140 v molekule lanosterolu a/nebo v molekule eburikolu. Tento enzym
ve své aktivni Casti obsahuje protoporfyrin s atomem Zeleza, na ktery se azoly
vazi diky svému atomu dusiku obsazenému v imidazolovém nebo triazolovém
kruhu. Zbyvajici ¢ast molekuly azolu se vaze na apoprotein (riznym zptsobem
Vv zavislosti na vlastnostech struktury azolu). Konkrétni konformace aktivni ¢asti
proteinu se li§i u jednotlivych druht hub i u savcl. Pfesna podstata interakce mezi
molekulou azolu a jednotlivymi druhy cytochromu P450 proto urcuje rozsah
inhibi¢niho ptisobeni daného azolu u odlisnych druht hub [4, 31, 46].

Vzhledem relativné neselektivni podstaté terapeutického cile dochazi také
K inhibici P450-dependentnich enzyml v biochemickych drahach savci, coz je
pak zodpovédné za urcitou toxicitu. AvSak u novéjSich latek (napf. itrakonazolu,
vorikonazolu) je tato toxicita podstatné nizsi a méné zavazna nez u starsich, coz
muze byt vysvétleno vétsi afinitou k fungalnim nez savéim P450-dependentnim
enzymum pii terapeutickych koncentracich [46].

U azolu existuje riziko vzniku rezistence, zejména pii jejich dlouhodobém
podéavani. Muze to byt nasledkem mutace genu, ktery koduje cilovou molekulu
(14a-demethylasu), nebo nasledkem zvySené exprese membranovych efluxnich
transportérti. Kombinace téchto dvou mechanismii byla zjisténa u nékterych

izolati C. albicans. [36]
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Imidazoly

Zastupci této skupiny jsou napi. klotrimazol, flutrimazol (20),
ketokonazol, mikonazol, ekonazol (21), isokonazol, tiokonazol, bifonazol (22),
oxikonazol (23). Mezi nové&jsi 1é¢iva patii krokonazol, sertakonazol, omokonazol,
eberkonazol, lanokonazol a fada dalSich latek. Soucasny vyvoj v této skupiné
smétuje k pripravé topickych antimykotik se zlepSenou penetraci do tkani, coz
zvysuje jejich ucinnost zejména proti dermatofytim [33, 47].

Tato antimykotika se pouzivaji hlavné lokaln€. Maji Siroké antifungalni
spektrum zahrnujici dermatofyty (Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton)
a kvasinky, véetné¢ C. albicans, C. neoformans. Pouzivaji se v dermatologickych
a gynekologickych indikacich. Pfi lokdlni aplikaci se neresorbuji, proto také
nevyvolavaji systémové nezadouci projevy. [34]

Vétsina imidazolovych derivati nemtze byt poddna systémové pro svou
vyznamnou biotransformaci v organismu vedouci k nemoznosti dosazeni
ucinnych koncentraci v tkdnich nebo z divodu toxicity. AvSak systémovée
pouzivané¢ imidazoly (ketokonazol, mikonazol) jsou vyuzivany i1 pro lokalni

terapii.

Cl

20 21
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Klotrimazol

Klotrimazol (24) je fungistatické az fungicidni antimykotikum se $irokym
spektrem uc¢inku. Plsobi nejen na kvasinky, dermatofyty a dimorfni houby, ale
také na nckteré grampozitivni mikroorganismy (pfedevSim stafylokoky
a streptokoky), gramnegativni mikroorganismy (Bacteroides spp., Gardnerella

vaginalis) a néktera protozoa (Trichomonas vaginalis) [32].

o)

Mikonazol
Mikonazol (25) byl piipraven v roce 1969 a stal se strukturnim prototypem
obsahujicim vysoce lipofilni fragment, ktery se pozdéji v riznych modifikacich

objevuje u vétsSiny imidazolovych antimykotik.
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Mikonazol byl prvni azol pouzitelny pro systémové podani. Jeho enterdlni
resorpce je ovSem nejista, proto se musi byt podavan intravendzné. Zavazné
nezadouci uCinky (jako hyperlipidemie, hyponatremie, tromboflebitida,
hematologické poruchy a dalsi) vSak omezily jeho praktické pouziti. Navic jako
silny inhibitor cytochromu P450 interaguje s mnoha lé¢ivy, jejichz metabolismus

je také spjat s timto monooxygenasovym systémem [34, 35].
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Ketokonazol

Byl prvnim [é€ivem z této skupiny, které mohlo byt podavano peroralné
abylo pfitom ucinné u nekterych celkovych mykoéz. Do té doby, nez byly
uvedeny triazoly, byl ketokonazol (26) Iékem volby u chronickych
mukokutannich kandidéz a alternativou amfotericinu B u méné zavaznych
ptipadl blastomykdz, histoplazmoz a parakokcidioidomykoz.

Ketonazol se po perordlnim podéani dobie absorbuje a rozsahle distribuuje,
ale jeho koncentrace v centralnim nervovém systému jsou nizké. Jeho nevyhodou
je, Ze inhibuje cytochrom P450 a tim 1 biotransformaci nékterych 1é€iv. Vysokeé
davky snizuji syntézu steroidii a androgenli v nadledviniach (napf. testosteronu
a kortizolu). Vzacné (zvlasté pii déletrvajicim podavani) se rozviji progredujici
hepatitida.

Pro peroralni systémovou terapii jsou dnes k dispozici nové¢jsi a 1épe

snasené azoly, proto se pouziva spiSe k lokalni terapii [34, 35].
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Triazoly

Léciva této skupiny byla odvozena od imidazolovych antimykotik
analogickou néhradou imidazolového cyklu za triazolovy. Takto byl napf.
z ketokonazolu ptipraven terkonazol (27), prvni zastupce triazolt registrovany
pro humanni uziti, ktery je u¢inny u dermatomykéz a vaginalnich kandidoz. Dalsi
latky byly pfipraveny rozsahlej$i obménou modelovych struktur. Ty jsou navic
vhodné i1 pro systémovou terapii. Maji Siroké spektrum antimykotické u¢innosti,
jsou dostatecné ucinné 1 pii pouziti relativné malych davek a jsou relativné dobie

snaseny [34].
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Flukonazol
Flukonazol (28) ve své molekule obsahuje dva triazolové kruhy a mimoto

hydroxyskupinu, ktera snizuje hydrofobicitu, proto je latka pomérné dobie
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rozpustnd ve vod¢ a mize se podavat intravenézné. Po peroralnim podani ma
flukonazol velmi dobrou biologickou dostupnost, rozsahle se distribuuje do tkani
a télesnych tekutin véetné¢ mozkomisniho moku. AvSak muiiZze interagovat s fadou
1é¢iv metabolizovanych cytochromem P450 [34].

Spektrum uc¢inku zahrnuje napt. rody Candida, Cryptococcus,
Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton . Indikaci flukonazolu jsou mykézy
vnitinich organa vyvolané kandidami a kryptokoky.

U flukonazolu je popsan vznik rezistence Candida spp. a vyskyt zktizené
rezistence s ostanimi azoly. S rezistentnimi druhy rodu Candida se lze setkat
zejména u pacientl, kterym bylo toto 1é¢ivo podavano dlouhodobé. Tim se
vyselektovaly druhy jako C. krusei a C. glabrata, které jsou jiz z podstaty méné
citlivé na flukonazol. Flukonazol-rezistentni C. albicans se vyskytuje nejéastéji
Upacientt s AIDS, c¢astecné diky Sirokému uzivani flukonazolu v 1écbé
zavaznych oralnich a faryngedlnich kandid6z u téchto pacientli a také Castecné
proto, Ze se v jejich orofaryngedlni oblasti vyskytuje obrovské mnozstvi téchto

kvasinek, takZze zde roste Sance vzniku rezistence jako nasledek spontdnnich

mutaci [6].
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Itrakonazol

Itrakonazol (29) je strukturné blizky ketokonazolu. Oproti flukonazolu ma
Sirsi spektrum c¢inku, zahrnujici i Aspergillus spp., avsak horsi farmakokinetické
vlastnosti. Po perordlnim podani mé niz$i biologickou dostupnost a navic pro
absorpci vyzaduje niz8i zaludecni pH. LepSi peroralni absorpci ma

itrakonazol-cyklodextrinovy komplex, ktery je vSak mozné aplikovat
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| parenteralng. Itrakonazol se silné kumuluje v tkanich a pomalu se vylucuje ve
form¢ metabolitli vytvofenych v jatrech (t1, ~ 30 hodin). Je relativné dobte snasen
ana rozdil od ketokonazolu neovliviiuje funkci jater a syntézu steroidnich
hormonii. Mtize také inhibovat odbouravani jinych 1€¢iv ovlivnénim cytochromu
P450 [34, 41].

Itrakonazol se pouziva peroralné k terapii lokalnich mykéz, které
dostate¢né nereaguji na mistni 1écbu. Lze jej podavat 1 pfi urCitych systémovych

mykozach (napt. aspergiloze, kandidoze, kryptokokoze, histoplazmodze) [34].
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Vorikonazol

Je strukturné podobny flukonazolu. Ma velmi Siroké spektrum ucinku
zahrnujici rody Candida (véetné flukonazol-rezistentnich) a Aspergillus. Kromé
toho vykazuje aktivitu vic¢i Scedosporium spp. nebo Fusarium spp., které maji
omezenou vnimavost vici jinym soucasnym antimykotikim. Vorikonazol (30) je
tedy indikovan k 1é¢bé invazivnich aspergiléz, kandidemii (u pacienti bez
neutropenie), zavaznych flukonazol-rezistentnich kandidéz, scedosporioz
a fusarioz [48]. Diky svému fungicidnimu ucinku vuci Aspergillus spp. by mohl
vorikonazol ¢asem nahradit amfotericin B v terapii invazivnich aspergiloz [6].

K dispozici jsou 1ékové formy jak pro peroralni, tak i pro intravendzni
podani. Jeho vyhodou oproti itrakonazolu je lepsi gastroenteralni resorpce, ktera

neni ovlivnéna aciditou zaludku [6].
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Posakonazol

Posakonazol (31) je strukturou blizky itrakonazolu (je jeho
spektrum ucinku. Jako jediny z azoli plsobi i proti zygomycetam. Mé rovnéz
vysokou trypanocidni aktivitu (i na druh Trypanosoma cruzi, jenz je rezistentni na
nitrofurany a nitroimidazoly) [49].

Posakonazol je schvalen k profylaktickému podéavani proti invazivni
aspergiloze ¢i kandidoze. Dale mtze byt pouzit k 1é¢b¢ ezofaryngealni kandidozy,
invazivni aspergilozy, chromoblastomykozy, kokcidiomykozy, fusaridozy c¢i
mycetomu (plisiového nddoru) u pacientl, ktefi netoleruji bézné pouZzivana

antimykotika nebo kde byla pfedchozi 1é¢ba béZnymi antimykotiky neti¢inna [2].
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Ravukonazol, Isavukonazol
Ravukonazol (32) a isavukonazol (33) jsou derivaty liSici se polohou

atomu floru. Maji velmi Siroké spektrum aktivity a velmi dlouhy poloc¢as. Dobré
vysledky ze studii in vivo poukazuji na jejich ucinnost u aspergiloz a kandidoz.

Ob¢ tato 1éciva jsou nyni v tieti fazi klinického zkouseni [8, 50].

Albakonazol
Albakonazol (34) ma velmi Siroké spektrum GCinku, dobré

farmakokinetické vlastnosti a vybornou biologickou dostupnost po perordlnim

podani. Nyni mé za sebou prvni dvé faze klinického zkousSeni [8, 50].
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3.3.1.8 Amorolfin

Amorolfin  (35), jediny pouzivany zastupce ze skupiny derivatd
fenylmorfolinu, byl zaveden do praxe v polovin¢ 80. let 20. stoleti.

Inhibuje syntézu ergosterolu na dal$im stupni za mistem puasobeni azolu.
Dé¢je se tak ve dvou krocich a to inhibici enzymu Erg24p (A14-reduktasy) a Erg2p
(A8-A7-izomerasy). Vysledkem je nedostatek ergosterolu a kumulace
Al4-ignosterolu v plazmatické membrané. Pusobi fungistaticky az fungicidné
a ma Siroké spektrum uc¢inku (kvasinky, dermatofyty, dimorfni houby) [31, 51].

V experimentalnich modelech systémovych mykdz nevykazoval amorolfin
vyznamnou aktivitu [52]. Pouziva se pouze k lokalni lécbé superficialnich mykoz.
Dobte prostupuje do hmoty nehtu, proto se pouziva hlavné k 1é€bé onychomykoz,

kde se aplikuje ve forme laku [34].
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3.3.1.9 Ciklopirox
Tento derivat N-hydroxypyridonu je fungicidni antimykotikum se Sirokym

spektrem aktivity (Candida, Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton spp.,
Malassezia furfur).

Mechanismus antimykotického w¢inku ciklopiroxu (36) je velmi
komplexni a zasahuje do rtznych metabolickych procest fungalnich bunck.
Principielné je zaloZzen na vysoké afinité ciklopiroxu k trivalentnim kationtim
kovu (napf. Fe¥*, AI3+), jenz byvaji ¢asto dulezitymi kofaktory enzymi. Vazbou
na n¢ tedy dochdzi k inhibici téchto enzymu. Tak je naptiklad snizena aktivita
katalas a peroxidas, které jsou zodpovédné za intracelularni odbouravani
toxickych peroxidi. Ciklopirox také poskozuje metabolismus mykotickych
bunck pisobenim na jejich transportni mechanismy umisténé v bunééné
membrang. Tento specificky zptsob uéinku cyklopiroxu svéd¢i o nizkém riziku
rozvoje rezistence a minimalizuje riziko zkiizené rezistence s jinymi
antimykotiky [53, 47].

Ciklopirox se pouziva pouze lokaln¢. M4 vysokou penetracni schopnost,
pronika dobfe i do silné zrohovat¢lé kiize a nehtt [34].

Podobné vlastnosti a pouziti ma i rilopirox (37), novéjsi a lipofilngjsi

derivat ciklopiroxu [47].
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3.3.1.10 Echinokandiny a pneumokandiny

Latky téchto dvou skupin jsou produkty sekundarniho metabolismu hub.
Jsou to derivaty cyklickych hexapeptidd, u nichz je vzdy jedna aminoskupina
acylovana mastnou kyselinou. Prototypové latky, echinokandin B a akuleacin,
byly objeveny pfi ndhodném screeningu v 70. letech 20. stoleti. Cilofungin,
pripraveny modifikaci echinokandinu B, byl doveden az do druhé faze klinického
zkousSeni, ale nakonec byl jeho vyvoj zastaven kvuli prokazané toxicité. Ke konci
90. let vstoupily do klinického vyvoje dalSi tfi slouceniny: kaspofungin,
anidulafungin a mikafungin [31, 54].

Tato antimykotika nekompetitivné inhibuji syntézu [-(1,3)-D-glukanu,
ktery je zékladni slozkou bunétné stény mnoha vlaknitych hub a kvasinek. Toto
cilové misto nema sviij ekvivalent v sav¢ich buiikach, proto poskytuje selektivni
toxicitu pro houbové mikroorganismy. Tyto latky maji velmi Siroké spektrum
zahrnujici Candida spp. (véetné flukonazol-rezistentni C. albicans) a Aspergillus
spp., nepusobi vSak na Cryptococcus neoformans, Fusarium spp.,
Scedosporium spp. a zygomycety. Mimo jiné vykazuji aktivitu viici Pneumocystis
carinii [31, 55].

Echinokandiny a pfibuzné pneumokandiny jsou velmi perspektivni
skupinou antifungédlnich 1é¢iv. Klinicky pouzivané latky maji pfiznivy
bezpecnostni profil, aplikuji se intraven6zné (kvuli velké molekularni hmotnosti),
diky dlouhému polocasu se podadvaji jednou denné. Vyhodou je, Ze jejich
metabolismus neni spojen s cytochromem P450, coz minimalizuje riziko 1ékovych

interakci v porovnani s azoly [6, 41].
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Kaspofungin

Kaspofungin (38) je polosynteticka lipopeptidova sloucenina piipravena
z pneumokandinu By, ktery je produktem fermentace askomycety Glarea
lozoyensis. Byl prvnim z pneumokandini zavedenym do praxe (v USA a EU,
r.2001). Jeho pouziti je schvaleno pro empirickou terapii piedpokladané
mykotické infekce u febrilnich neutropenickych pacientti, pro terapii kandidemie,
invazivni kandidézy a invazivni aspergilézy u pacientii refrakternich na jinou

16&bu [56].

CH; CHjs
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Mikafungin
Mikafungin (39) je polosynteticky derivat slouceniny izolované
z askomycety Coleophoma empetri. Prvné¢ byl registrovan v Japonsku

vroce 2002. Je urcen k profylaxi mykotickych infekci u pacienti

41



s transplantovanou kostni dieni nebo k 1é¢bé invazivnich kandidéz a aspergiloz

U pacientl refrakternich na jinou 1é¢bu [57].
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Anidulafungin

Anidulafungin (40) je polosynteticky derivat echinokandinu B, ktery je
fermentacnim produktem Aspergillus nidulans. V roce 2006 byl zaveden do
klinické praxe a jeho indikaci je kandidemie, esofagalni kandidéza a jiné formy

kandidoz [58, 59].
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Aminokandin
Aminokandin (41) ma velmi podobné vlastnosti a spektrum ucinku
S ostatnimi echinokandiny. V soucasné¢ dobé ma za sebou usp&sné ukoncenou

prvni fazi klinického zkouseni [8, 60].
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3.3.2. Vyvoj strukturné novych typi antifungalnich latek

Pti vyvoji novych 1éCiv se velmi Casto pouziva modifikace piedlohové
struktury o urcité biologické aktivité, scilem ziskat 1éCivo s vyhodngjsimi
vlastnostmi (vy$$i ucinnost, niz§i toxita, leps$i farmakokinetické parametry).
Zatimco v piipad¢ amfotericinu B se strukturni modifikace zatim nesetkaly
s uspéchem [38], mnohem lepsi perspektivy jsou patrné u azolovych antimykotik,
kterym je v soucasné dobé vénovana velka pozornost.

Nové strukturni typy antimykotik jsou ziskavany piedevsim screeningem,
kdy jsou nové izolované nebo syntetizované latky testovdny na antifungalni
ucéinnost v testech in vitro. U perspektivnich latek je pak provadén dalsi vyvoj,
scilem wvytvofit optimalni strukturu. Vyhodou novych struktur je rovnéz
skutecnost, ze by jejich aktivita mohla byt spojena s néjakym novym
mechanismem antifungalniho G¢inku [61].

Naésledujici prehled uvadi nékteré skupiny antifungélnich latek, které jsou
v soucasné dob¢ intenzivné studovany. Jejich Gcinek je vétSinou namiien proti

riznym specifickym strukturdm fungalnich bunék.

Papulakandiny

Papulakandiny jsou glykolipidy, kter¢ byly poprvé izolovany
vroce 1977 z houby Papularia sphaerosperma. Pro jejich spirocyklickou
strukturu je typicky disacharid, B-(1,4)-galaktosylglukosa, esterifikovany dvéma
mastnymi kyselinami. Podobné jako echinokandiny ptlisobi prostfednictvim
inhibice syntézy B-(1,3)-D-glukanu. In vitro vyrazné inhibuji rast kvasinek,
zejména C. albicans, avsak pfi testech na zvifecich modelech vykazovaly jen
omezeny ucinek, napi. papulakandin B (42). Zaroven se zkoumaji dalsi ptirodni
latky jako chaetiakandin, Mer-WF3010, sarikandin, furanokandin, korynekandin

a fusakandin A, které jsou svou strukturou ptibuzné papulokandiniim [54, 62].
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FR-901469 a analogy

FR-901469 je makrocyklicky ("neechinokandinovy") lipopeptidovy
lakton, ktery patiti do nové skupiny pfirodnich latek inhibujicich syntézu
B-(1,3)-D-glukanu. Tato latka vykazala vysokou aktivitu v modelu systémové
kandidézy, avSak také urcitou hepatotoxicitu. Jeji novéjsi analogy maji jesté veétsi

antimykotickou U€¢innost a jsou mén¢ toxické [54, 62].

Polyoxiny a nikkomyciny

Jsou opét pfirodni latky. Strukturné se jednd o peptidové nukleosidy.
Prikladem je nikkomycin Z (43) a polyoxin D (44). Jejich antifungalni ptisobeni
je zprostiedkovano inhibici chitinsyntasy, ktera katalyzuje B-(1,4)-spojovani
UDP-N-acetylglukosaminti do molekuly chitinu. Polysacharid chitin je
vyznamnou sloZzkou bunééné stény hub, udrzuje morfologicky tvar bun€k a ma
nezastupitelnou roli v morfogenezi. Protoze se chitin nevyskytuje v savcich
buiikéch, 1ze u téchto latek predpokladat nizkou toxicitu pti klinickém pouziti [63,
64].
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Jejich spektrum neni piili§ Siroké, silnou aktivitu vykazuji zejména vuci
C. albicans. V testech in vivo byla zaznamenana snizena aktivita, zptsobena
ziejmé jejich malou stabilitou vic¢i hydrolyze. Ale na druhou stranu nékteré
studie poukazuji na synergismus G¢inku v kombinaci s azoly a inhibitory syntézy
glukanu. Zna¢na snaha se dale soustfedi na syntézu ptirodnich peptidovych
nukleosidii, jejich slozek a analogli k urfeni zavislosti aktivity na struktufe
(structure-activity-relationship, SAR) pro vyvoj novych antifungalnich latek [54,
62].

Nikkomycin Z je soucasné dobé v druhé fazi klinického zkousSeni, jeho

indikaci je kokcidiomykoéza, znama v USA jako Valley fever [50].
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Pradimiciny

Pro tuto skupinu latek je charakteristicky benzo[a]tetracenchinonovy
skelet, glykosidicky navazany disacharid a volnd karboxylova skupina. Jsou
produkovany aktinomycetami rodu Actinomadura. Pradimiciny se vazi na
mannoproteiny, které jsou soucasti bunécné stény hub, a zpisobuji poskozeni
plazmatické membrany s naslednou lyzou buniky (maji fungicidni u¢inek). Kromé
antifungalniho Gc¢inku maji téz ucinek antiviroticky.

Pradimicin a jeho analogy, napt. benanomycin A (45), mély v testech na
zvifecich modelech vynikajici aktivitu va¢i C. albicans, A. fumigatus
a C. neoformans. Do klinického zkouSeni postoupil pradimicin BMS-181184,
avSsak jeho dalsi vyvoj byl zastaven jiz v prvni fazi zdivodid zavazné

hepatotoxicity [42, 62, 65].

Sordariny

Sordarin (46), piedlohova latka této skupiny, je diterpenicky glykosid
produkovany askomycetou Sordaria araneosa. Jeho antifungalni aktivita byla
objevena pfi ndhodném screeningu jiz na pocatku 70. let 20. stoleti. AvSak hlubsi

zajem o n¢j se objevil teprve nedavno a to diky screeningu inhibitord proteinové
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syntézy u C. albicans, ktery identifikoval podstatu jeho antifungalniho ucinku.
Tou je inhibice funkce proteinového komplexu EF2 (Elongation Factor 2) pfi
translaci nukleovych kyselin a tim nasledna inhibice syntézy proteint.
Experimenty odhalily, ze EF2 C. albicans ma vice nez z 85 % shodnou sekvenci
aminokyselin jako jeho ekvivalent v lidskych bunkach. Piesto sordarin stabilizuje
selektivné fungalni komplex ribosom/EF2 [42, 62].

Nejvice studovanymi derivaty sordarinu jsou zofimarin, BE31405,
SCH57404, GR135402, hypoxysordarin ¢i azasordariny. Azasordariny maji
nejvetsi terapeuticky potencial.

Sordariny jsou velmi nadéjnou skupinou. Jejich atraktivni mechanismus
ucinku, vysokéd specifita k fungalni cilové struktufe a pomérné jednoducha

syntéza slibuji kladny budouci vyvoj [31, 62].

Syringotoxiny, syringomyciny, syringostatiny

Tato skupina latek byla izolovana z bakterie Pseudomonas syringae pv.
syringae a je znama téz pod pojmem "nekrozu-indukujici lipodepsipeptidové
toxiny" (necrosis-inducing lipodepsipeptide toxins). Jedna se cyklické
lipodepsinonapeptidy, které maji fytotoxicky a fungistaticky ucinek. Jejich
plsobeni je zaméfeno na plazmatickou membrdnu a na poskozeni jeji funkce.
Syringomycin (47) vytvaii v membrané pory, které zvysi pasivni tok iontl pies

tuto membranu [54, 66].
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Aureobasidiny

Tyto  cyklické  depsipeptidy jsou produkovany  askomycetou
Aureobasidium pullulans. Nejznaméjsim zastupcem je aurcobasidin A (48).
Fungicidni G¢inek aureobasidinii spoc¢iva v inhibici inositolfosforylceramid-
syntasy (IPC), esencialniho enzymu hub a rostlin. Inisitolfosforylceramidsyntasa
katalyzuje prenos fosfoinositolu na hydroxylovou skupinu C; uhliku v molekule
ceramidu. Tato reakce je klicovym krokem v biosyntéze fungalnich sfingolipidd,
jez jsou v plazmatick¢é membrané zastoupeny v pomérné malé mite, ale jsou
nezbytné pro funkci burniky. Inhibici jejich biosyntézy dochézi k zastaveni rlstu
asmrti fungalni buiiky. IPC se nevyskytuje v sav€ich bunkach, proto se stava
potencialni cilovou strukturou pro vyvoj novych netoxickych antifungalnich latek
[62, 67]. Navic bylo objeveno, ze aureobasidiny zasahuji do funkce
P-glykoproteinu (konkrétné MDR1 P-glykoproteinu), ktery mulze hrat roli
Vv rezistenci u nékterych hub [68].

Inhibici inositolfosforylceramidsyntasy vykazuji 1 ptfirodni latky odlisné
struktury. Mezi latky s nejslibnéjSimi Géinky a vlastnostmi patii khafrefungin

nebo galbonolid A (neboli rustmicin) [62].
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Milbemyciny

Milbemyciny pusobi jako inhibitory efluxnich transportérii. Bylo
prokazano, ze milbemycin (49) a jeho analogy potencuji antifungalni aktivitu
triazold ¢i terbinafinu vic¢i Candida spp. Mohly by tak v budoucnu pomoci

bojovat s rostoucim vyskytem rezistence [69 — 71].
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Ostatni

Existuje velké mnozstvi dalSich potencialnich antifungalnich latek, které
jsou v soucasnosti studovany. Ptikladem latek ptirodniho ptivodu mohou byt dalsi
inhibitory syntézy [-glukanu — arborkandiny; inhibitory syntézy chitinu —
fellinsin A, arthtichitin; inhibitory syntézy sfingolipidi — sfingofunginy,
lipoxamyciny, viridiofunginy, australifungin ¢i minimoidin. Pfikladem latek,
U nichZz neni znam mechanismus U¢inku, mize byt viskosinamid, glomosporin,

jaspamid, cyklolithistid A, lobocyklamid nebo halolitoraliny [54, 62, 72].

Soucasny vyzkum se také zabyvd moznosti vakcinace proti vyznamnym
patogenim jako je C. albicans, Cryptococcus neoformans nebo Aspergillus
fumigatus. Ochrana proti houbovym patogenim muize byt vyvolana stimulaci jak
humoralni, tak i bunééné imunity ¢i obou zaroven. Existuji presvédcivé dikazy
0tom, ze humoralni imunita mize modifikovat prabéh infekce zptisobené
C. albicans a Cryptococcus neoformans. Poznatky ziskané ze studii na zvifecich
model jsou dnes tak pokrocilé, Zze vyvoj antifungélni vakciny pro klinické pouziti
se stava realnym a dosazitelnym cilem [73].

Vzristd t€Z zajem o pouziti protilatek v prevenci a 1écbé fungélnich
infekci. Diikazem toho je klinické testovani konjugované GXM-TT vakciny ¢i
mysi monoklonalni protilatky proti C. neoformans [74]. V roce 2007 byla podana
zadost o registraci efungumabu, rekombinantni lidské protilatky proti proteinu
tepelného Soku 90 (Heat Shock Protein 90 - hsp90). Hsp 90 se ucastni tvorby a
opravy bunécné stény hub a je dilezity pro pieziti buiikky. Vazbou protilatky na
hsp90 je blokovana jeho b&ézna Cinnost, bunécna sténa se stava oslabenou a
nemuze rust. Efungumab je uréen k 1é¢b¢ invazivni kandidoézy v kombinaci

s amfotericinem B [75].
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4. METODICKA CAST

4.1 Reaktivita rhodaninu

Rhodanin (1) je velmi reaktivni a poskytuje celou fadu reakci. Zejména se
jedna o kondenzace, pfemény jeho kondenzacnich produktti nebo substituce na
jadre. Diky pfitomnosti aktivni CH, skupiny v poloze 5 podstupuji rhodaniny
ajejich  N-substituované derivaty kondenzacni reakce se vSemi typy

aromatickych, alifatickych a nenasycenych aldehydt. Reakce s ketony probihaji

vvvvv

R, R? = H, alkyl; R® = H, alkyl, aryl, amino, hydroxyalkyl, karboxyalkyl,
aminoalkyl aj.

Schéma I: Kondenzace rhodaninu a N-substiutovanych rhodanini

s karbonylovymi slou¢eninami

Kondenzace rhodaninu s karbonylovymi slouCeninami se nejcastéji
uskutecnuji nasledujicimi postupy:
e Vv kyselém prostiedi, kdy se aldehyd a rhodanin rozpusti v kyselin€ octové
a smés se n€kolik hodin vafi s ekvivalentnim mnoZstvim octanu sodného
a acetanhydridu
e Vvalkalickém prostfedi, kdy se kondenzace katalyzuje smési chloridu
amonného a amoniaku ve vodné-alkoholickém roztoku.
Druhy zpisob je Setrnéj$i a pro kondenzaci ketonti s rhodaninem se dokonce

zadny jiny nedoporucuje [76].
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Znacny synteticky vyznam maji pfemény kondenzacnich produktd, které
vroce 1922 popsal Grianacher. Tyto reakce se oznaCuji jako Grénacherova
syntéza. Dnes je vSak obvyklé takto nazyvat i vlastni kondenzaci rhodaninu
s karbonylovymi slou¢eninami. Preparativni moznosti Granacherova syntézy jsou
znazornény na schématu II. Jak je patrné, lze Grédnacherovu syntézu vyuzit

k pfipravé homologickych aldehydu, nitrilti, aminokyselin a ketokyselin [76].

0 R? 0
R! COOH
RL R? X
R! NaOH -
+ NH —— NH _756_>
S« S\<
0

R? SH
S S
NH,OH
R? H R! COOH R: COOH
> g At H*
- -
R2 0 R2 0 R2 NOH
NaHg,
(CH5C0),0
R? COOH
Rl
R2 NH, WACN
RZ

R, R? =H, alkyl, aryl

Schéma II: Grénacherova syntéza

V poslednich letech byla publikovana fada modifikaci zakladnich postupi
pro kondenzaci rhodaninu s karbonylovymi slouceninami, napf. metodami
kombinatorialni chemie [77], S vyuzitim mikrovinného zafeni [78] nebo pomoci

katalyzatord fazového prenosu [79].
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4.2 Priprava thiosemikarbazont

Thiosemikarbazony se pfipravuji reakci karbonylovych sloucenin
s thiosemikarbazidem. Jedna se o nukleofilni adici. Adici nukleofilniho
¢inidla na karbonyl je moZzno obecné znazornit (podle jeho néboje) jednim ze

schémat [80]:

Nu Nu
.. O
>:O + NU —m \C/ i, \C/

AN
7/ \Q: / ‘:O—H

©

Nu—H —

+ NuH N A NP ko
o] —_— /C\ /C\ —_— Nu

:_Q: ‘0—H

©

Obecné se reakce nezastavi ve stadiu primarniho aduktu a nasleduje
pfenos protonu z rozpoustédla a eventudlné eliminace vody (podle reakénich
podminek, struktury substratu a nukleofilu) [81].

Konkrétni mechanismus adice thiosemikarbazidu na karbonylovou funkéni

skupinu vystihuje schéma III:

55



\6®_ o

C=—O0O + NH,NHCSNH,

/

NH,NHCSNH,

@
A WA
J

/ N\
NHNHCSNH,

\ ®/H + H,0 N ®

C——=N —_ C— + H30
/ NHCSNH, / NHCSNH,

Schéma III: Mechanismus reakce thiosemikarbazidu s karbonylovou funkéni

skupinou (ptevzato z lit. [82])

Nukleofilni adi¢ni reakce mohou byt katalyzovany kysele i bazicky. Pii
kyselé katalyze vznik4d konjugovana kyselina substratu, kterd je reaktivnéjSi nez
puvodni substrat. Protoze i nukleofil podléhd protonaci, je nutno volit reakéni

podminky tak, aby byl nukleofil pfitomen v postacujici koncentraci:

Nu+H —_— NuH

Bazicka katalyza se naopak tyka nukleofilniho ¢inidla, které se tak méni

na reaktivnéjsi konjugovanou bazi:

© ©
BH + Nu

|

NuH + B
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4.3 Cyklizace thiosemikarbazoni v thiazolidin-4-on

Thiosemikarbazony, jako N,S-nukleofily, se pouzivaji k piipravé derivati
thiazolidin-4-onu (2), resp. 2-iminothiazolidin-4-ont (pseudothiohydantoini).
Schéma IV  znazoriiuje nékolik publikovanych syntéz, kde rizné
thiosemikarbazony reaguji napt. s a-halogenkyselinami, maleinanhydridem,
maleinimidy ¢i s aroylakrylovymi kyselinami. Reak¢ni prostiedi miize tvofit
samotné rozpoustédlo nebo rozpoustédlo s piidavkem octanu sodného [13, 83,

84].

0
X _H(AIK
T)ko (AIK) .
R™  x=clIBr ,}NH
R x~ _N R

g 0]
Ar
0]

OEt

(0)
AVJ\:
Br

0]
R NH
Ar S)\N/NYR
e) R
Q
_ //E\NH
Ar S)%N/NYR
R

Schéma IV: Cyklizace thiosemikarbazont (pfevzato z lit. [13])

57




4.4 Metodika vlastni prace

Prvni cast diplomové prace je zameéfena na pripravu kondenzacnich
produktit N-substituovanych rhodanint s pyrazinkarbaldehydem, benzaldehydem
nebo s riznymi polohovymi izomery pyridinkarbaldehydu (schéma V). Jedna se
0 Knoevenagelovu kondenzaci [85]. Pro pfipravu produkti je pouzito bud’ kyselé
prostiedi (CH3COOH/CH3COONa/(CH3C00),0) nebo alkalické (NH4CI/NH3/

EtOH) v zavislosti na charakteru rhodaninového derivatu.

R= -CH2COOH, -CH2CH20H, -NH,

Schéma V: Kondenzace N-substituovanych rhodanini s arylaldehydem

Druhd cast diplomové prace je vénovana syntéze 2-substituovaného
thiazolidin-4-onu, ktery vznika cyklizaci thiosemikarbazonu chloroctovou
kyselinou. Obecny postup znazornuje schéma V1.

Reakci aldehydu s thiosemikarbazidem v prostfedi methanolu vznika
thiosemikarbazon. Jde o nukleofilni adici, kterd probiha adi¢né-eliminacnim
mechanismem. Reakce je katalyzovana stopou kyseliny (v nasem piipadé
koncentrované kyseliny octové). Druhym krokem syntézy je reakce
thiosemikarbazonu s chloroctovou kyselinou v prostiedi ethanolu s pfidavkem

octanu sodného.

58



H H
N
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EtOH HN
Cl
0

Schéma VI: Pfiprava 2-substituovaného thiazolidin-4-onu
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Chemicka cCast

Pti ptipravé byly pouzity komeréné dostupné vychozi slouceniny:
o pyridin-2-karbaldehyd, 99% (Aldrich)
o pyridin-3-karbaldehyd, 98% (Aldrich)
o pyridin-4-karbaldehyd, 97% (Aldrich)
o (4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)octova kyselina, purum (Fluka)
o 3-aminorhodanin, 99% (Aldrich)
o thiosemikarbazid, purum (Fluka)

. chloroctové kyselina, purum (Fluka).

3-(2-Hydroxyethyl)rhodanin, jako surovina pro syntézu 5.1.1.5, byl pfipraven
podle patentu [86].

Pyrazin-2-karbaldehyd byl pfipraven postupem vypracovanym na Katedfe
farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv [87]. Jako vychozi surovina byla pouzita
pyrazin-2-karboxylova  kyselina, 99 %  (Fluka). Redukce methyl-
-pyrazin-2-karboxylatu byla provedena pomoci tetrahydroboratu sodného,
purump. a. (Fluka). Koxidaci pyrazin-2-ylmethanolu byl pouzit oxid

manganicity, srazeny, aktivni pro syntézu (Merck).

Sloupcové chromatografie byly provadény za pouziti silikagelu 60

Fluka (0,063 - 0,2 mm).

TLC chromatografie byla provadéna na hlinikovych deskach Silicagel 60 Fpsy
(Merck).

Vzorky latek pro analyzu byly suSeny 24 hodin v exsikdtoru nad oxidem

fosfore¢nym pfi tlaku 1,33 kPa.
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Teploty tani byly stanoveny na mikrovyhfevném bloku Boetia a nebyly

korigovany.

Elementarni analyzy byly provedeny na analyzatoru EA 1110 CHNS firmy Carlo
Erba.

Cistota produkti byla ovéiena pomoci HPLC za téchto podminek:

Separa¢ni modul: Waters Alliance 2695 XE s chromatografickym softwarem
Millennium**® Chromatography Manager Software, Waters 2004

Kolona: Symmetry® C15 5 um, 4.6 x 250 mm

Mobilni faze: methanol + voda 70:30 (v/v), prutok 0,9 ml/min, nastiik 30 ul
Detekce: Waters Photodiode Array Detector 2996, 210 nm

IC analyza byla provedena na spektrofotometru NICOLET IMPACT 400

metodou ATR. VInoéty jsou uvadény v cm™.
'H-NMR a ®*C-NMR spektra byla m&fena na piistroji VARIAN Mercury-V,BB

300 v DMSO. *H-NMR a **C-NMR spektra vSech pfipravenych latek 1ze nalézt
v ptilohéch 1 — 2.
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5.1.1 Derivaty rhodaninu

5.1.1.1 P¥iprava [4-0x0-5-(pyrazin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl)]-

octové Kyseliny

5.1.1.1.1 Esterifikace pyrazin-2-karboxylové kyseliny

0]
N COOH N CH,
| <o |
_ CH,0H _
N N

Smés 12,4 g (0,1 mol) pyrazin-2-karboxylové kyseliny, 50 ml methanolu
a 0,3 ml koncentrované kyseliny sirové byla zahfivana do varu po dobu 6 hodin.
Po ochlazeni byla zneutralizovana pevnym hydrogenuhli¢itanem sodnym
a zfiltrovana. Z filtratu byl oddestilovan methanol na vakuové odparce. Bylo
ziskano 13,5 g methylesteru kyseliny pyrazin-2-karboxylové, coz odpovida 98 %
teoretického vytézku.

Totoznost produktu byla ovétena pomoci TLC, jako standard byl pouZit
diive pripraveny methylester kyseliny pyrazin-2-karboxylové (soustava benzin +

ethyl-acetat 1:1).

5.1.1.1.2 Redukce methylesteru kyseliny pyrazin-2-karboxylové

tetrahydroboratem sodnym
@)
N CH N
e 3
‘ S O NaBH, ‘ N OH
—_—l
= H,0 —
N N
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Smés 13,5 g (0,098 mol) methylesteru kyseliny pyrazin-2-karboxylové
a19 g (0,5 mol) tetrahydroboratu sodného ve 250 ml vody byla michana 3 hodiny
pii laboratorni teploté. Ke smési bylo piidano 150 ml ethanolu a takové mnozstvi
uhli¢itanu draselného, aby se odd¢lily dvé faze. Poté byla smés kontinualné
extrahovana ethyl-acetitem. Smés vychozi latky a produktu byla rozdélena
pomoci sloupcové chromatografie (soustava toluen + aceton 1:1). Takto bylo

ziskano 9,6 g pyrazin-2-ylmethanolu, coZ odpovida 89 % teoretického vytézku.

5.1.1.1.3 Oxidace pyrazin-2-ylmethanolu aktivnim MnQO,

N
X
‘ OH MnO2
N/ CH3COCH;,

Smés 3,0 g pyrazin-2-ylmethanolu (0,028 mol), 150 ml acetonu a 15g
MnO; se ponechala reagovat v ultrazvukové lazni za laboratorni teploty po dobu
4 hodin. Poté byl MnO, odfiltrovan a filtr byl dikladné¢ promyt acetonem.
Z filtratu se oddestiloval aceton na vakuové odparce a odparek obsahujici smés
pyrazin-2-karbaldehydu a pyrazin-2-ylmethanolu byl rozdélen chromatograficky
(soustava benzin + ethylacetat 3:2). Takto bylo =ziskano 1,39 pyrazin-2-
-karbaldehydu, coZ odpovida 43 % teoretického vytézku.

5.1.1.1.4 P#iprava [4-0x0-5-(pyrazin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]-

octové kyseliny

\fs (CHCO),0/CH;COONa >;
CH3COOH

COOH COOH
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Smés 1,0 g (0,009 mol) pyrazin-2-karbaldehydu a 1,8 g (0,009 mol)
(4-oxo0-2-thioxothiazolidin-3-yl)octové  kyseliny byla rozpusténa v ledové
kyseliné octové. Bylo pfidano ekvimolarni mnozstvi octanu sodného
a acetanhydridu. Reak¢éni smés byla zahtfivana do varu pod zpétnym chladi¢em po
dobu 3 hodin. Po zchladnuti byly vylouc¢ené krystaly odsaty, promyty nejprve
50 ml destilované vody a potom 50 ml zfedéného ethanolu (1:1, v/v). Nakonec

byl produkt ¢istén krystalizaci z koncentrované kyseliny octové.

Sumarni vzorec: C1gH7N303S,
Molekulova hmotnost: 281,31
Vytézek: 1,8 g (71 %)
Vzhled: zluta krystalicka latka
Teplota tani: 266 — 268 °C

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 42,70 2,51 14,94 22,80
Nalezeno: 42,83 3,20 12,95 18,89

HPLC cdistota: 94,11 %
IC spektrum: 3051 (CH), 1737 (C=0O(OH)), 1709 (C=0), 740 (C=S)
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5.1.1.2 Priprava 3-amino-5-(pyridin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-4-

-onu

N CHO N
S S
h ‘ >;S NH3/NH,CI o N N %5
C,HsOH
F N e = N
o \ o \
NH, NH,

Smés 1,0 g (0,009 mol) pyridin-2-karbaldehydu, 1,7 g (0,009 mol)

3-aminorhodaninu, 0,7 ml koncentrovaného roztoku amoniaku a 15 ml ethanolu
byla pfivedena k varu pod zpétnym chladi¢em. K ¢irému roztoku byl piidan
roztok 0,7 g chloridu amonného ve 2 ml destilované vody zahtaty na 80 °C
areakéni smés byla zahtivana do varu 2 hodiny. Po zchladnuti byly vyloucené
krystaly odfiltrovany, promyty nejprve 50 ml destilované vody a potom 50 ml

ziedéného ethanolu (1:1, v/v). Nakonec byl produkt ¢istén krystalizaci z acetonu.

Sumarni vzorec: CgH;N30S,
Molekulova hmotnost: 237,30
Vytézek: 1,3 g (73 %)
Vzhled: Zluta krystalicka latka
Teplota tani: 228 — 231 °C

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 4555 2,97 17,71 27,02
Nalezeno: 45,35 3,23 17,67 27,44

HPLC distota: 95,65 %
IC spektrum: 3140 (NH,), 3050 (CH), 1721, (C=0(OH)), 1701 (C=0), 774 (C=S)
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5.1.1.3 Priprava [4-0x0-5-(pyridin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]-

octové kyseliny

N\ cHo N S
. /\55 (CHC0),0/CHsCOONa NN >;S
_ y CH,COOH _ N
o) \\ O \\

Smés 1,0 g (0,009 mol) pyridin-2-karbaldehydu a 1,8 g (0,009 mol)
(4-oxo0-2-thioxothiazolidin-3-yl)octové  kyseliny byla rozpusténa v ledové
kyseliné octové. Bylo pfidano ekvimolarni mnozstvi octanu sodného
a acetanhydridu. Reakéni smés byla zahtivana do varu pod zpétnym chladi¢em po
dobu 3 hodin. Po zchladnuti byly vylouc¢ené krystaly odsaty, promyty nejprve
50 ml destilované vody a potom 50 ml zfedéného ethanolu (1:1, v/v). Nakonec

byl produkt ¢istén krystalizaci z koncentrované kyseliny octové.

Sumarni vzorec: C11HgN>03S,
Molekulova hmotnost: 280,32
Vytézek: 2,0 g (76 %)

Vzhled: zluta krystalicka latka
Teplota tani: 260 — 261 °C

Teploty tani uvedené v literatuie [88]:

o 253 — 254 °C /konfigurace neuvedena, kyselina octova/

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 47,13 2,88 9,99 22,88
Nalezeno: 46,75 3,12 9,81 2259

HPLC ¢istota: 93,98 %
IC spektrum: 3042 (CH), 1740 (C=0O(OH)), 1705 (C=0), 750 (C=S)
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5.1.1.4 Priprava [4-0x0-5-(pyridin-3-ylmethylen)-2-thioxothiazolidin-3-yl]-

octové kyseliny

CHO
3 S
’\©/+ >§s (CHCO),0/CH;COONa. N‘ I N >;s
CH,COOH
/ N 3 / <
N 7 N\

COOH COOH

Smés 1,0 g (0,009 mol) pyridin-3-karbaldehydu a 1,8 g (0,009 mol)
(4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)octové  kyseliny byla rozpusténa v ledové
kyselin¢ octové. Bylo pfidino ekvimolarni mnozstvi octanu sodného
a acetanhydridu. Reak¢ni smés byla zahiivana do varu pod zpétnym chladicem po
dobu 3 hodin. Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty nejprve
50 ml destilované vody a potom 50 ml zfedéného ethanolu (1:1, v/v). Nakonec

byl produkt ¢istén krystalizaci z koncentrované kyseliny octové.

Sumarni vzorec: C11HgN203S;
Molekulova hmotnost: 280,32
Vytézek: 1,6 g (61 %)

Vzhled: Zluta krystalicka latka
Teplota tani: 257 — 258 °C

Teploty tani uvedené v literatuie [88]:

o 255 — 256 °C /konfigurace neuvedena, kyselina octova/

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 47,13 2,88 9,99 22,88
Nalezeno: 46,89 3,15 9,86 23,17

HPLC ¢istota: 97,75 %
IC spektrum: 1704 (C=0), 745 (C=S)

67



5.1.1.5 Priprava 3-(2-hydroxyethyl)-5-(pyridin-2-ylmethyliden)-2-thioxo-
thiazolidin-4-onu

N S
C,H:OH
= N 2 = N
0]

OH OH

Smés 1,0 g (0,009 mol) pyridin-2-karbaldehydu, 1,7 g (0,009 mol)
3-(2-hydroxyethyl)rhodaninu, 0,7 ml koncentrovaného roztoku amoniaku a 15 ml
ethanolu byla pfivedena k varu pod zpétnym chladicem. K ¢irému roztoku byl
pfidan roztok 0,7 g chloridu amonného ve 2 ml destilované vody zahtéaty na 80 °C
a reakéni smés byla zahfivana do varu po dobu 2 hodin. Po zchladnuti byly
vylou¢ené krystaly odfiltrovany, promyty nejprve 50 ml destilované vody
apotom 50 ml zifedéného ethanolu (1:1, v/v). Nakonec byl produkt cistén

krystalizaci z methanolu.

Sumarni vzorec: C11H10N205S;
Molekulova hmotnost: 266,34
Vytézek: 0,9 g (37 %)

Vzhled: zluta krystalicka latka
Teplota tani: 181 — 183 °C

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 49,61 3,78 10,52 24,08
Nalezeno: 49,17 3,95 10,37 23,66

HPLC cistota: 94,11 %
IC spektrum: 3515 (OH), 1706 (C=0), 753 (C=S)
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5.1.1.6 Piiprava [4-0x0-5-(pyridin-4-ylmethyliden)-2-thioxo-thiazolidin-3-yl]-

octové kyseliny

CHO
S S
©/+ \fs (CHCO),0/CH,COONa ‘ NN %s
CHACOOH
N N ? N A N
o} \\ o}

COOH COOH

Smés 1,0 g (0,009 mol) pyrazin-4-karbaldehydu a 1,8 g (0,009 mol)
(4-oxo0-2-thioxothiazolidin-3-yl)octové  kyseliny byla rozpusténa v ledové
kyselin¢ octové. Bylo pfidino ekvimolarni mnozstvi octanu sodného
a acetanhydridu. Reakéni smés byla zahtivana do varu pod zpétnym chladi¢em po
dobu 3 hodin. Po zchladnuti byly vylou¢ené krystaly odsaty, promyty nejprve
50 ml destilované vody a potom 50 ml zfedéného ethanolu (1:1, v/v). Nakonec

byl produkt ¢istén krystalizaci z koncentrované kyseliny octové.

Sumarni vzorec: C11HgN203S;
Molekulova hmotnost: 280,32
Vytézek: 2,03g (80 %)

Vzhled: Zluta krystalicka latka
Teplota tani: 277 — 280 °C

Teploty tani uvedené v literature [88]:

o 260 — 261 °C /konfigurace neuvedena, kyselina octova/

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 47,13 2,88 9,99 22,88
Nalezeno: 46,36 2,74 9,73 21,08

HPLC ¢istota: 96,30 %
IC spektrum: 3037 (CH), 1797 (C=0(OH)), 1708 (C=0), 754 (C=S)
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5.1.1.7 Piiprava (5-benzyliden-4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)octové kyseliny

CHO ¢ NS
. s (CHCO),0/CH;COONa_ >;S
CH4COOH
N N
o \\ o) \\

COOH COOH

Smés 1,0 g (0,009 mol) benzaldehydu a 1,8 g (0,009 mol)
(4-oxo0-2-thioxothiazolidin-3-yl)octové  kyseliny byla rozpusténa v ledové
kyseliné octové. Bylo pfidano ekvimolarni mnozstvi octanu sodného
a acetanhydridu. Reakéni smés byla zahtivana do varu pod zpétnym chladi¢em po
dobu 3 hodin. Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty nejprve
50 ml destilované vody a potom 50 ml zfedéného ethanolu (1:1, v/v). Nakonec

byl produkt ¢istén krystalizaci z koncentrované kyseliny octové.

Sumarni vzorec: C1oHgNO3S,

Molekulova hmotnost: 279,33

Vytézek: 1,67g (66 %)

Vzhled: zluta krystalicka latka

Teplota tani: 247 — 248 °C

Teploty tani uvedené v literatuie [88]:
. 186 °C /E-izomer, rozpoustédlo neuvedeno/
. 240 °C /E-izomer, kyselina octova/

. 202 — 205 °C /konfigurace neuvedena, voda, dimethylformamid/

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 51,60 3,25 5,01 22,96
Nalezeno: 51,23 3,08 499 20,75

HPLC distota: 99,83 %
IC spektrum: 3017 (CH), 1731 (C=0O(OH)), 1707 (C=0), 759 (C=S)
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5.1.2 Derivaty thiazolidin-4-onu

5.1.2.1 Priprava 2-[(pyrazin-2-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-onu

5.1.2.1.1 Priprava pyrazin-2-karbaldehyd-thiosemikarbazonu

H
N CHO S N N N NH,
- P YU
‘ +  H,N —_— ‘
P SN NH, CH40OH _ s
N H N

K 1,3 g (0,014 mol) thiosemikarbazidu bylo pfidano 80 ml methanolu
asmés byla michdna n¢kolik minut v ultrazvukové lazni. Pak byl
thiosemikarbazid za horka rozpustén, bylo pifidano Kkatalytické mnozstvi
koncentrované kyseliny octové a 1,5 g (0,014 mol) pyrazin-2-karbaldehydu.
Reakéni smés byla zahfivana do varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 4 hodin.
Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty postupné¢ 50 ml
destilované vody a 50 ml zfedéné¢ho ethanolu (1:1, v/v). Produkt byl nésledné
ptekrystalizovan z methanolu. Totoznost a Cdistota produktu byly ovéfeny

porovnanim teploty tani s teplotou uvedenou v literatufe a elementarni analyzou.

Sumarni vzorec: CgH7NsS
Molekulova hmotnost: 181,21
Vytézek: 1,9 g (76 %)

Vzhled: svétle zluta krystalicka latka
Teplota tani: 238 — 239 °C

Teploty tani uvedené v literatute [88]:

° 237 — 239 °C /E-izomer, ethanol/

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypoéteno: 39,77 3,89 38,65 17.69
Nalezeno: 38,23 3,80 38,23 15,63
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5.1.2.1.2 Piiprava 2-[(pyrazin-2-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-onu

N X N S
-
[ jA T CICHZCOOH [ N N \(
CH3COONa ‘
EtOH N/ HN

Smés 0,69 (0,003 mol) pyrazin-2-karbaldehyd-thiosemikarbazonu
a octanu sodného (0,07 g) byla za horka rozpusténa v ethanolu (100 ml). Nasledn¢
bylo ptfidano 0,3 g (0,003 mol) kyseliny chloroctové. Reakéni smés byla
zahfivana do varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 6 hodin. Po zchladnuti smési
byly vyloucené krystaly odsaty a nasledné promyty 50 ml destilované vody a 50

ml zfedéného ethanolu (1:1, v/v). Produkt byl piecistén krystalizaci z ethanolu.

Sumarni vzorec: CgH;NsOS
Molekulova hmotnost: 221,24
Vytézek: 0,5 g (69 %)
Vzhled: bila krystalicka latka
Teplota tani: 283 — 292 °C

Elementarni analyza:

% C % H % N %S
Vypocteno: 43,43 3,19 31,66 14,49
Nalezeno: 43,27 3,16 31,62 14,46

HPLC ¢istota: 98,49 %
IC spektrum: 3057 (NH), 2930 (CHy), 2734 (CH), 1710 (C=0)
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5.1.2.2 Priprava 2-[(pyridin-2-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-onu

5.1.2.2.1 Piiprava pyridin-2-karbaldehyd-thiosemikarbazonu

H
N CHO S N . N NH,
- Ao — T
+  H.N _ =
~ CH,OH
P N NH, 3 P S

K 1,3 g (0,014 mol) thiosemikarbazidu bylo pfidano 80 ml methanolu
asmés byla michdna n¢kolik minut v ultrazvukové lazni. Pak byl
thiosemikarbazid za horka rozpustén, bylo pfidano Kkatalytické mnozstvi
koncentrované kyseliny octové a 1,5 g (0,014 mol) pyridin-2-karbaldehydu.
Reakéni smés byla zahfivana do varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 4 hodin.
Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty postupné 50 ml
destilované vody a 50 ml zfedéné¢ho ethanolu (1:1, v/v). Produkt byl nésledné
ptekrystalizovan z methanolu. Totoznost a Cdistota produktu byly ovéfeny
porovnanim teploty tani s teplotami uvedenymi v literatufe a elementarni

analyzou.

Sumarni vzorec: C7HgN4S
Molekulova hmotnost: 180,23
Vytézek: 1,8 g (71 %)
Vzhled: Zluta krystalicka latka
Teplota tani: 218 — 219 °C

Teploty tani uvedené v literature [88]:

. 218 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/

° 211 — 215 °C /konfigurace neuvedena, ethanol, voda/

o 210 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/

o 210 — 212 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/

. 210 — 211 °C za rozkladu /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo
neuvedeno/
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. 209 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/

o 209 — 211 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
o 209 — 210 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
o 204 — 205 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
. 202 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/

. 207 — 208 °C /E-izomer, rozpoustédlo neuvedeno/

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 46,65 4,47 31,09 17,79
Nalezeno: 46,52 4,40 31,33 16,47

5.1.2.2.2 Piiprava 2-[(pyridin-2-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-onu

H
N . _N NH,
/
X N T _CICH,CO0H \(
CH3COONa
Z S EtOH

Smés 0,9g (0,006 mol) pyridin-2-karbaldehyd-thiosemikarbazonu
a octanu sodného (0,1 g) byla za horka rozpusténa v ethanolu (50 ml). Nésledné
bylo pfidano 0,5 g (0,005 mol) kyseliny chloroctové. Reakéni smés byla
zahtivana do varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 6 hodin. Po zchladnuti smési
se byly vylouc¢ené krystaly odsaty a nasledn¢ promyty 50 ml destilované vody
a50 ml zfedéného ethanolu (1:1, v/v). Produkt byl pfecistén krystalizaci

Z ethanolu.

Sumarni vzorec: CoHgN4OS
Molekulova hmotnost: 220,25
Vytézek: 0,4 g (36 %)
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Vzhled: Zluta krystalické latka
Teplota tani: 262 — 264 °C

Teploty tani uvedené v literatuie [88]:

° 251 °C /E,E-izomer, rozpoustédlo neuvedeno/

° 264 °C / E,E-izomer, ethanol/

° 264 °C / E,E-izomer, kyselina octova/

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 49,08 3,66 25,44 14,56
Nalezeno: 48,81 3,92 25,03 12,40

HPLC ¢istota: 98,15 %
IC spektrum: 2933 (CH,), 2618 (CH), 1706 (C=0)
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5.1.2.3 Priprava 2-[(pyridin-3-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-onu

5.1.2.3.1 Priprava pyridin-3-karbaldehyd-thiosemikarbazonu

H
CHO S . N NH,
* H,N R ——
~
= N NH, CHsOH P~ S

K 1,3 g (0,014 mol) thiosemikarbazidu bylo pfidano 80 ml methanolu
asmés byla michdna n¢kolik minut v ultrazvukové lazni. Pak byl
thiosemikarbazid za horka rozpustén, bylo piridano katalytické mnozstvi
koncentrované kyseliny octové a 1,5 g (0,014 mol) pyridin-3-karbaldehydu.
Reakéni smés byla zahtivana do varu pod zpétnym chladi¢em po dobu ¢Etyt hodin.
Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty postupné 50 ml
destilované vody a 50 ml zfedéného ethanolu (1:1, v/v). Produkt byl nasledné
prekrystalizovan z methanolu. Totoznost a d¢istota produktu byly ovéfeny
porovnanim teploty tani s teplotami uvedenymi v literatufe a elementarni

analyzou.

Sumarni vzorec: C7HgN4S
Molekulova hmotnost: 180,23
Vytézek: 2,42 g (96 %)

Vzhled: svétle zluta krystalicka latka
Teplota tani: 221 — 223 °C

Teploty tani uvedené v literatute [88]:

o 237 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/

. 237 — 238 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
. 226 °C za rozkladu /konfigurace neuvedena, butanol/

o 224 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/

o 223 — 226 °C /konfigurace neuvedena, voda/
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. 223 — 224 °C za rozkladu /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo

neuvedeno/

. 222 — 224 °C /konfigurace neuvedena, voda/

. 222 — 223 °C za rozkladu /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo
neuvedeno/

. 217 — 218 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/

o 213 — 216 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypoéteno: 46,65 4,47 31,09 17,79
Nalezeno: 46,45 4,36 31,05 19,88

5.1.2.3.2 Priprava 2-[(pyridin-3-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-onu

H
L NH,
N‘ X N T _CICH,COOH \(
CH3COONa
F S EtOH

Smé 0,9g (0,005 mol) pyridin-3-karbaldehyd-thiosemikarbazonu
a octanu sodného (0,1 g) byla za horka rozpusténa v ethanolu (70 ml). Nésledné
bylo pfidano 0,5 g (0,005 mol) kyseliny chloroctové. Reakéni smés byla
zahiivana do varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 6 hodin. Po zchladnuti smési
byly vyloucené krystaly odsaty a nasledné¢ promyty 50 ml destilované vody
a50ml zfedéného ethanolu (1:1,v/v). Produkt byl pfecistén krystalizaci

Z ethanolu.

Sumarni vzorec: CoHgN4OS

Molekulova hmotnost: 220,25
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Vytézek: 1,0 g (91 %)
Vzhled: bila krystalicka latka
Teplota tani: 288 — 291 °C
Teploty tani uvedené v literatuie [88]:
. 278 °C / E,E-izomer, ethanol/

° 278 °C / E,E-izomer, kyselina octova/

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypoéteno: 49,08 3,66 25,44 14,56
Nalezeno: 48,80 3,92 25,32 12,51

HPLC C¢istota: 98,89 %
IC spektrum: 3027 (NH), 2941 (CH,), 2754 (CH), 1705 (C=0)
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5.1.2.4 Priprava 2-[(pyridin-4-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-onu

5.1.2.4.1 P¥iprava pyridin-4-karbaldehyd-thiosemikarbazonu

H
CHO S N N NH,
[ J iy S
* H,N —_—
N / \H NH, CHZOH N / S

K 1,3 g (0,014 mol) thiosemikarbazidu bylo pfidano 80 ml methanolu
asmés byla michdna n¢kolik minut v ultrazvukové lazni. Pak byl
thiosemikarbazid za horka rozpustén, bylo pridano katalytické mnozstvi
koncentrované kyseliny octové a 1,5 g (0,014 mol) pyridin-4-karbaldehydu.
Reakéni smés byla zahtivana do varu pod zpétnym chladi¢em po dobu ¢Etyt hodin.
Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty postupné 50 ml
destilované vody a 50 ml vodného ethanolu (1:1, v/v). Produkt byl nésledné
prekrystalizovan z methanolu. Totoznost a d¢istota produktu byly ovéfeny
porovnanim teploty tani s teplotami uvedenymi v literatufe a elementarni

analyzou.

Sumarni vzorec: C7HgN4S
Molekulova hmotnost: 180,23
Vytézek: 2,0 g (79 %)
Vzhled: bila krystalicka latka
Teplota tani: 238 — 240 °C

Teploty tani uvedené v literatute [88]:

o 258 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/

o 253 — 254 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
o 240 °C /konfigurace neuvedena, methanol/

. 240 °C za rozkladu /konfigurace neuvedena, methanol/

o 238 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/

o 235 °C za rozkladu /konfigurace neuvedena, zfedény ethanol/
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o 234 °C /konfigurace neuvedena, voda/

o 233 — 237 °C /konfigurace neuvedena, voda/

o 232 — 234 °C za rozkladu /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo
neuvedeno/
o 228 °C za rozkladu /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo
neuvedeno/
Elementarni analyza:
% C % H % N % S
Vypoéteno: 46,65 4,47 31,09 17,79
Nalezeno: 46,32 4,30 31,25 16,60

5.1.2.4.2. Pfiprava 2-[(pyridin-4-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-onu

S

H
‘ AN \N/N\H/NH
N = S

Smés 0,9g (0,006 mol)

CICH,COOH
CH3COONa

EtOH

pyridin-4-karbaldehyd-thiosemikarbazonu

a octanu sodného (0,1 g) byla za horka rozpusténa v ethanolu (50 ml). Nasledné

bylo pfidano 0,5 g (0,005 mol) kyseliny chloroctové. Reakéni smés byla

zahtivana do varu pod zpétnym chladi€¢em po dobu 6 hodin. Po zchladnuti smési

byly vyloucené krystaly odsaty a nasledné¢ promyty 50 ml destilované vody a 50

ml zfedéného ethanolu (1:1, v/v). Produkt byl precistén krystalizaci z ethanolu.

Sumarni vzorec: CgHgN4OS

Molekulova hmotnost: 220,25
Vytézek: 1,0 g (86 %)
Vzhled: zluta krystalicka latka
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Teplota tani: 269 — 270 °C

Teploty tani uvedené v literatufe [88]:
o 258 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/
. 271 °C /E,E-izomer, ethanol/

. 271 °C /E,E-izomer, kyselina octova/

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypoéteno: 49,08 3,66 25,44 14,56
Nalezeno: 46,04 3,73 25,48 13,36

HPLC Cdistota: 98,57 %
IC spektrum: 3044 (NH), 2940 (CH), 2766 (CH), 1709 (C=0)
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5.1.2.5 Priprava 2-(benzylidenhydrazono)thiazolidin-4-onu

5.1.2.5.1 P¥iprava benzaldehyd-thiosemikarbazonu

H
CHO s X N NH,
A Y
* H,N Eer——
~
N NH, CHeOH g

K 1,3 g (0,014 mol) thiosemikarbazidu bylo pfidano 80 ml methanolu
asmés byla michdna n¢kolik minut v ultrazvukové lazni. Pak byl
thiosemikarbazid za horka rozpustén, bylo pridano katalytické mnozstvi
koncentrované kyseliny octové a 1,5 g (0,014 mol) benzaldehydu. Reakéni smés
byla zahtivana do varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 4 hodin. Po zchladnuti
byly vyloucené krystaly odsaty, promyty postupné 50 ml destilované vody
a50 ml ztfedéného ethanolu (1:1, v/v). Produkt byl nasledné piekrystalizovan
z methanolu. Totoznost a Cistota produktu byly ovéfeny porovnanim teploty tani

s teplotami uvedenymi v literatufe a elementarni analyzou.

Sumarni vzorec: CgHgN3S
Molekulova hmotnost: 179,24
Vytézek: 1,0 g (41 %)
Vzhled: bila krystalicka latka
Teplota tani: 160 °C

Teploty tani uvedené v literatufe [88]:

o 180 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
. 170 °C /konfigurace neuvedena, benzen/
. 163 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/
. 162 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/
o 162 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
o 160 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/
o 160 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
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. 160 — 162 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
° 159 — 161 °C /konfigurace neuvedena, methanol, voda/

o 159 — 160 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
o 159 — 160 °C /konfigurace neuvedena, voda/

. 154 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/

° 153,5 — 154,5 °C /konfigurace neuvedena, methanol/

. 151 — 152 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
o 148 — 150 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/

o 161 — 162 °C /Z-izomer, rozpoustédlo neuvedeno/

o 159 — 161 °C /E-izomer, vodny ethanol/

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 53,61 5,06 23,44 17,89
Nalezeno: 53,30 4,93 23,78 17,76

5.1.2.5.1 Piiprava 2-(benzylidenhydrazono)thiazolidin-4-onu

H
. N NH,
N T _CICH,CO0H \(
g CHgCOONa
EtOH

Smés 0,9 g (0,005 mol) benzaldehyd-thiosemikarbazonu a octanu sodného
(0,1 g) byla za horka rozpusténa v ethanolu (70 ml). Nasledné bylo piidano 0,5 g
(0,005 mol) kyseliny chloroctové. Reakéni smés byla zahtivana do varu pod
zpétnym chladicem po dobu 6 hodin. Po zchladnuti smési se byly vyloucené
krystaly odsaty a nasledn¢ promyty 50 ml destilované vody a 50 ml ziedéného
ethanolu (1:1, v/v). Produkt byl ptecistén krystalizaci z ethanolu.
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Sumarni vzorec: C190HgN30S

Molekulova hmotnost: 219,26

Vytézek: 0,9 g (82 %)

Vzhled: zluta krystalicka latka

Teplota tani: 247 — 249 °C

Teploty tani uvedené v literatute [88]:
o 259 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
. 257 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/

o 256 °C /konfigurace neuvedena, vodny pyridin/

o 257 — 259 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
o 254 — 255 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/
o 252 °C /konfigurace neuvedena, kyselina octova/

o 252 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/

. 249 — 250 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/
. 254 °C ©¢J‘ \N/N\[E](S Irozpoustédlo neuvedeno/

HN

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 54,78 4,14 19,16 14,62
Nalezeno: 55,76 4,13 18,53 12,99

HPLC ¢istota: 99,36 %
IC spektrum: 3055 (NH), 2966 (CH,), 2755 (CH), 1708 (C=0)
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5.2 Biologicka ¢ast

5.2.1 Hodnoceni antifungalni aktivity in vitro

Citlivost fungalnich kment (Candida albicans ATCC 44859 — CA,
Candida tropicalis 156 — CT, Candida krusei E28 — CK, Candida glabrata 20/I —
CG, Trichosporon asahii 1188 — TA, Aspergillus fumigatus 231 — AF, Absidia
corymbifera 272 — AC a Trichophyton mentagrophytes 445 — TM) na pfipravené
latky byla hodnocena mikrodilué¢ni bujonovou metodou. Kmeny byly uchovavany
na Sabouraudov¢ dextrosovém agaru (SDA, Difco) pii 4 °C. Pred testovanim byl
kazdy kmen pasazovan na SDA a inokula byla pfipravena suspendovanim
kvasinek, konidii nebo sporangiospor ve sterilnim 0,85% fyziologickém roztoku.
Hustota bunc¢k byla pomoci Biirkerovy komirky upravena tak, aby zasobni
suspenze obsahovala (1,0 + 0.2) x 10° CFU ml™. Kone¢né inokulum bylo
pfipraveno ziedénim zasobni suspenze testovacim médiem v poméru 1:20.

Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO. Jejich antifungalni
aktivita pak byla stanovena v tkanovém kultivatnim mediu RPMI 1640
(Sevapharma), jehoz pH bylo upraveno na hodnotu 7,0 (£ 0,1) pomoci 0,165 M
3-morfolinylpropansulfonové kyseliny (Sigma). Kone¢na koncentrace DMSO
V testovacim médiu byla max. 1 % (v/v) a neovliviiovala pfirozeny rist hub.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), definované jako jako koncentrace
vyvolavajici 80% inhibici rlstu ve srovnani s kontrolami, byly odecteny po
24 a 48 hodinach (v ptipadé T.mentagrophytes po 72 a 48 hodinach) statické
kultivace pii teplot€¢ 35 °C. Flukonazol (FLU) a amfotericin B (AMB) byly

pouzity jako pozitivni kontrola. Vysledky testd jsou uvedeny v tabulce 2 a 3.
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TESTOVANA LATKA — MIC/ICg (umol/l)

KMEN
51.1115.1.1.2(51.1.3|5.1.14|5.1.15(5.1.1.6|5.1.1.7| FLU |AMB
CA 24h | >250 | >125 500 >500 [ >250 | >500 | >500 1,09 0,025
48h | >250 | >125 500 >500 [ >250 | >500 | >500 2,17 0,057
cT 24h | >250 | >125 | 0,98 500 >250 [ >500 | >500 2,72 10,090
48h | >250 | >125 | 1,95 | >500 | >250 | >500 | >500 544 0,113
CK 24h | >250 | >125 | 1,95 500 >250 [ >500 | >500 | 87,07 |0,135
48h | >250 | >125 | 1,95 | >500 | >250 | >500 | >500 | 174,14 [0,180
cG 24h | >250 | >125 | 0,98 250 >250 [ >500 | >500 | 21,77 |0,034
48h | >250 | >125 | 1,95 500 >250 [ >500 | >500 | 69,65 |0,090
TA 24h | >250 | >125 | 1,95 500 >250 [ >500 | >500 4,35 (1,082
48h | >250 | >125 | 1,95 | >500 | >250 | >500 | >500 8,71 (1,803
AF 24h | >250 | >125 | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 |>419,93]0,180
48h | >250 | >125 | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 |>419,93(0,225
AC 24h | >250 | >125 | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 |>419,93|1,082
48h | >250 | >125 | >500 [ >500 | >250 | >500 | >500 |>419,93|2,164
™ 72h | >250 | >125 | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 | 17,41 1,082
120h| >250 | >125 | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 | 26,12 |1,082

Tabulka 2: Minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych slouéenin (5.1.1)

5.1.1.1 = [4-0x0-5-(pyrazin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-ylJoctova

kyselina

5.1.1.2 = 3-amino-5-(pyridin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-4-on

5.1.1.3 = [4-0x0-5-(pyridin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]Joctova

kyselina

5.1.1.4 = [4-0x0-5-(pyridin-3-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]Joctova

kyselina
5.1.1.5 = 3-(2-hydroxyethyl)-5-(pyridin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-4-on

5.1.1.6 = [4-0x0-5-(pyridin-4-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]octova

kyselina

5.1.1.7 = (5-benzyliden-4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)octova kyselina
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TESTOVANA LATKA — MIC/ICg (umol/l)
5.1.2.1[5.1.2.2(5.1.23]51.24(5125] FLU |[AMB

KMEN

24h | 625 | 7,81 [ >250 | >500 [ >250 1,09 10,025

CA 48h | 62,5 | 15,62 [ >250 | >500 | >250 2,17 [0,057

24h | 125 3,9 250 | >500 | >250 2,72 10,090
48h | 125 7,81 | >250 [ >500 | >250 5,44 0,113

CT

24h | 62,5 | 7,81 125 | >500 [ >250 | 87,07 [0,135
48h | 125 7,81 250 | >500 | >250 | 174,14 (0,180

CK

24h | 15,62 | 3,9 125 | >500 | >250 | 21,77 |0,034

CG 48h | 31,25 | 7,81 125 | >500 [ >250 | 69,65 [0,090

24h | 62,5 | 7,81 250 | >500 | >250 4,35 |[1,082

TATZ8h [ 625 | 7.81 | 250 | >500 | >250 | 8.71 | 1,803

24h | >250 | 15,62 | >250 | >500 | >250 | >419,93|0,180

AF 48h | >250 | 62,5 | >250 | >500 | >250 | >419,93 [ 0,225

24h | 500 | 31,25 | >250 | >500 | >250 | >419,93 | 1,082
48h | >500 | 31,25 | >250 | >500 | >250 [ >419,93 |2,164

AC

72h | 31,25 | 7,81 125 500 | >250 | 17,41 |1,082
120h| 62,5 | 31,25 | 125 | >500 | >250 | 26,12 |1,082

™

Tabulka 3: Minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych slou¢enin (5.1.2)

5.1.2.1 = 2-[(pyrazin-2-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-on
5.1.2.2 = 2-[(pyridin-2-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-on
5.1.2.3 = 2-[(pyridin-3-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-on
5.1.2.4 = 2-[(pyridin-4-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-on
5.1.2.5 = 2-(benzylidenhydrazono)thiazolidin-4-on
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6. Diskuse

Prvnim ukolem mé diplomové prace bylo navdzat na prace mych
pfedchidci [18 — 22] a pfipravit derivaty rhodaninu substituované na dusiku
vpoloze 3 rhodaninového kruhu. Pro pfipravu 3-amino-5-(pyridin-2-
-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-4-onu  (5.1.1.2) a 3-(2-hydroxyethyl)-5-
-(pyridin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-4-onu (5.1.1.5) jsem zvolila postup
pouzity ve vyse zminénych diplomovych pracich. Pro kondenzaci rhodanin-3-
-octové kyseliny s arylkarbaldehydy vsSak bylo vhodné&jsi, vzhledem k povaze
vychozich latek, pouzit prostiedi kyseliny octové s octanem sodnym
a acetanhydridem. Celkem jsem pfipravila sedm sloucenin, znichZ vSechny
kromé [4-0x0-5-(pyrazin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]octové
kyseliny (5.1.1.1) a 3-amino-5-(pyridin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-4-
-onu (5.1.1.2) byly jiz popsany v literatuie [88,89]. Avsak jejich fyzikalné-
-chemickd charakterizace je vétSinou neuplna. Spektralni tdaje jsou uvedené
pouze u jediné slouceniny, a to u (5-benzyliden-4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-
-yl)octové kyseliny.

Obecné 5-benzylidenrhodaniny a jejich heterocyklické analogy mohou

tvofit dvé izomerni formy:

H 0 H
X Ar X S\
Ar N—R
\/N—R
5 0
Z-izomer E-izomer

Podle vétSiny literarnich 0dajd vznikd pi1 syntéze 5-benzylidenrhodanint
Z-izomer. Obé izomerni formy je moZno rozliSit na zakladé NMR spekter.
'H-NMR signaly vodiku methinové skupiny Z-izomeri lezi pi vysich hodnotach
magnetického pole nez v piipadé E-izomerti [90 — 93]. V 'H-NMR spektrech
kalkulovanych pomoci programu CS ChemOffice 7.0 (Cambridge Soft, USA) je
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pro mnou pfipravené latky uvadéna hodnota J v rozmezi 7,40 — 7,63 ppm pro

Z-izomery a o 6,78 — 7,01 ppm pro E-izomery. Ze srovnani experimentalné

ziskanych 'H-NMR posunil s vypocCitanymi hodnotami a signaly uvadénymi

V literatuie [93] vyplynulo, Ze vS§echny mnou piipravené 5-arylidenrhodaniny byly

ziskany jako ¢isté Z-izomery.

) ) Publikované | Experimentalni
Slou¢enina E-i1zomer Z-1zomer
hodnoty hodnota

6,807 7.42°

5.1.1.1 NE 7,95
6,80° 7,42°
7,01° 7.63%

5.1.1.2 NE 7,86
7,01° 7,63°
7,01° 7.63?

5.1.1.3 NE 7,01
7,01° 7,63°
6,80° 7.42°

5.1.1.4 NE 7,95
7.72° 7.68°
7.01% 7.63?

5.1.1.5 NE 7,81
7,01° 7.63°
6,78% 7,40°

5.1.1.6 NE 7,87
7.70° 7,78°
6,80% 7,422

5.1.1.7 NC 7,90
7.72° 7.80°

Tabulka 4. Srovnani

H NMR signélu vodiku methinové skupiny

CS ChemOffice 7.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, U.S.A.); °CS ChemOffice 11.0
(CambridgeSoft, Cambridge, MA, U.S.A.); € vodikové posuny pro mnou pfipravené slou¢eniny
nejsou V literatufe dostupné, ale pro analogické slouceniny substituované na benzenové jadie se

vodikovy posun methinové skupiny pohybuje v rozmezi ¢ 7,8 az 7,9 ppm, coz odpovida Z-

izomeru [93]

Ptrestoze u sloucenin tohoto typu byli popsany antifungdlni G¢inky, testy

provedené na Katedie biologickych a I¢katskych véd (FaF UK) nepotvrdily
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prakticky zadnou aktivitu (viz. tabulka 2). Vyjimkou je pouze [4-0Xx0-5-(pyridin-
-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]octova kyselina (5.1.1.3), ktera vyrazné
inhibovala rast C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata a Trichosporon asahii
(MIC/ICgo = 0,98 — 1,95 umol.I'™}).

Antifungalni G¢inky nékterych 5-arylidenrhodanini studovali neddvno
Sortino et al. [12]. Zjistili, ze rast C albicans, A. fumigatus, Trichophyton
mentagrophytes inhibuji nejvice 5-benzylidenrhodaniny substituované na
benzenovém jadie elektronnegativnimi substituenty (Br, F, CF3). Zatimco
analogické slouceniny odvozené od pyridinu nebyly ucinné. Naproti tomu
Vv testech provedenych na Katedfe biologickych a lékaiskych véd (FaF UK)
vykazal derivat odvozeny od pyridin-2-karbaldehydu (5.1.1.3) vyraznou aktivitu.
Za zvySeni antifungdlni aktivity této slouCeniny je patrné odpoveédna
karboxymethylova skupina na dusiku rhodaninového kruhu, protoze analogicky
N-nesubstituovany derivat ptipraveny v piedchozi diplomové praci [22] byl
neaktivni. Sortino et al. [12] také studovali mechanismus ucinku téchto slouc¢enin
a dospéli k ndzoru, Ze se ani nevazi na ergosterol, ani na fungalni membrany hub.
U derivatd benzylidenrhodanin-3-octové kyseliny je prokazano, Ze inhibuji funkci

fungélniho proteinu mannosyltrasferasy 1 (PMT1) [9].

V dalsi casti své diplomové prace jsem se vénovala cykliza¢nim reakcim
thiosemikarbazoni odvozenych od arylkarbaldehydd. Tyto thiosemikarbazony
jsem piipravovala metodou jiz diive vyzkousenou na naSem pracovisti [94].

Kondenzaci thiosemikarbazond s monochloroctovou kyselinou lze podle
Singha a spolupracovnikli [95] provést v ethanolu ¢i pyridinu. V prostiedi
ethanolu vznikd touto cyklizaci thiazolidin-4-on, zatimco v prostiedi pyridinu
cyklizuje thiosemikarbazon za vzniku 2-thioxoimidazolidin-4-onu. Protoze moje
prace byla zaméfena na pfipravu derivatu thiazolu, pouZzila jsem pii cyklizaci
prvné uvedené prostredi.

Takto jsem pfipravila celkem pét derivatd arylmethylidenhydrazono-
thiazolidin-4-onu, znichZz neni popsan v literatufe pouze 2-[(pyrazin-2-

-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-on. Ostatni slouceniny (5.1.2.2 — 5.1.2.5)
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pfipravil Buu-hui et al. [96] jako potencidlni antituberkulotika. Kromé¢ teploty tani
a elementarni analyzy vSak neuvadi zadné dalsi charakteristiky.

Vzhledem Kk pfitomnosti dvou dvojnych vazeb mohou tyto slouceniny
teoreticky tvorit Ctyfi geometrické izomery. V literatufe je zmifovdna pouze
konfigurace E,E, avsak toto tvrzeni neni dostate¢né podlozeno experimentalnimi
dikazy [88]. Pokusila jsem se tedy tento problém vyftesit pomoci molekulového
modelovani. Je doloZzeno, Ze obdobné thiosemikarbazony pfipravené diive na
naSem pracoviSti byly vzdy E-izomery [97]. Piednostni vznik E-izomeru
u pyridin-2-thosemikarbazonu doklada i Temperini et al. [98]. Vzhledem k tomu,
ze je malo pravdépodobné, ze by pfi jejich cyklizaci dochézelo ke zméné
konfigurace na dvojné vazbé, lze ocekdvat vznik jen dvou izomeril

arylmethylidenhydrazono-thiazolidin-4-onu:

)\E N §
N \(N
S

Na zaklad¢ molekulového modelovani se jevi E,E-izomer jako termodynamicky

Ar

stabilngj$i, proto by m¢l vznikat pfednostné.

Na zéklad¢ studia literatury jsem zjistila, Ze analogické slouceniny
odvozené od substituovanych benzaldehydi byli jiz dfive pfipraveny v Japonsku a
testovany proti fytopatogennim houbam [17]. Také El-Gendy a spolupracovnici se
zabyvali fungitoxicitou substituovanych 2-(benzylidenhydrazono)thiazolidin-4-
-ont [16]. Tyto studie avSak nezahrnovaly derivaty odvozené od heterocyklickych
aldehydi. V testech provedenych na Katedte Iékatskych a biologickych véd (FaF

UK v Hradci Kralové) mély nékteré mnou ptipravené slou¢eniny pomérné dobrou
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aktivitu (viz. tabulka 3). V pftipad¢ 2-[(pyrazin-2-ylmethyliden)hydrazono]-
thiazolidin-4-onu (5.1.2.1) byla zaznamenana stfedni ucinnost, tj. MIC = >10 —
100 umoll®, va¢i C. albicans, C. krusei, C.glabrata, T. asahii
a T. mentagrophytes. Pyridinovy analog vySe zminéné slouceniny 2-[(pyridin-2-
-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-on  (5.1.2.2) inhiboval rust vSech
testovanych kmenta hub v hodnotach MIC/ICgy od 3,9 do 62,5 umol.l'l.
Mechanismus  antifungalniho  G¢inku  arylmethylidenhydrazono-
-thiazolidin-4-ond nebyl dosud podrobnéji studovan. Thiosemikarbazony pouzité
jako vychozi slouceniny jsou trojvaznymi ligandy a jejich aktivita je pripisovana
schopnosti tvofit komplexy s kovy, napt. zelezem [99]. Podobny mechanismu

ucinku Ize oc¢ekavat 1 U jejich cyklizacnich produktii.
Kromé¢ ptipravy sloucenin uvedenych v této diplomové praci jsem se také

podilela na syntéze derivatl thiazolidin-4-onu odvozenych od acetylpyrazinovych

thiosemikarbazont (viz ptiloha 3).
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7. 2.aveér

V ramci této diplomové prace byly ptipraveny nasledujici slouceniny:
e [4-0x0-5-(pyrazin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]Joctova kyselina
e 3-amino-5-(pyridin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-4-on
e [4-0x0-5-(pyridin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]octova kyselina
e [4-0x0-5-(pyridin-3-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]octova kyselina
e 3-(2-hydroxyethyl)-5-(pyridin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-4-on
e [4-0x0-5-(pyridin-4-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]octova kyselina
e (5-benzyliden-4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)octova kyselina
o 2-[(pyrazin-2-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-on
e 2-[(pyridin-2-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-on
e 2-[(pyridin-3-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-on
e 2-[(pyridin-4-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-on

e 2-(benzylidenhydrazono)thiazolidin-4-on

S vyjimkou [4-0x0-5-(pyrazin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]-
octové  kyseliny  (5.1.1.1),  3-amino-5-(pyridin-2-ylmethyliden)-2-thioxo-
thiazolidin-4-onu (5.1.1.2) a 2-[(pyrazin-2-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-
-onu (5.1.2.1) byly vSechny tyto latky jiz dfive pfipraveny, ale jejich
fyzikéalné-chemickd charakterizace je Casto neuplna, predevsim pokud se jedna
0 spektralni tidaje. V této diplomové praci jsou tyto udaje doplnény.

V testech antifungalni aktivity vykazala [4-0x0-5-(pyridin-2-yl-
methyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]Joctova kyselina (5.1.1.3) silny inhibi¢ni
efekt (MIC/ICgo = 0,98 — 1,95 umol.1™) na riist Trichosporon asahii a n&kterych
druhti Candida. V ptipad¢ 2-[(pyrazin-2-ylmethyliden)hydrazono]thiazolidin-4-
-onu (5.1.2.1) byla zaznamenana stfedni ucinnost (MIC/ICgy = 15,62 — 62,5
umol.I") proti v&t§ing testovanym kmenim hub. Také 2-[(Pyridin-2-
-ylmethyliden)-hydrazono]thiazolidin-4-on  (5.1.2.2) inhiboval rdst vSech
testovanych kment hub (MIC/ICgy = 3,9 - 62,5 pmol.1™).
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Abstract

Within this diploma thesis, condensation products of N-substituted
rhodanine and arylcarbaldehydes were prepared. According to the character of
N-substituent, the reaction was carried out in either water-alcoholic medium using
NH4OH/NH,CI as a catalyst or glacial acetic acid with sodium acetate and acetic
anhydride. Antifungal activity of prepared substances was tested against
eight pathogenic fungal strains (Candida albicans ATCC 44859, Candida
tropicalis 156, Candida krusei E 28, Candida glabrata 20/1, Trichosporon asahii
1188, Aspergillus fumigatus 231, Absidia corymbifera 272 and Trichophyton
mentagrophytes 445) by the microdilution broth method. Strong inhibition effect
(MIC/1Cg = 0,98 — 1,95 umol.I") against Trichosporon asahii and non-albicans
strains of Candida was found with [4-0x0-5-(pyridin-2-ylmethylidene)-2-
-thioxothiazolidin-3-yl]acetic acid.

Next, a series of arylmethylidenhydrazonothiazolidin-4-ones was prepared.
First, thiosemicarbazones were synthesized from arylcarbaldehydes. These
thiosemicarbazones then reacted with monochloroacetic acid in ethanol and gave
thiazolidine-4-one derivatives. Products were tested for antifungal activity as
well. The medium antifungal activity (MIC/ICg = 15,62 — 62,5 umol.I™") against
most of the strains was observed with 2-[(pyrazin-2-
ylmethylidene)hydrazono]thiazolidin-4-one. 2-[(Pyridin-2-yl-methylidene)-
hydrazono]thiazolidin-4-one inhibited growth of all tested fungal strains
(MIC/ICg = 3,9 — 62,5 umol.I™).

All prepared substances were characterized by NMR and IR spectra. Their

purity was checked by the elemental analysis and HPLC.
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Abstrakt

V ramci této diplomové prace byly piipraveny kondenzacni produkty
N-substituovaného rhodaninu s arylkarbaldehydy. Kondenzace byla provedena
v zavislosti na charakteru substituentu rhodaninového kruhu bud’ ve vodné-
-alkoholickém roztoku za katalyzy smési NH4;OH/NH4Cl nebo v prostiedi
kyseliny octové a octanu sodného s pfidavkem acetanhydridu. U pfipravenych
latek byla nasledné mikrodiluéni bujénovou metodou hodnocena antifungélni
aktivita proti osmi patogennim kmenim hub (Candida albicans ATCC 44859,
Candida tropicalis 156, Candida krusei E 28, Candida glabrata 20/I,
Trichosporon asahii 1188, Aspergillus fumigatus 231, Absidia corymbifera 272 a
Trichophyton mentagrophytes 445). Silny inhibi¢ni efekt (MIC/ICgo = 0,98 — 1,95
umol.I'") na riist non-albicans druhti Candida a Trichosporon asahii vykazala
[4-0x0-5--(pyridin-2-ylmethyliden)-2-thioxothiazolidin-3-yl]octova kyselina.

Dale byla pfipravena série arylmethylidenhydrazonothiazolidin-4-ond.
Prvné byly nasyntetizovany thiosemikarbazony prislusnych arylkarbaldehydu,
které nasledné reagovaly s monochloroctovou kyselinou v prostiedi ethanolu za
vzniku derivatl thiazolin-4-onu. U téchto latek byla obdobné sledovédna
antifungalni  aktivita.  V ptipadé¢  2-[(pyrazin-2-ylmethyliden)hydrazono]-
thiazolidin-4-onu byla zaznamenana stiedni antifungalni ucinnost (MIC/ICgy =
1562 — 62,5 pmoll®) proti v&t§ing testovanych kment. 2-[(Pyridin-
2-ylmethyliden)hydrazono]-thiazolidin-4-on inhiboval rust vSech testovanych
kmenti hub (MIC/ICgo = 3,9 — 62,5 pmol.1™).

Vsechny pfipravené sloueniny byly charakterizovany pomoci NMR a IC

spekter. Cistota produkti byla hodnocena elementarni analyzou a pomoci HPLC.
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