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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra organické a bioorganické chemie

Riesitel’ prace: Simona Antalova

Veduci prace: doc. PharmDr. Mgr. Martin Kratky, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Syntéza a hodnoceni potenciadlnich antituberkulotik na bazi

inhibitord InhA

Tuberkul6za je infekéné ochorenie patriace medzi prvych desat’ pri¢in smrti
celosvetovo. Povodcom tohto ochorenia su baktérie Mycobacterium tuberculosis komplexu.
Antimikrobidlna terapia ochorenia je v sucasnosti komplikovand rapidnym narastom
kmetov rezistentnych ku Standardnej antituberkulotickej liecebnej schéme, ¢o je dovodom
rastuceho zdujmu a vyznamu v oblasti h'adania novych latok potencidlne €¢innych v terapii
tohto ochorenia. Jednym zmoznych pristupov je systematickd modifikacia Struktar
so znamou antimykobakteridlnou aktivitou. Medzi takéto latky patri triklosan, ktory posobi
ako nekompetetivny inhibitor enzymu enoyl-acyl-carrier protein reduktazy. (InhA), ¢o je
protein, ktory sa castni biosyntézy mykobakteridlnych mastnych kyselin. Tato molekula
nevyzaduje aktivaciu mykobakteridlnym enzymom KatG, ¢im sa vyhyba najCastejSej forme
rezistencie na izoniazid, ktory taktiez pdsobi inhibiciou enzymu InhA. Ciel'om tejto prace
bolo syntetizovat" a vyhodnotit nové potencialne antituberkulotické latky odvodené

od triklosanu.

V tejto praci sme syntetizovali a charakterizovali osem Struktur odvodenych
od triklosanu, pdt z nich vo forme esterov karboxylovych kyselin a tri estery sulfonove;j
kyseliny. Véacsina zo syntetizovanych latok vykazovala porovnatel'na aktivitu s triklosanom
vo¢i kmenu Mycobacterium tuberculosis (MIC po 14/21 dioch inkubdcie: 32/64 umol/l,
u triklosanu 32/32 pumol/l). Zo vSetkych pripravenych zlu€enin boli dosiahnuté najlepsie
vysledky u vSetkych kmeniov u (E)-5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl 4-(4-methoxyfenyl)-
4-oxobut-2-enoatu a 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl 4-acetamidobenzoatu, pri ktorych
sme pozorovali pomerne lepSiu aktivitu ako u izoniazidu proti obom atypickym kmeniom.
Vo vSeobecnosti sa ukdzali karboxylaty svojim U¢inkom vyhodnejSie oproti sulfonatom,

u ktorych je nepriazniva pritomnost’ aromatického jadra.
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Tuberculosis is an infectious disease that belongs to one of the top 10 causes of death
worldwide. The most common cause of the disease are Mycobacterium tuberculosis complex
strains. Antimicrobial therapy of the disease is nowadays complicated by alarming increase
of strains resistant to standardly used antitubercular treatment. This is the reason of growing
interest and significance in research of new potential antitubercular agents. One of the
possible approaches is systematic modification of compounds with a known
antimycobacterial activity, one of such compounds being triclosan. This substance acts as
an uncompetitive inhibitor of enoyl-acyl-carrier protein reductase (InhA), an enzyme
participating in the mycobacterial fatty acid biosynthesis pathway. It does not require
activation by the mycobacterial KatG enzyme, thereby avoiding the most frequent
mechanism of resistance to the frontline drug isoniazid targeting InhA too. The aim of the
study was to synthesise ad evaluate new potential antitubercular drugs based on the structure
of triclosan.

In this study we prepared eight compounds derived from triclosan, five of them were
esters of carboxylic acids, three of sulfonic acids. Most of the derivatives showed a
comparable activity to triclosan against Mycobacterium tuberculosis strain (MIC values after
14/21 days of incubation being of 32/64 umol L™, for triclosan 32/32 umol L™!). Derivatives
with the ©best results among all tested strains were (E)-5-chloro-2-(2,4-
dichlorophenoxy)phenyl 4-(4-methoxyphenyl)-4-oxobut-2-enoate and 5-chloro-2-(2,4-
dichlorophenoxy)phenyl 4-acetamidobenzoate, with comparatively higher activities than
isoniazid for atypical strains. In general, esters of carboxylic acids proved to be superior to

sulfonates, where aromatic core showed to be disadvantageous.
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1. Uvod

Tuberkuldza je infek¢né ochorenie, ktoré je jednou z veducich pri¢in umrti celosvetovo,
ato icez pritomnost’ efektivnej terapie. Zavaznost' tuberkulozy tkvie v jej chronickosti,
v zdihavej lie¢be, v nedostatoénej prevencii v rozvojovych krajinach a v rychlom vyvoji
rezistentnych kmenov. Medzi oblasti najviac postihnuté tymto ochorenim patria krajiny
juhovychodnej Azie &i juznej Afriky a zapadného Pacifiku a az 95 % pripadov celosvetovo
pripadd na rozvojové krajiny tychto oblasti. Vyss§iu nachylnost’ k manifestnému priebehu
maju pacienti s oslabenou imunitou, obzvlast pacienti infikovani HIV. Jednym
z vyznamnych epidemiologickych problémov, sktorymi sa vramci tohto ochorenia
stretdvame, je rozvoj rezistencie na uzivané antituberkulotikd, z toho je vyznamny rozvoj
multirezistentnych kmenov. Incidencia rezistentnych pripadov ma v sicasnosti rastici
charakter. Tento faktor je doplneny problematickym nachéddzanim novych u¢innych latok
ako dosledok mikrobiologicko-patologickych Specifik povodcu ochorenia — bakteridlneho

komplexu Mycobacterium tuberculosis. (1)
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Obrazok 1: Odhadovany pocet vyskytu multirezistentnych pripadov tuberkulozy v krajindch, kde je tento
vyskyt nad 1000 pripadov za rok 2019 (1)

Pre udrzanie klesajucej tendencie poctu pacientov s tuberkuldzou je, okrem iného,
potreba stale hl'adat’ a vyvijat’ nové antimykobakterialne lie¢iva, ¢i uz objavovanim novych
Struktir, modifikaciou uz zndmych Struktar, ale taktiez vyvojom novych Specifickych

liekovych foriem.



2. Teoreticka Cast’

2.1.  Tuberkul6za

Tuberkuldza je infekéné ochorenie sposobené Mycobacterium tuberculosis komplexom,
kam zaradzujeme baktérie Mycobacterium tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M.
africanum, M. canetti a d’alsie. (2) Okrem toho, Ze vSetky spdsobuju tuberkulézu, ich spaja
i extrémne podobny gendém a jednotlivi zastupcovia sa v urcitych medziach liSia svojou
bunkovou Struktarou, spdsobom prenosu ¢i virulenciou. (2) (3) Patogény najCastejSie
postihuji plica, mézu ale v zasade napadat’ ktorukol'vek inti organovu sustavu,
od gastrointestinalneho traktu az po centrdlnu nervovu ststavu. Kazdoro¢ne sa tymito
baktériami nakazi asi 5-7 milionov 'udi (7,1 mil. zarok 2019). Ochorenie patri medzi prvych
desat’ pri¢in smrti celosvetovo a je vedicou pri¢inou smrti ako désledok nakazy infekénym
agens. Oblasti s najcastejSim vyskytom tuberkulézy nachddzame predovSetkym
na juhovychode Azie, d’alej najuhu Afriky & v zapadnom Pacifiku. Za rok 2020 sa
predpokladd zniZenie mnozstva detegovanych a lieCenych pripadov tuberkulozy a teda
narast umrti z tejto priciny, a to v dosledku COVID-19 pandémie a zvySenej vytaZenosti

zdravotnickych zariadeni a relokécie finanénych zdrojov v prospech pandémie. (1)

2.2.  Mycobacterium tuberculosis

Ide o najcastejSiecho povodcu tuberkuldzy z komplexu Mycobacterium tuberculosis.
Baktéria bola prvy krat popisantt vroku 1882 Robertom Kochom. Zaradzujeme ju
medzi obligadtne aerdbne acidorezistentné intracelularne tycky. Ako acidorezistenciu
oznacujeme obt'aznost” farbiteInosti baktérie organickymi farbivami za laboratdrnej teploty
ako je fuchsin a nasledni neschopnost” odfarbenia kyslym alkoholom. Baktéria sa sice
stavbou svojej bunkovej steny radi medzi gram-pozitivne baktérie, avSak vyznacuje sa
nizkou odozvou pri Gramovom farbeni (oznacované aj ako ,,gram-neutral® alebo ,,gram-
ghost™ bunky (4)), o je dané predovSetkym pritomnostou lipidov vo vonkajSej vrstve
bunkovej steny mykobaktérii, ztoho farmaceuticky vyznamnych mykolovych kyselin,

ktoré vyznamne znizuju permeabilitu bunkovej steny. (5)

Farbit je moZno technikou podla Ziehl-Neelsena, ide o klasickii techniku
pre acidorezistenené ty¢ky a jednu z najpouzivanejSich metdd v diagnostike tuberkul6zy.
Principom je farbenie karbofuchsinom pri zvySenej teplote za vzniku komplexu
s membranovymi Struktirami baktérie, farbivo je nasledne, narozdiel od klasického

Gramova farbenia, neodfarbitelné kyslym alkoholom. Na konci sa preparat kontrastne



dofarbuje methylenovou modrou ¢i malachitovou zeleiou. Vysledkom je cervené az ruzové

zafarbenie ty¢iek na modrom, popripade zelenom pozadi. (5) (6)

Charakteristickou vlastnostou baktérie je takisto pomaly rast aneobvykle dlha
generacnd doba — priblizne 20-30 hodin, ¢o komplikuje diagnostiku — kultivacia trva
spravidla i tri az Sest’ tyzdnov, za Specifickych podmienok zrychlenou kultivaciou mozno

dosiahnut’ vysledky uz behom desat’ az strnast’ dni. (7)

2.2.1. Mykolové kyseliny

Vyssie spomenuté mykolové kyseliny su molekuly charakteristické pre Mycobacterium
tuberculosis komplex. Ide o mastné kyseliny s vysokym poctom uhlikov v rozmedzi
priblizne Ceo-90 a tvoria doleziti sucast’ stavby bunkovej steny tychto baktérii. Zakladom
Struktary je vyrazne hydrofobny hlavny retazec mastnej kyseliny s beta-hydroxyskupinou
a s alfa-vedl'aj§im alkylovym retazcom o dizke priblizne C2-24. Hlavnymi typmi su alfa-,
methoxy- a keto-mykolové kyseliny (Obrazok 2) s najvysSim zastupenim alfa-mykolovych
kyselin (asi 70 %). VSetky typy obsahuji v hlavnom retazci cyklopropanovy kruh,
ktory vytvara cis- a trans-izomériu, v baktériach nachadzame oba tieto izoméry. Ddlezitou
funkciou mykolovych kyselin je spolupodielanie sa na tvorbe hrubej vonkajsej lipofilnej
vrstvy bunkovej steny, vd’aka Ccomu je bunka chranena pred posobenim cudzich chemikalii,
pred oxidaénym stresom a pred imunitnym systémom hostitel'a, v dosledku ¢oho moézu
baktérie nerusSene zit" a replikovat’ sa vnutri makrofagov, zaroven predstavujii vyznamnu
bariéru pre pdsobenie beznych antibiotik, dopliiujicou funkciou je pdsobenie ako Struktirny
komponent. (8) (9) Zasah do syntézy mykolovych kyselin je jeden z vyznamnych spdsobov

mechanizmu u¢inku niektorych antituberkulotik.
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Obrazok 2: VSeobecné struktury zakladnych mykolovych kyselin
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2.3. Patologia

Tuberkuldza je ochorenie vyvolavajuce Specificky (tj. s tvorbou granulémov) zapal
v rozlicnych organovych systémoch. Cesta prenosu je v 80% kvapdckova. Pdvodca
tuberkulozy moze napadat’ v zasade akykol'vek orgdnovy systém, avSak epidemiologicky
najéastejiie je napadnutie plucne (v  CR prevazujice) a gastrointestindlne, pokial’ je

napadnuta ind organova sustava, byva to infekcia v rdmci postprimarnej tuberkuldzy. (10)

Vo chvili prvého prieniku mykobaktérie do organizmu je tato fagocytovana
makrofagmi, kde inhibuje ich funkcie, ktoré by inak viedli k deStrukcii baktérie, a mnozi sa
tam. Vznika tak lymfadenitida, ktora v kombinacii s lymfangiitidou a loziskom zépalu tvori
Ghonov komplex, ¢o vedie k rozvoju primarnej tuberkul6zy. Nasledny postup ochorenia sa
li$i a vytvara sa bud’ latentna forma ochorenia, ktora je bud’ asymptomaticka (s pozitivitou
tuberkulinového testu) alebo sa vyznacuje subfebriliami a nechutenstvom, menej ¢asto sa

rozvija forma manifestnd, ktord podlieha dynamickym premendm. (10) (11)

Na pociatku je reakcia neSpecifickd, po prieniku do alveolov dochadza k tvorbe
serofibrin6zneho exsudatu, ktory obsahuje makrofagy s mykobaktériom vnutri. Exsudat
nasledne podlieha podla stavu imunity niekol’kym mechanizmom (Obrazok 3). Pokial
nedojde k resorpcii (Co je vacsina pripadov), vznika Specifické granulacné tkanivo, ktoré sa

moze rozpadat’ (kolikvovat’), pokial sa tato dutina vyprazdni, vznika kaverna. (10) (11)

Primarny komplex ——» ExsudéciaiResorpcia

Proliferacia—> Jazvenie—»Vyhojenie

Kazeifikicia — Opuzdrenie + Stabilizacia s Ca**

l

Kolikvacia

|

Kaverna

Obrazok 3: Vyvoj tuberkulozniho procesu
Pri vzniku kaverny sa rozliSuju jej dva typy podl’a toho, ¢i je alebo nie je infekénd — to
zavisi na tom, ¢i je kaverna otvorena (komunikuje s dychacimi cestami) alebo uzatvorena
(nekomunikuje s dychacimi cestami). Mo6Ze prejst az do chronickej kaverny (vyhladeny,
gulovity Utvar tvoreny Specifickym granulomatéznym tkanivom vo vdzivovom obale,

potencialny zdroj postprimarnej tuberkul6zy). (10) (11)
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Po primarnej tuberkuldze, vo chvili, ked” je pod vplyvom imunokompromitovaného
stavu pacienta (stres, vek, imunodeficitné¢ stavy — najcastejSie HIV, d’alej podavanie
imunosupresiv vratane biologik, rakovina, diabetes mellitus,...) mykobaktérium znova
aktivované, vznika postprimarna tuberkuléza. Ide o opakovany stret, imunitny systém uz
teda je senzibilizovany aimunitnd reakcia prebicha daleko burlivejsie, ¢o koreluje
s moznymi patologicko-anatomickymi nalezmi. V ramci postprimarnej tuberkulozy byvaji
CastejSie napadané vzdialené organy a infekcia sa méze §irit’ hematogénne ¢i lymfatogénne

za vzniku izolovanej tuberkulozy alebo vaznejsej milidrnej diseminovanej formy. (10) (11)

2.4. Klinicky obraz

Priznaky infekcie zavisia na $tadiu, v ktorom sa ochorenie prave nachddza. Primarna
infekcia moze byt asymptomaticka, popripade sa u deti méze vyskytnut’ zvysena teplota ¢i
nechutenstvo, predovsetkym pokial’ je imunitny systém oslabeny. U postprimarnej infekcie
je klinicky obraz §ir$i, od asymptomatického priebehu az po hemoptyzu. Charakteristické su
nespecifické priznaky podobné chripke: vyrazna tinava, nechutenstvo az chudnutie, slabost,
v neskorSich stadidch sa rozvija kaSel, najprv suchy, nasledne produktivny, typickym

priznakom konecnych §tadii je hemoptyza. (7) (12)

Ako latentntl formu tuberkul6zy oznacujeme asymptomatické stadium medzi primarnou
a postprimarnou infekciou, popripade asymptomaticky priebeh primarnej tuberkul6zy.
Vtomto Stddiu sa tuberkul6za neprejavuje Kklinicky, vyznafuje sa pozitivhym
tuberkulinovym testom ¢i INF-y testom (vid’ kap. 2.5). Pacienti v latentnom $tadiu nie su
infekéni. V aktivnu (postprimarnu) tuberkulézu sa forma latentnd rozvinie asi u 10 %

nositelov. (7) (12)

2.5. Diagnostika

Diagnostické vySetrenie zahffia odobranie anamnézy a fyzikdlne vySetrenie,
zobrazovacie metddy so zameranim na skiagrafické vySetrenie a mikrobiologické
a imunologické testy. Anamnestické a fyzikalne vySetrenie vytvaraju iba podozrenie
na infekciu, toto podozrenie podporujeme mikroskopickymi a zobrazovacimi metodami
(vtomto Stadiu zahajujeme 1 terapiu), definitivne diagnézu potvrdzujeme kultivatnym

a skiagrafickym vySetrenim. (7)
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Mikrobiologické a imunologické vySetrenie

o Mikroskopické vysSetrenie

Vysetrované je opakovane sputum, cielenie tiez aspirat, ktory sa
ziskava vyplachom bronchov, popripade tekutina ziskana
bronchoalveolarnou lavazou. Dalej moZno vysetrovat’ mozgomiesny
mok alebo iné telesné tekutiny podla priznakov. Vyuzivané je
farbenie podl'a Ziehl-Neelsna, pricom pritomnost’ acidorezistentnych
ty¢ieck mozno preukédzat uz behom niekol'kych hodin. Pozitivny
vysledok ale jednozna¢ne neznamena pritomnost zivotaschopnych
ty¢iek, metoda taktieZ neumoznuje identifikovat’ kmenl mykobaktéria.
Alternativou je fluorescencnd mikroskopia, ktora sa vyznacuje
vyssou citlivostou, ale 1 vy$Sou financnou naro¢nostou. (12) (13)
Kultivacné vysetrenie

Povazuje sa za zlaty Standard laboratornej diagnostiky tuberkulézy,
ked’ze umoznuje okrem identifikdcie kmena 1 zistenie citlivosti
k antituberkulotikdm. Testovany material je rovnaky ako
pri mikroskopickych vySetreniach. Vyuziva sa viacero kultiva¢nych
médii (Sulova, Lowenstein-Jensen, Middlebrook), pri¢om pre dlha
genera¢nu dobu su kolonie hodnotené postupne po 3, 6 a 9 tyzdnoch.
V pripade pozitivneho ndlezu si vykonavané identifikacné testy
a stanovuje sa citlivost’ na antituberkulotikd. Ako pozitivny néalez sa
oznaduje pritomnost’ aspoti 10> mykobaktérii na 1 ml vzorky. (7) (13)
IGRA metddy (Interferon Gama Release Assay)

Sleduje sa produkcia interferonu y T-lymfocytmi z odobratej krvi
pacienta po vystaveni Specifickym antigénom, pri¢om produkciou
INF-y sa vyznaCuju T-lymfocyty, ktoré priSli do kontaktu s M7h
v tele pacienta. NajdastejSie uzivany je test QuantiFERON®-TB Gold,
sluziaci na detekciu latentnej formy tuberkulozy (avSak nerozliSuje
medzi aktivnou a latentnou formou). (7)

Molekularne-genetické techniky

Vyuziva sa metdda polymerazovej retazovej reakcie — PCR. Ide
o metddy rychle, avSak nedostato¢ne Standardizované, naviac hrozi
riziko kontaminacie a faloSne pozitivneho vysledku. Metoda je ale

vhodna pre rozliSenie druhu mykobaktéria. (7)
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e Skiagrafia
Skiagrafické vySetrenie patri medzi zékladné uzivané metody pri diagnostike
tuberkulozy 1 cez svoju nizku Specifickost, ked'ze u negativneho vysledku
mozno vylucit placnu tuberkulézu, naopak, pozitivny nélez spolu
s mikroskopickym ndlezom vyrazne zvySuji podozrenie na pritomnost
ochorenia asi  dostacujucim  podnetom  pre zahdjenie terapie.
Charakteristické su nalezy v dorzalnom a apikdlnom segmente horného
laloku alebo v apikdlnom segmente dolného laloku pltc, pre upresnenie
nalezu sltzi HRCT hrudnika (high-resolution CT). (7)

e Tuberkulinovy kozny test
Principom je aplikdcia tuberkulinu (ocisteny protein mykobaktérii) do koze
vpichnutim injekénou ihlou. Tuberkulin u 0sdb, u ktorych uz doslo k stretu
imunitného systému s mykobaktériami, sposobi reakciu senzibilizovanych T-
lymfocytov a behom niekol’kych hodin po vpichu dochadza k alergickej
reakcii oneskoreného typu. V pripade o0s0b, ktoré neprisli do stretu
s mykobaktériami, nedochadza k Ziadnej reakcii. Pozitivnou tuberkulinovou

reakciou sa vyznacuju i osoby o¢kované BCG vakcinou. (12)

2.6. Farmakoterapia

2.6.1. Terapia vSeobecne

Tuberkuléza je ochorenie dnes liegitelné, aviak terapia je naroéna a zdihava. Klasicka
medikacia pozostdva zo Stvorkombinacie lie€iv izoniazid, rifampicin, pyrazinamid
a ethambutol podavanych po dobu dvoch mesiacov (iniciacnd faza), to je nasledované
Stvormesacnou terapiou isoniazidom a rifampicinom (pokraCovacia faza), priCom terapia
nad Sest’ mesiacov sa neodportca z dovodu nepreukazanej ispesnosti. Tato schéma je platna
pre plne citlivé kmene, u rezistentnych kmenov sa kombinacie liSia podl'a typu rezistencie,
s vyuzitim liec¢iv druhej linie. (1) WHO zaradzuje k lie€ivam prvej linie okrem Styroch

vys$Sie vymenovanych i parenteralne podavany streptomycin. (14)
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K antituberkulotikdm druhej linie zaradzujeme: (14):

e Parenterdlne aminoglykosidy a polypeptidy: kanamycin, amikacin, kapreomycin

(Obrazok 4)

NH, O

Obrazok 4: Vlavo: R = H... kanamycin A; R = (S)-4-amino-2-hydroxybutanoyl... amikacin; Vpravo:
kapreomycin

e Fluorochinolény: ciprofloxacin, ofloxacin, levofloxacin (S-izomér ofloxacinu),

moxifloxacin (Obrdzok 5)

H
HN N 0 - OCH
SUN R SS S GO o

F COOH F COOH F COOH

Obrazok 5: Zlava: ciprofloxacin, ofloxacin, moxifloxacin

e Thionamidy: ethionamid, prothionamid (Obrazok 6)

N~ N =~

Obrazok 6: Zlava: ethionamid, prothionamid

e Iné: para-aminosalicylova kyselina, cykloserin, terizidon (Obrazok 7)

N
COOH o NH, N\/@/\
\ AN
HN O
HoN OH N

H
© 0
Obrazok 7: Zlava: para-aminosalicylova kyselina, cykloserin, terizidon

e Latky s nejasnym ucinkom na tuberkulézu: klofazimin, linezolid,

amoxicilin/klavulanat, thioacetazon, imipenem/cilastatin, klaritromycin (Obrazok 8)
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Obrazok 8: Zlava zhora: klofazimin, linezolid, thioacetazon, amoxicilin, imipenem, klaritromycin,
klavulanova kyselina, cilastatin

2.6.2. Rezistencia na antituberkulotika

Problémom dnesnej terapie je zvySujice sa mnozstvo rezistentnych mutantnych kmenov
MTb — podla WHO az 50 % novych pripadov ro¢ne, ktoré nereaguju na klasicku liecbu.
NajcastejSou pricinou vzniku rezistencie je neadekvatna terapia tuberkulézy — nevhodny

davkovaci rezim, preruSovana terapia, pred¢asne ukoncena terapia a iné. (1)
Na zaklade poctu a type lie€iv, voci ktorym je baktéria rezistentna, rozlisuje WHO (1):

e Monorezistenciu: kmen MTh je rezistentny iba na jedno lieCivo zo skupiny
antituberkulotik,

e Polyrezistenciu: kmen MT7b je odolny vo¢i dvom a viac antituberkulotikam
okrem izoniazidu a rifampicinu,

e Multirezistenciu: kmen MTh vykazuje rezistenciu na rifampicin a zaroven
izoniazid (a teda dve najacinnejSie dostupné antituberkulotikd),

e Extenzivnu multirezistenciu: nastdva vtedy, ked’ je kmen rezistentny nie len
na rifampicin a izoniazid, ale aj na akékol'vek fluorochinolonové antibiotikum
azarovenl na asponl jedno ztroch parenterdlnych antibiotik (kanamyecin,
amikacin, kapreomycin), vyskyt tohto typu rezistencie zo vSetkého poctu

ochoreni je asi 4-19 %.
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2.6.3. Prevencia

Predpokladom pre G¢innt prevenciu je zniZenie progresie ochorenia u uz infikovanych
pacientov, kvalitnejSie diagnostické testy, efektivnejSia terapia pre infikovanych, skrining
kontaktov a vysoko rizikovych osob a rozvoj vakciny. (1) V sucasnosti mame k dispozicii
dve S$pecifické moznosti prevencie ochorenia: preventivne podavanie antituberkulotik

a podanie vakciny:

e Preventivne podavanie antituberkulotik: preventivna terapia je zahajovana
najcastejsie u pacientov infikovanych HIV a u 0osdb byvajucich v jednej domacnosti
s infikovanymi, ale predovSetkym u pacientov s preukdzanou latentnou formou
tuberkulozy. Odporacanym rezimom je podavanie dvojkombinacie rifampicinu
aizoniazidu podobu troch mesiacov v tyzdennych intervaloch alebo
dvojkombinacia rifapentinu a izoniazidu tri mesiace v dennych intervaloch alebo
rifampicin po dobu Styroch mesiacov s dennym intervalom. (1) (15)

e Vakcina: jedinou schvalenou vakcinou je Bacillus Calmette-Guérin vakcina (BCG
vakcina) aje ulinna iba v prevencii tazkych foriem tuberkulézy u deti
a mimoplicnych foriem tuberkulézy. WHO odporuca jej podavanie v rizikovych
oblastiach vSetkym novorodencom ¢o najskor po narodeni. Nie je k dispozicii ziadna
schvalena vakcina efektivna v prevencii plicnej tuberkuldzy u dospelych. V Ceskej

republike sa oc¢kuju selektivne iba rizikovi novorodenci. (1) (12)

2.7.  Antituberkulotik4 prvej linie
2.7.1. Izoniazid

Izoniazid je lieCivo uZivané v terapii tuberkuldzy uz od pociatku 50. rokov a stdle sa
zaradzuje medzi najvyznamnejie lie¢iva pri lie¢be tuberkuldzy. Struktirne ide o hydrazid
kyseliny izonikotinovej. Lie€ivo svojim mechanizmom U¢inku spada do skupiny inhibitorov
enoyl-acyl carrier protein reduktazy (InhA), na bunku pdsobi baktericidne. Ide o proliecivo,
aby mohlo uc¢inkovat, musi byt po vstupe do bunky mykobaktéria aktivované katalazo-
peroxidovym enzymom (KatG). Vznik4 tak jeho aktivna forma — izonikotinovy acylovy
radikal, ktory nasledne interaguje s NADH kofaktorom pripojenym v aktivnhom mieste
InhA, tvoriac kovalentni védzbu (Obrazok 9). V dosledku tejto interakcie dochadza
k naruSeniu funkcie proteinu InhA a zasahu do syntézy mastnych kyselin, okrem iného aj
mykolovych kyselin. Mechanizmus vzniku rezistencie spo¢iva najmé v mutacii bakterialne;j
KatG, ¢im nedochddza k aktivacii prolieCiva v bunke baktérie. Pre tto relativne Casti

mutaciu su vo vyskume latky, ktoré by poOsobili inhibicne na InhA, ale nemuseli byt
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aktivované prostrednictvom KatG, kam patria jednak derivaty izoniazidu, ale i latky s uplne

odli$nou Struktarou. (16) (17)

o N
“NH,
KatG
N > 2
| NAD(H)
~

|
ADPR

Obrizok 9: Struktiira izoniazidu a jeho premena na aktivau formu pomocou KatG

2.7.2. Rifampicin

Rifampicin, Struktarne lipofilny ansamycin (Obrazok 10), je jedno z dalSich
vyznamnych antituberkulotik s bakteriostatickym az baktericidnym uc¢inkom nie len
na mykobaktéria tuberkulézy, ale 1 na atypické mykobaktéria a mykobaktéria lepry. Na trh
bol uvedeny v roku 1968, vd’aka ¢omu sa vyznamne skratila dizka terapie tuberkulozy. (18)
LieCivo sa svysokou afinitou viaze na [-podjednotku DNA-dependentnej-RNA-
polymerdzy, ¢im inhibuje jej funkciu a dochddza tak k braneniu rastu RNA retazca.
V pripade mutacie dochadza najcastejSie k zmene proteinovej Struktury RNA-polymerazy.

(16)

Obrazok 10: Struktira rifampicinu

2.7.3. Ethambutol

Liec¢ivo ethambutol (Obrazok 11) svojim ucinkom, rovnako ako izoniazid, zasahuje
do syntézy bunkovej steny, avSak odliSnym mechanizmom - inhibuje arabinozyl
transferazu, enzym zahrnuty do syntézy arabinogalaktanu, ktory je dolezitou sucast'ou
bunkovej steny. Rezistencia sa vyskytuje vo forme zmene Struktiry génu koédujuceho

arabinozyl transferazu. (16)
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Obrézok 11: Struktira ethambutolu

2.7.4. Pyrazinamid

Ide o prolie¢ivo (Obrazok 12), ktoré sa po prechode do mykobaktéria aktivuje pomocou
enzymu pyrazinamiddza/nikotinamidaza a transformuje na svoju aktivnu formu — kyselinu
pyrazinovi. Mechanizmus uc¢inku tejto latky nie je plne pochopeny. Predpokladala sa
acidifikacia vnutorného prostredia, naruSenie funkcie membran a inaktivacia mnohych
intracelularnych mechanizmov, zahffiajic inhibiciu funkcie enzymového komplexu FAS.
Takisto sa predpokladalo, Ze kyslé prostredie je nevyhnutné pre spravnu funkciu lieciva,
avSak zatina sa uz ukazovat, Zetito hypotéza nemusi byt pravdiva. (19) Dalej sa
predpokladalo, Ze latka interferuje s metabolizmom acetyl-CoA, ¢i zasahuje do trans-
translacie, avSak pre obe hypotézy uz existuji Stadie, ktoré ich vyvracaju. (20) (21)
Napriek ,,zahade* jeho mechanizmu ucinku sa liek s uspechom pouziva uz od 50. rokov
20. storocia. Naproti jeho mechanizmu ucinku je princip rezistencie znamy — najéastejsie ide

o mutaciu genetického kddu pre enzym pyrazinamidéza. (16)

0
N
[ \j)J\NHQ
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Obrazok 12: Struktiira pyrazinamidu

2.7.5. Streptomycin

Streptomycin je latkou objavenou uz v roku 1943 (12) a je prvou pouZivanou latkou
proti tuberkuldze. Struktirne je zaradzovana do skupiny aminoglykosidov (Obrazok 13).
Funguje na principe inhibicie proteosyntézy vizbou na 30S podjednotku ribozémov
mykobaktérii, coho dosledkom je naruSenie procesu translacie s baktericidnym ucinkom.
WHO odporti¢a uzivat' streptomycin u mimoplicnych tuberkuléz, ato predovSetkym
u tuberkuléznej meningitidy, kde ma streptomycin nahraddzat ethambutol v klasickej

Stvorkombindcii lieciv prvej linie. (14) (16)
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Obrdzok 13: Struktiira streptomycinu

2.8.  Nové potencialne inhibitory enoyl-acyl carrier protein reduktidzy (InhA)

Enzym enoyl-acyl carrier protein reduktaza je stcastou kl'aicového procesu v bunke
mykobaktérii — syntézy mastnych kyselin z acetyl-CoA, z toho i vyznamnych mykolovych
kyselin. Cela syntéza je zabezpecena enzymovym komplexom fatty acid synthase — FAS,
pricom rozliSujeme jeho dve triedy: FAS Ia FAS II. FAS Isa podiela na inicianych
krokoch syntézy, ktord je potom dokonfend druhou triedou — FAS II. Tato trieda je
charakteristickd iba pre bakteridlne bunky, vdaka ¢omu sa enzymy zahrnuté do tohoto

systému stavaju potencialnym cielom pre antibiotika. (8)

Enoyl-acyl carrier protein reduktaza (Obrazok 14) je prave jeden z enzymov zahrnutych
do triedy FAS II. Ide o protein typicky prerod Mycobacterium spp. (u mykobaktérii
oznacovany ako InhA). Cielene ho inhibuje uz vysSie spomenuty izoniazid, ktory je
aktivovany pomocou KatG. Medzi d’alSie zname inhibitory enzymu InhA patria derivaty 4-
hydroxy-2-pyridonu, d’alej pyridomycin, 1,3,4-thiadiazoly, arylamidy, derivaty pyrrolidin-
karboxamidu a taktiez triklosan (Obrazok 15). (22) (23)

0] O
A gace A~ A gAcP

NADH NAD*

Obrazok 14: Schematické zndazornenie reakcie katalyzovanej InhA
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Obrazok 15: Zlava zhora: zakl. str. der. 4-hydroxy-2-pyridonu, pyridomycin, zakl. str. der. thiadiazolov,
arylamidov (X = C, N), pyrrolidin-karboxamidov

2.8.1. Triklosan

Triklosan, Strukturne 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenol (Obrazok 16), je derivat
diaryléteru, neionicka lipofilnd molekula s logP = 4,76. Pouziva uz od 60. rokov 20. storocia
ako antibakterialna prisada do produktov pre osobnu hygienu, ako su dezinfekéné pripravky,
mydla, zubné pasty, deodoranty a pod. Nachadzame ho tam v 0,1-0,3% koncentraciach.
Vyuziva sa pre svoju relativne Siroktl antimikrobialnu aktivitu, cieliac primarne na narusenie
vnutorného prostredia baktérii zdsahom do syntézy RNA a inych makromolekul, s i¢inkom
prevazne na gram-pozitivne baktérie, ako je MRSA, zisteny bol efekt 1 na gram-negativnu

tyCku Escherichia coli. (24) (25)

OH Cl

Obrdzok 16: Struktira triklosanu

2.8.1.1.  Toxicita triklosanu a rozvoj rezistencie

TCS je latka, ktora bola predovsetkym koncom minulého storocia extenzivne uzivana.
Pre jej lipofilny charakter ale zacali vznikat' obavy o l'udské zdravie a o kumulaciu tejto
latky v Zivotnom prostredi. Bola zistena absorpcia TCS cez koZu a ordlnu mukoézu a jeho
pritomnost’ v 'udskej krvi, moc¢i, amniotickej tekutine a v materskom mlieku. V désledku
pouzivania TCS v pripravkoch osobnej hygieny boli stopy tejto latky a obzvlast’ jeho

metabolickych produktov detegované v Zivotnom prostredi. (26)
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V ramci systémovej expozicie triklosanu existuje podozrenie na to, ze TCS pdsobi ako
endokrinny disruptor, predovsetkym s i¢inkami na reprodukény systém. Niekol'ko Studii
poukazuje na estrogénny a mierny antiandrogénny ucinok triklosanu u vodnych druhov
aucicavcov. [ ked uz existuju data o negativnhom uc¢inku TCS na l'udsky reprodukcény
systém, mnozstvo informacii a ich kvalita nie je dostacujuca pre vyvodenie jednoznacného

zaveru a je potrebny d’al§i vyskum, ktory by potvrdil alebo vyvratil tito hypotézu. (27)

Bezpecnost’ triklosanu sa prehodnocuje iz hladiska jeho hepatotoxicity. Existuje
podozrenie, ze TCS narusa metabolizmus hepatalnych buniek a vedie k tvorbe kyslikovych
radikélov a oxida¢ného stresu zavislého na ddvke TCS. Poskodenie hepatocytov moze byt
vysSie v pripade sucasného podania inhibitorov  glukuronyltransferdzy alebo
sulfotransferazy alebo zniZenej aktivite urCitych izoforiem cytochromu P450, ktoré sa
zucastiiujii metabolizacie TCS (CYP1A2, 2B6, 2C19 a dalSie). Narusend funkcia
hepatocytov a ich metabolickych procesov teda moze smerovat ku kumulécii TCS a jeho

zvySenému toxickému ucinku na pecenové bunky. (28) (29)

Jednou z potencialnych nevyhod Sirokého uzivania TCS a inych antimikrébnych latok
je rozvoj bakteridlnej rezistencie. Mechanizmus rozvoja rezistencie voci triklosanu pozname
vd’aka in vitro §tididm. Ide najmi o Strukturdlne zmeny cielovych proteinov ako nasledok
mutacie prislusnych génov, dalej Strukturdlne zmeny bukovej steny ¢i rozvoj efluxnych

mechanizmov, ktoré vypudzuju triklosan von z buniek baktérii. (30)

Bertc to uvahy jednak faktor rozvoja rezistencie, ale i potencidlne zdravotné riziko
a biokumuléciu, sa postupne znizuje uzivanie TCS a vytvaraju sa reStrikcie na Grovni
regulacnych autorit v moZznostiach jeho pouzitia v biocidnych pripravkoch pre osobni
hygienu. (26) Europska komisia zakézala triklosan pre toto pouzitie v Eurdpskej tinii v roku

2017. (31)

Napriek tymto relativne negativnym vyhliadkam pre triklosan je nutné podotknut,
Ze vicsina poznatkov o jeho nepriaznivych vlastnostiach pochadza z in vitro §tadii a stadie
in vivo na cicavcoch zatial neponukli vysledky dostacujice pre vyvodenie jednotného
zaveru. Preto ako potencidlne antibiotikum nemozno triklosan Uplne zavrhnit’, naopak,
obmedzenie jeho pouZivania mdze zniZit' mieru vzrastu rezistencie vo¢i nemu, €o je
v dnesnej dobe, kde je problém s rastom kmenov baktérii odolnych voci bezne pouzivanym

antibiotikdm, pozitivnou skuto¢nost'ou.
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2.8.1.2.  Mechanizmus ucinku

U TCS je preukdzany inhibi¢ny ucinok na enoyl-acyl carrier protein reduktazu (ENR)
u viacerych mikroorganizmov, prikladom su Escherichia coli, Plasmodium falciparum,
Pseudomonas aeruginosa a taktiez Mycobacterium smegmatis. (25) Vzhl'adom k $truktirne;
podobnosti tohto enzymu u M. smegmatis a M. tuberculosis sa predpokladala u¢innost’ TCS
i na MTb. Tato hypotéza uz bola preukazana, ukazujuc, ze TCS sa viaze na NAD" komplex,
ktory je sucastou cieleného enzymu — ENR, u MTh oznaCovaného ako InhA, ¢im ho
nekompetetivne inhibuje. Oproti izoniazidu ma ti vyhodu, Ze nejde o proliecivo, ale priamo

ucinnu latku, ktord nevyzaduje aktivaciu v bunke pomocou enzymu KatG. (32)

Vzhl'adom k tejto vlastnosti existuje velky potencidl v moznych derivatoch triklosanu
s vy$§im prienikom do buniek mikroorganizmov as vyS$§im antimikrobnym uc¢inkom,
pricom uz mame k dispozicii efektivne derivaty tejto molekuly, v ktorych vzdy ostava
zachovana kostra 2-(fenoxy)fenolu. Odstranenie hydroxylovej skupiny sa ukazuje ako
nevyhodné, pravdepodobne ide o ddlezity komponent v rdmeci interakcie s enzymom InhA

a doplitujicou vyhodou je zachovanie urcitej hydrofilie tejto pomerne lipofilnej latky. (25)

2.8.2. Kratky prehl'ad vyznamnych antimykobakterialnich derivatov triklosanu

2.8.2.1.  Des-chlor-triklosanové derivaty

Vyskum analogov TCS priniesol viacero skupin derivatov; prvou su des-chlor-
triklosanové derivaty, kde su odstranené atomy chloru a do polohy meta na kruhu A (poloha
¢. 5) sa pridavaju substituenty rdzneho, objemnejSieho charakteru. Takto boli pripravené
latky ucinnejSie ako TCS, vyznamnym prikladom su derivaty, kde bol v polohe meta
nahradeny chlor hexylom aoktylom (Obrazok 17). VyznaCovali sa vySSou afinitu
a schopnost'ou inhibicie InhA oproti TCS, takisto sa preukazal in vitro a in vivo inhibi¢ny
potencidl na rast mykobaktérii 1 v pripade intracelularneho posobenia v makrofdgoch. Obe
molekuly boli u€inné 1ivinhibicii rastu izoniazid-rezistentnych kmenov MTbh.
Experimentalne zistenou nevyhodou bola velmi nizka biologicka dostupnost,
pravdepodobne zapri¢inena relativne nizkou rozpustnostou oboch molekul vo vodnom

prostredi. (33)

OH

wens

(CH3),
Obrazok 17: n = 5... 2-fenoxy-5-hexylfenol; n = 7... 2-fenoxy-5-oktylfenol
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S cielom vytvorit’ rozpustnejSie derivaty boli pripravované Struktiry so zamenenym B
kruhom za aromatické dusikaté heterocykly so zachovanym alkylovym retazcom v polohe
5 kruhu A. Takto boli pripravené dva u¢inné derivaty (Obrazok 18) s docielenim mierne
zvysSene] hydrofilie, avSak na tkor ucinnosti, ktord bola mierne zniZzena oproti obom

molekulam vyssie. (34)

OH OH
©/o N o NH,
i fj
3> (CHy)s 77 TN (CHy),

Obrdzok 18: 5-hexyl-2-(pyridin-4-yloxy)fenol (viavo); 2-(3-aminofenoxy)-5-hexylfenol (vpravo)
Dalsiu potencialnu molekulu v terapii tuberkuldzy predstavuje $truktiira na obrazku 19
s rozvinutym substituentom v polohe meta A kruhu triklosanu, karboxamidovy derivat.
Zistila sa u neho minimalna inhibi¢nd koncentracia porovnatel'na s TCS s vyhodou vyssej
hydrofilie. U tejto Struktary boli vykonané aj in vitro testy, ktoré naznacuju, ze latka

nevykazuje cytotoxické ucinky. (35)

OH
H;C O O O\©
H,N" S0 °
Obrdzok 19: 4-(4-fenoxy-3-hydroxyfenyl)-4-oxo-2-(p-tolyl) butdnamid

2.8.2.2.  Chlor-triklosanové derivaty

I ked’ boli objavené nechlorované derivaty, ktoré vykazuju vyssSiu G€¢innost’ oproti TCS,
zistila sa eSte lepSia ICso voci InhA v pripade ich chlorovanych analégov: konkrétne bol
porovnany derivat s butylom v polohe 5 kruhu A (Obrazok 20) — v pripade derivatu
bez chloru bola namerand hodnota ICso = 80 nmol/l, jeho chlorovany analdég disponoval
hodnotou ICso = 55 nmol/l. Pravdepodobne teda atomy chloru na B kruhu hraju délezita
ulohu pri interakcii TCS s cielovym enzymom. Menej vyhodna je substiticia rozvetvenymi
alkylmi, nevhodné su zvysky aromatickych heterocyklov a fenyl, i ked’ pridanim uhlikového
mostiku medzi kruh A a fenyl (C;-C3), sa zlep$ila ICso voci InhA v porovnani s TCS, pricom

ostala zachovana aj Gi¢innost’ u izoniazid-rezistentnych kmenov. (36)
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Obrazok 20: R¥?=H/CI

2.8.2.3.  Triklosanové derivaty bez hydroxylovej skupiny

V tejto kapitole je vhodné zmienit’ derivat, kde okrem hydroxylovej skupiny boli
odstranené 1 atdbmy chloru, ostal teda iba zékladny difenyléterovy skelet, kde v polohe
3 kruhu A boli naviazané rozne pat'’¢lenné heterocykly. Latka s najvys$Sou mierou ucinnosti

a s nizSou MIC oproti TCS (2,4 pmol/l vs. 17,4 umol/l) je uvedena na obrazku 21. (37)

Obrdzok 21: [5-(3-fenoxyfenyl)-3-(pyridin-2-vl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl] (fenyl)metanon
Vyznamnym objavom su derivaty  N-aryl/alkyl-2-(3-fenoxyfenyl)acetamidu,
s najucinnejSou syntetizovanou Strukturou prezentovanou na obrazku 22, namerané hodnota
MIC je rovna 4 ng/ml. U tejto latky boli realizované i in vivo testy na mysSiach infikovanych
baktériou Mycobacterium bovis — vysledky po 6 tyzdioch boli porovnatel'né s vysledkami

testov mysi lieCenych izoniazidom. (38)

0] H Cl
SRGENSY
Obrazok 22: N-(3,4-dichlorfenyl)-2-(3-fenoxyfenyl)acetamid
2.8.2.4.  Esterové derivaty triklosanu
V dostupnej literatire moZeme ndjst 1 pripady syntéz esterov s hydroxylovou skupinou
TRC. Vicsina $tadii sa nezaoberd priamo mykobaktériami, ale inymi mikroorganizmami,
ktoré su takisto charakteristické pritomnostou FAS II enzymového komplexu a enzymu

enoyl-acyl carrier protein reduktdzy a existuji unich doékazy ucinnosti triklosanu

na inhibiciu rastu tychto mikroorganizmov.

Prvou latkou je ester triklosanu s kyselinou pivalovou (Obrazok 23), ktorého u¢innost’

bola testovana u parazita Toxoplasma gondii. Po porovnani ICso toxoplazmovej ENR s MIC

25



voci tomuto parazitovi sa odhaduje, Ze dany ester vd’aka zvysenej lipofilii prenika do vnutra
bunky vo vysSej miere ako triklosan, v bunke je d’alej hydrolyzovand esterovd vézba
a samotny ciel'ovy enzym je inhibovany triklosanom. Vd’aka urcitej podobnosti parazitarnej
a bakteridlnej ENR mozeme ocakavat podobny efekt i u M7b, Comu nasvedCuje i fakt,

ze aj samotny triklosan je efektivny v inhibicii rastu toxoplazmy. (39)

A,

Obrazok 23: 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl pivaldt

V stadii Mishra et al., 2008 (40) mézeme najst’ syntézu 6smych esterov triklosanu
s cielom vytvorit’ prolie¢iva TCS, cieliac na parazita Plasmodium falciparum a baktériu
Escherichia  coli. Najvyznamnej$im  ziskanym  prolie¢ivom bol ester O-
(dimethylaminoethyl)glutarovej  kyseliny  (Obrazok  24), ktord inhibovala  oba
mikroorganizmy v koncentracidch nizSich ako vychodiskovy TCS. ZlepSenu aktivitu
vykazali i d’alSie Struktiry, ako je ester amidu jantarovej kyseliny, hemiester glutdrovej
kyseliny a kvartérna amoniova sol’ triklosanu prislusna Strukture na obrazku 24. Po testovani
koncentracii lie¢iv vnuatri mikrooganizmu a ich aktivity bolo vyhodnotené, Ze esterifikacia
hydroxylovej skupiny TCS zvySuje prienik prolie¢iva do vnutra bunky, samotny enzym je
potom inhibovany triklosanom, ktory vznika vnutri bunky po hydrolyze esterovej vézby.

(40)

| O (0]

/N\/\OJ\/\/U\O Cl
Cl Cl

Obrazok 24: 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl [2-(dimethylamino)ethyl]glutarat
Studované boli i d’alsie derivaty TCS v ramci inhibicie rastu Plasmodium falciparum.
Relativne zlepSend G¢innost’ bola pozorovana u Struktiry konjugovaného triklosanu s latkou
oznacovanou GW844520 (3-chlor-2,6-dimethyl-5-{4-[4-(trifluormethoxy)fenoxy]fenyl}-
1,4-dihydropyridin-4-ol)  prostrednictvom  oktandiovej kyseliny (Obrazok 25),

neporovnatelne lepSie vySiel konjugat triklosanu s atovachonom prostrednictvom
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oktandiovej kyseliny, ¢o ale bolo pripisané predovSetkym dobrej ucinnosti atovachonu,

ktory sa uziva v terapii malérie. (41)

Obrazok 25: (3-chlor-2,6-dimethyl-5-{4-[4-(trifluormethoxy)fenoxy|fenyl}-1,4-dihydropyridin-4-ol)

Délezitym objavom bola syntéza nanoantibiotik zaloZenych na Struktire triklosanu
konjugovaného s molekulami peptidov, ktoré dali vzniku supramolekuldrnym hydrogélom.
Za spojovaci mostik medzi TCS a peptidom bol zvoleny monoamid glutarovej kyseliny
pripojeny k triklosanu esterovo, o zabezpecilo uvol'nenie Uc¢innej latky v mierne kyslom
prostredi. Vd’aka takto modifikovanej Struktare triklosanu sa jednak viac ako 800-ndsobne
zvysila jeho rozpustnost’ vo fyziologickom prostredi, a jednak sa vyznamne zosilnil Gi¢inok
tychto novo syntetizovanych latok v cielovych baktéridach v porovnani s vychodiskovym
triklosanom, a to jak v gram-pozitivnych, tak v gram-negativnych baktériach. Samotny efekt
triklosanu bol podporeny naruSenim celistvosti bakteridlnej membrany U¢inkom
hydrogélovych nanovlaken. Extrapolaciou dat z in vivo §tidii bola preukazanad adekvatna

biokompatibilita hydrogélov s minimélnou toxicitou na zdravé tkaniva. (42)

Esterom triklosanu sa venovali i odbornici z Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové.
V dizerta¢nej praci Mgr. Rudolfa Vosatky, Ph.D., (43) m6zeme najst’ syntézu 24 esterov
triklosanu. In vitro vysledky viacSiny syntetizovanych esterov poukézali na aktivitu
porovnatel'ni s aktivitou TCS. Sledovanie MIC hodndét bolo zamerané na kmene
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium a Mycobacterium kansasii. Za zmienku
stoji Struktira 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl 4-brombenzoat (Obrazok 26) s MIC =
16 umol/l ukmena MTh, v Gcinku na izoniazid-rezistentné netuberkulézne kmene (M.
avium, M. kansasii) vynikol ester isonikotinovej kyseliny (Obrazok 26) s MIC = § umol/I.
(43) (44)
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Br

Cl Cl Cl Cl

Obrdzok 26.: 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl 4-brombenzoat (viavo); 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl
isonikotinoat (vpravo)
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3. Ciel prace

Cielom tejto prace bola syntéza latok odvodnych od Struktury triklosanu modifikaciou
jeho hydroxylovej skupiny a hodnotenie ich biologickej aktivity u tuberkul6znych
a atypickych mykobakteridlnych kmenov. Cast’ prace nadvizuje na predchadzajicu
dizertacnu pracu Mgr. Rudolfa Vosatky, Ph.D., v ktorej bol priestor venovany syntéze
a hodnoteniu antimykobakteridlnej aktivity esterov triklosanu s karboxylovymi kyselinami.
V nasej praci sme sa venovali syntéze esterov podla vysSie zmienenej prace pre jej
doplnenie. (43) Druha cast’ prace bola venovana derivatom sulfonylovym, o ktorych syntéze

a antibakteridlnej aktivite eSte nenachadzame Ziadnu zmienku v dostupnej literature.

Medzi syntetizovanymi estermi mdzeme ndjst’ vyssie zmieneny ester pivalovej kyseliny,
ktorého U¢innost’ uz bola skiimand u prvoka Toxoplasma gondii. (39) V tomto pripade bola
snaha o stabilizdciu hydrolyticky pomerne labilnej esterovej vdzby objemnymi
substituentmi na alfa uhliku. S rovnakym zamerom bolo cielom pripravit’ i ester triklosanu
s 2,4,6-trimethylbenzoovou kyselinou. Okrem ochrany pred hydrolyzou sme predpokladali
vdaka zvySenej lipofilie vyssi prienik tychto esterov cez mykobakterialnu bunkovi stenu

a cytoplazmaticki membranu do vnutra bunky.

Pre pripravu esterov sme d’alej vychadzali z kyselin s uz zndmym antimykobakterialnym
ucinkom: para-aminosalicylova kyselina, para-aminobenzoova kyselina (PABA) a (E)-4-
(4-methoxyfenyl)-4-oxobut-2-enova kyselina Prva zmienena kyselina patri do skupiny
druhej linie pouZivanych latok na tuberkulozu. (14) U PABA je badany mierny uU¢inok
na atypické mykobakteridlne kmene, konkrétne ide o kmen Mycobacterium kansasii. (25)
U tejto latky je ale potreba brat’ v iivahu i Stiidie poukazujice na jeho mozny opacény efekt,
a sice zniZzovanie aktivity niektorych antituberkulotik. (45) Poslednd kyselina je takisto
predmetom skiimania v rdmci jej antimykobakteridlneho ucinku, rovnako tak aj jej derivaty.

(46) (47)

U sulfonylovych esterov sme zvolili pre pilotny screening chloridy troch najcastejSie
pouzivanych sulféonovych kyselin v organicke; syntéze (methansulfonylchlorid,
benzénsulfonylchlorid, p-toluensulfonylchlorid), Struktury odvodené od benzénsulfénove;j

kyseliny sa uz osved¢ili pri priprave esterov salicylanilidov. (48)
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4. Metodicka cCast’

4.1. Pouzité chemikalie, pristroje a analytické metody

Pri syntézach boli pouzité komercne dostupné chemikalie arozpustadla od firiem
Merck/Sigma-Aldrich (Darmstadt, Nemecko), VWR/Avantor (Stfibrna Skalice, Ceska
republika), Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika) a Penta Chemicals (Praha, Ceska
republika), ktoré boli d’alej pouzité¢ bez d’alSieho Cistenia, iba n-hexan bol purifikovany

destilaciou.

Priebeh vSetkych reakcii bol pravidelne monitorovany pomocou tenkovrstvej
chromatografie (TLC). Ako stacionarna faza boli pouzité dosticky s 0,2 mm vrstvou
silikagelu 60 F254 od firmy Merck (Darmstadt, Nemecko). Ako mobilnd faza bola
pouzivand sustava toluén/ethylacetat v pomere 4:1 (v/v), detekcia bola vykonavand UV

lampou (A. Kriiss Optronic, Hamburk, Némecko) pri vlnovych dizkach 254 a 366 nm.

Teploty topenia boli stanovené v otvorenej kapilare v pristroji Melting Point Machine B-

540 (Biichi, Flawil, Svaj¢iarsko) a nie st korigované.

Infracervené spektrd boli zmerané technikou ATR (attenuated total reflectance; Ge
krystal) spektrofotometrom Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) v rozmedzi 650-4000 cm™'. Meranie prebehlo na Katedre organickej a bioorganicke;

chémie Farmaceutickej fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (pani Iva Vencovska).

NMR spektra boli zmerané na Katedre organickej a bioorganickej chémie
Farmaceutickej fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové pod vedenim doc. PharmDr.
Jittho KuneSe, CSc. Merania prebiehali pri laboratornej teplote na pristrojoch Varian
VNMR S500 (500 MHz pre 'H a 126 MHz pre '3C; Varian Comp., Palo Alto, CA, USA) a
JNM-ECZ 600R (600 MHz pre 'H a 151 MHz pre °C; JEOL, Tokio, Japonsko).
Ako rozpustadlo boli pouzité deuterovany dimethylsulfoxid (DMSO-ds), methanol-ds
(CD30OD) a chloroform (CDCls). Hodnoty chemického posunu 8 (v ppm) v proténovych
spektrach st vztiahnuté k tetramethylsilanu ako vnutornému Standardu, uhlikové posuny
boli stanovené podla centralnej linie signdlu rozpustadla (DMSO-ds pri 6 = 39,5 ppm,
CDClI3 77,0 ppm, CD30OD 49,3 ppm) Interakcna konstanta (J) je uvedend v Hz. NMR spektra
boli vyhodnotené pomocou programu MestReNova (Mestrelab Research, Santiago de

Compostela, Spanielsko).
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Elementérna analyza (C, H, N) bola vykonana na pristroji Vario MICRO Cube Element
Analyzer (Elementar Analysensysteme, Hanau, Nemecko) na Katedre farmaceutickej
chémie a farmaceutickej analyzy Farmaceutickej fakulty University Karlovy. Vypocitané

1 zmerané hodnoty st udané v percentach.

Chemickeé vzorce a reakéné schémy boli vytvorené a chemické nazvy boli skontrolované

pomocou programu ChemDraw Ultra 20.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).

Cistota pripravenych zlt&enin bola overena pomocou TLC, NMR spektroskopie, teploty

topenia a elementdrnej analyzy.
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4.2. Priprava reaktantov

4.2.1. O,N-acetylacia

+ Em—
H,N R )J\o)K A R?

R': H/OH
R2: H/ -O-COCHj

Reakcna schema 1
5 mmol kyseliny bolo rozpustenej v 25 ml acetanhydridu a nasledne bolo zahrievané
3 hod pod spatnym chladicom k varu, potom bola reakénd zmes mieSand eSte 24 hodin
pri izbovej teplote. Vzniknuté krys$taly boli odfiltrované, dokladne premyté vodou, vysusené
a charakterizované pomocou teploty topenia, retenéného faktoru a NMR spektier, filtrat bol
potom prihusteny k d’alSej krystalizdcii na rotacnej vakuovej odparke s néslednym

rovnakym spracovanim a charakterizovanim krystalov.

Pripravené zluceniny: 4-acetamidobenzoova kyselina, 4-acetamido-2-acetoxybenzoova

kyselina

4.2.2. Chloracia

Reakcéna schéma 2

1,3 mmol kyseliny (308,4 mg) bolo rozpustenej v 15 ml chloridu thionylu s pouZzitim
N,N-dimethylformamidu ako katalyzatora a zmes bola ponechand mieSat’ 2 h pri teplote
70 °C. Nasledne bol nezreagovany chlorid thionylu odpareny a surovy chlorid bol

bez d’alSieho Cistenia pouzity do d’alSej reakcie.

Pripravené zluceniny: 4-acetamido-2-acetoxybenzoyl chlorid (Ac-PAS-Cl)

32



4-Acetamidobenzoova kyselina (Ac-PABA) (49)

COOH
R T
H3CJ\N

H
Suméarny vzorec: CoHoNO3

Molarna hmotnost: 179,18

Vzhlad: biela krystalicka latka

Ry 0,64 (ethylacetat:n-hexan 4:1)
Teplota topenia: 260-261 °C (lit. 259-260 °C (49))
Vytazok: 54 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 12.69 (1H, s, COOH), 10.24 (1H, s, NH), 7.89-7.86 (2H,
m, H2, H6), 7.70-7.67 (2H, m, H3, H5), 2.07 (3H, s, CH3).

3C NMR (126 MHz, DMSO): § 169.37, 167.42, 143.74, 130.80, 125.30, 118.66, 24.51.
Elementarna analyza: vypocitané: C, 60.33; H, 5.06; N, 7.82, ndjdené: C, 60.35; H, 5.01; N,
7.87.
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4-Acetamido-2-acetoxybenzoova kyselina (Ac-PAS)

0]
H3CJ\O
COOH
¥
H5;C N
¥ H
Sumarny vzorec: CnHiiNOs

Molarna hmotnost: 237,21

Vzhlad: biela krystalicka latka

Ry 0,78 (ethylacetat:n-hexan 4:1)
Teplota topenia: 191-192 °C (lit. 193-194 °C (50))
Vytazok: 30 %

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 12.38 (1H, s, COOH), 10.54 (1H, s, NH), 8.00 (1H, d, J
=8.7 Hz, H6), 7.66 (1H, d, J= 2.1 Hz, H3), 7.48 (1H, dd, /= 8.7, 2.1 Hz, H5), 2.30 (3H, s,
OCO-CH3), 2.10 (3H, s, NHCO-CHas).

3C NMR (126 MHz, DMSO): § 169.68, 167.07, 159.38, 152.53, 146.20, 133.59, 116.05,
114.97, 113.60, 24.45, 20.90.

Elementarna analyza: vypocitané: C, 55.70; H, 4.67; N, 5.90, ngjdené: C, 55.72; H, 4.69; N,
5.94.
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4.3. Postupy syntéz

4.3.1. Postup pripravy karboxylovych esterov — metoda €. 1

0
OH Cl R)ko Cl

o) o) o)

R”>Cl  CH,Cl,

Cl Cl Cl Cl

Reakcna schéma 3

1 mmol triklosanu (289,5 mg) a 1,5 ekvivalentu triethylaminu (EtsN, 209 ul) boli
rozpustené v 5 ml dichlérmethéne. Reak¢énd zmes sa mieSala 5 min za laboratérnej teploty
a potom bolo pridané postupne 1,3 ekvivalentu chloridu kyseliny. Reakcia sa ponechala
mieSat’ 2 hod (v pripade potreby viac) do kompletnej konverzie na produkt (monitorované
pomocou TLC; sustava n-hexdn/ethylacetat 4:1, v/v). Nasledne bola reakénd zmes odparena
do sucha, pridany ethylacetat, nerozpustny podiel (EtsNH"CI") bol odfiltrovany. Filtrat bol
nasledne vytrepany s 10% roztokom Na;COs, 0,1M HCI, 5% roztokom NaCl a vysuSeny
statim nad bezvodnym Na>SO4. Nasledne bolo suSidlo odfiltrované a filtrat bol privedeny
ku krystalizéacii, bud’ pridavkom hexanu alebo odparenim Casti rozpuStadla na rotacnej

vakuovej odparke, u olejovitych produktov bolo odparené rozpustadlo.
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5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl pivalat (tBu-TCS)

Sumarny vzorec: Ci17H15C1303

Molarna hmotnost: 373,66

Vzhlad: biela krystalicka latka

Ry 0,86 (n-hexan:ethylacetat 4:1)

Teplota topenia: 64-65 °C

Vytazok: 74 %

IR: 3100, 2978, 2963, 1752 (C=0), 1489, 1475, 1285, 1266, 1256, 1141, 1116, 1103, 1092,
1077, 1059, 1027, 866, 818, 811 cm™'.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-dq): § 7.74 (1H, d, J = 2.6 Hz, H2), 7.53 (1H, d, J = 2.6 Hz,
H3"), 7.40 (1H, dd, J = 8.8, 2.6 Hz, H4), 7.36 (1H, dd, /= 8.9, 2.6 Hz, H5"), 7.21 (1H, d, J
= 8.8 Hz, H6"), 6.83 (1H, d, J = 8.8 Hz, HS5), 1.13 (9H, s, CH3).

13C NMR (126 MHz, DMSO): § 175.33, 151.30, 145.46, 142.55, 130.14, 129.12, 128.77,
127.88, 127.56, 124.84, 123.78, 122.41, 118.89, 38.71, 26.61.

Elementarna analyza: vypocitané: C, 54.65; H, 4.05, ngjdené: C, 54.62; H, 4.09.
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5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl 2,4,6-trimethylbenzoat (triMe-TCS)

Sumarny vzorec: C22H17C1303

Molarna hmotnost: 435,73

Vzhlad: bezfarebna olejovita kvapalina
Ry 0,87 (n-hexan:ethylacetat 4:1)
Teplota topenia: -

Vytazok: 69 %

IR: 2924 (CH3), 1750 (C=0), 1488, 1472, 1381 (CHs), 1266, 1239, 1160, 1026, 851,
808 cm.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-dq): § 7.76 (1H, d, J = 2.6 Hz, H2), 7.66 (1H, d, J = 2.6 Hz,
H3"),7.43-7.49 (2H, m, H4, H5"), 7.08-7.05 (2H, m, H5, H6"), 6.95 (2H, s, H3"", H5""), 2.31
(6H, s, CH3), 2.25 (3H, s, CH3).

3C NMR (126 MHz, DMSO): § 166.77, 150.57, 146.79, 141.37, 140.28, 135.73, 130.36,
129.11, 129.00, 128.93, 128.73, 128.48, 127.93, 125.13, 124.59, 121.08, 120.68, 20.89,
19.64.

Elementarna analyza: vypocitané: C, 60.64; H, 3.93, najdené: C, 60.70; H, 3.95.
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5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl 4-acetamido-2-acetoxybenzoat (PAS-TCS)

0
)J\O O

Sumarny vzorec: C23H16CI3NOg

Molarna hmotnost: 508,74

Vzhlad: bezfarebna olejovita tekutina

Ry 0,58 (n-hexan:ethylacetat 4:1)

Teplota topenia: -

Vytazok: 29 %

IR: 1698 (C=0), 1605, 1490, 1473, 1417, 1373, 1267, 1255, 1239, 1216, 1181, 1099, 1056,
913, 863, 792 cm™'.

'"H NMR (600 MHz, methanol-ds): § 7.93 (1H, d, J=8.6 Hz, H6""), 7.51 (1H, d, J= 2.1 Hz,
H2),7.47 (1H,d,J=2.6 Hz, H3""), 7.45 (1H, d, J=2.0 Hz, H3"), 7.39 (1H, dd, /= 8.6, 2.1
Hz, H4), 7.28 (1H, dd, /=8.9, 2.5 Hz, H5""), 6.80-6.78 (2H, m, H5", H6"), 6.74 (1H, d, J =
8.8 Hz, HS), 2.25 (3H, s, OCO-CHa), 2.12 (3H, s, NHCO-CH3).

3C NMR (151 MHz, methanol): § 170.66, 170.12, 165.88, 152.29, 151.79, 149.61, 143.92,
142.09, 132.35, 129.98, 129.78, 127.81, 127.75, 124.55, 121.18, 119.58, 118.58, 118.20,
117.02, 115.92, 113.80, 22.71, 19.72.

Elementarna analyza: vypocitané: C, 54.30; H, 3.17; N, 2.75, ngjdené: C, 54.32; H, 3.19; N,
2.77.
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4.4.2. Postup pripravy karboxylovych esterov — metoda €. 2 (Steglichova esterifikacia)
O

OH cl
O . j\ DMAP, EDAC_
R"NOH  CH,Cl,
cl cl

Reakcna schéema 4

I mmol kyseliny, 1 mmol triklosanu (289,5mg) a 0,1 mmol 4-
(dimethylamino)pyridinu (DMAP, 12,2 mg) boli rozpustené v 5 ml suchého CH>Cl,, zmes
bola chladena 'adom na 0 °C, nésledne bol naraz pridany 1,5 ekvivalentu 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimidu hydrochloridu (EDAC, 288 mg). Po 1 hodine bolo
chladenie prerusené a zmes bola ponechana reagovat’ d’alSich 24 hodin za laboratornej
teploty. Monitorovanie reakcie prebiehalo pomocou TLC, ststava n-hexan/ethylacetat 4:1
(v/v). Reak¢nd zmes bola odparena do sucha, bol pridany ethylacetat a zmes bola vytrepana
10% roztokom Na>COs3, 0,1M HCI a s 5% roztokom NaCl a vysuSena bezvodnym Na;SOs.
Nasledne bolo susidlo odfiltrované a filtrat bol privedeny ku krystalizécii, bud’ pridavkom
hexénu alebo odparenim casti rozpustadla na rotac¢nej vakuovej odparke, u olejovitych

produktov bolo odparené rozpustadlo.
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(E)-5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl 4-(4-methoxyfenyl)-4-oxobut-2-enoat (But-
TCS)

Sumarny vzorec: Ca23Hi15C1305

Molarna hmotnost: 477,72

Vzhlad: tmavocervena olejovitd kvapalina

Ry 0,53 (n-hexan:ethylacetat 4:1)

Teplota topenia: -

Vytazok: 51 %

IR: 3071, 2936, 2856, 1750 (C=0), 1702 (C=0), 1698, 1680, 1595, 1488, 1473, 1261, 1233,
1217, 1170, 1132, 1101, 867, 832, 800, 793 cm’".

'H NMR (500 MHz, CDCls): § 8.35 (2H, d, J = 8.8 Hz, H2"", H6""), 8.05 (1H, d, J = 15.5
Hz, Ph-CO-CH=), 7.64 (1H, d, J = 2.5 Hz, H2), 7.45 (1H, d, J = 2.5 Hz, H3"), 7.25 (1H, dd,
J=28.7,2.5 Hz, H5"), 7.06-6.93 (5H, m, H4, H5, H3"", H5"", =CH-COO), 6.68 (1H, d, J =
9.0 Hz, H6"), 3.85 (3H, s, CH3).

3C NMR (126 MHz, CDCl3): § 188.90, 163.82, 161.05, 150.61, 148.55, 145.78, 142.11,
131.71, 130.92, 129.73, 128.80, 128.54, 127.27, 126.88, 123.32, 122.45, 121.72, 114.65,
55.61.

Elementarna analyza: vypocitané: C, 57.83; H, 3.17, ngjdené: C, 57.82; H, 3.13.
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5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl 4-acetamidobenzoat (PABA-TCS)

Sumarny vzorec: C21H14C13NO4
Molarna hmotnost: 450,70

Vzhlad: svetlozlta krystalicka latka

Ry 0,07 (n-hexan:ethylacetat 4:1)
Teplota topenia: 135-136 °C

Vytazok: 56 %

IR: 3325 (N-H), 1738 (C=0), 1597, 1531, 1488, 1473, 1408, 1321, 1258, 1218, 1171, 1120,
1100, 1080, 1058, 1014, 857, 808, 795, 761, 692 cm™".

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds): § 10.32 (1H, s, NH), 7.82-7.79 (2H, m, H2"", H6""), 7.70-
7.67 (2H, m, H3"", H5""), 7.62 (1H, d, J = 2.7 Hz, H2), 7.59 (1H, d, J = 2.7 Hz, H3"), 7.38
(1H, dd, /= 8.9, 2.6 Hz, H4), 7.35 (1H, dd, /= 8.9, 2.6 Hz, H5"), 7.16 (1H, d, J = 8.9 Hz,
H6"), 6.97 (1H, d, J=9.0 Hz, H5), 2.06 (3H, s, CH3).

3C NMR (151 MHz, DMSO): § 169.65, 163.51, 151.40, 146.82, 145.18, 142.31, 131.57,
130.50, 129.27, 129.01, 128.85, 127.93, 125.45, 125.00, 122.14, 122.05, 120.80, 118.81,
24.75.

Elementarna analyza: vypocitané: C, 55.96; H, 3.13; N, 3.11, njdené: C, 55.93; H, 3.16; N,
3.07.
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4.4.3. Postup pripravy esterov sulfonovych kyselin

OH Cl R0 cl

0 0, Et;N O
+ S\ —_—
R™>Cl EA
cl o] cl cl

Reakcna schéma 5

1,1 mmol chloridu bol rozpusteny vo varnej banke v 5 ml ethylacetate (EA).
Nasledne bol pridany 1 mmol triklosanu (289,5 mg) a 1,5 mmol Et;N (209 ul). Reakcia sa
ponechala mieSat’ 2 hod do kompletnej konverzie na produkt (monitorovanie pomocou TLC;
sustava n-hexan/ethylacetat 4:1, v/v) Nasledne bola reak¢nd zmes odparena do sucha,
pridany ethylacetat, nerozpustny podiel (EtsNH'CI) bol odfiltrovany, filtrat vytrepany
s 10% roztokom Na>COs, 0,1M HCI, 5% roztokom NaCl a vysuseny statim nad bezvodnym
NazSO4. Nasledne bolo suSidlo odfiltrované a filtrat bol privedeny ku krystalizacii,
bud’ pridavkom hexénu alebo odparenim casti rozpustadla na rota¢nej vakuovej odparke,
u olejovitych produktov bolo odparené rozpustadlo, produkt konzistencie ,,semisolid* bol

ponechany stuhnut’ pri -20 °C.
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5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl methansulfonat (Mesyl-TCS)

O,

Sumarny vzorec: C13HoCl1304S

Molarna hmotnost: 367,63

Vzhlad: priehl'adna olejovitd kvapalina

Ry 0,55 (n-hexan:ethylacetat 4:1)

Teplota topenia: -

Vytazok: 60 %

IR: 1486, 1473, 1372, 1266, 1191, 1167, 1121, 1100, 920, 869, 806, 787, 736 cm™..

'H NMR (600 MHz, DMSO-de): 8 7.77 (1H, d, J = 2.5 Hz, H2), 7.63 (1H, d, J = 2.5 Hz,
H3"), 7.41 (1H, dd, J=8.7, 2.5 Hz, H4), 7.38 (1H, dd, /= 8.9, 2.6 Hz, H5"), 7.09 (1H, d, J
=9.0 Hz, H6"), 6.99 (1H, d, J = 8.7 Hz, H5), 3.44 (3H, s, CH3).

3C NMR (151 MHz, DMSO): § 150.49, 147.71, 139.98, 130.80, 129.77, 129.56, 129.13,
128.49, 125.89, 125.36, 122.19, 120.87, 39.10.

Elementarna analyza: vypocitané: C, 42.47; H, 2.47, najdené: C, 42.50; H, 2.43.
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5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl benzénsulfonat (Besyl-TCS)

O,
S.
[ j O Cl
Cl Cl
Sumarny vzorec: CisH11C1304S

Molarna hmotnost: 429,70

Vzhl'ad: bezfarebna ,,semisolid* zlu¢enina

Ry 0,58 (n-hexan:ethylacetat 4:1)

Teplota topenia: -

Vytazok: 72 %

IR: 1474, 1450, 1373, 1269 1186, 1175, 1080, 918, 778, 718, 681 cm".

'H NMR (600 MHz, DMSO-dj): & 7.86-7.83 (2H, m, H2"", H6""), 7.76 (1H, ddt, J = 8.7,
7.2, 1.2 Hz, H4""), 7.69 (1H, d, J = 2.6 Hz, H3"), 7.62-7.59 (2H, m, H3"", H5""), 7.36-7.31
(3H, m, H2, H4, H5"), 6.89 (1H, d, J=9.3 Hz, H6"), 6.71 (1H, d, J = 8.8 Hz, HS).

3C NMR (151 MHz, DMSO): § 150.21, 147.37, 139.60, 135.82, 134.88, 130.74, 130.39,
129.60, 129.38, 128.74, 128.31, 128.15, 126.02, 124.97, 121.63, 120.94.

Elementarna analyza: vypocitané: C, 50.31; H, 2.58, ngjdené: C, 51.33; H, 2.61.
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5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl 4-methylbenzénsulfonat (Tosyl-TCS)

Sumarny vzorec: Ci9H13C1304S

Molarna hmotnost: 443,73

Vzhlad: biela krystalicka latka

Ry 0,60 (n-hexan:ethylacetat 4:1)

Teplota topenia: 91-92 °C

Vytazok: 95 %

IR: 1492, 1473, 1371, 1269, 1260, 1192, 1173, 1122, 1100, 916, 872, 819, 748, 691 cm™'.
'"H NMR (500 MHz, CDCls): § 7.79-7.75 (2H, m, H2"", H6""), 7.42-7.40 (2H, m, H2, H3"),
7.30-7.27 (2H, m, H3"", H5""), 7.18 (1H, dd, /= 8.8, 2.5 Hz, H4), 7.12 (1H, dd, /= 8.8, 2.5
Hz, H5"), 6.70 (1H, d, /= 8.9 Hz, H6"), 6.59 (1H, d, /= 8.8 Hz, HS), 2.44 (3H, s, CH3).
3C NMR (126 MHz, CDCl3): § 150.34, 146.97, 145.65, 139.96, 132.43, 130.42, 129.74,
129.66, 129.05, 128.49, 128.01, 127.98, 126.05, 125.07, 120.21, 119.81, 21.69.
Elementarna analyza: vypocitané: C, 51.43; H, 2.95, ngjdené: C, 51.40; H, 2.99.
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5. Vysledky a diskusia

Vtejto praci sme syntetizovali osem derivatov triklosanu s modifikovanou
hydroxylovou skupinou, péit nabdze esterov karboxylovych kyselin atri estery
so sulféonovymi kyselinami. Bola ur¢ena minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC) vsetkych
latok u kmenov Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium a Mycobacterium

kansasii, s porovnanim ich aktivity s vychodzim triklosanom a s izoniazidom.

5.1. Chémia

V pripade dvoch reaktantov pre reakciu s triklosanom bola potrebnd ich Uprava
na vhodné derivaty, ato kvoli ochrane pred priebehom neziadicich reakcii a zarovei
pre zvySenie lipofilie molekul a podpory prestupu cez biologické membrany a bunkovu
stenu mykobaktérii. Konkrétne iSlo o pripravu chloridu O,N-diacetylovanej para-

aminosalicylovej kyseliny a pripravu N-acetylovanej para-aminobenzoovej kyseliny.

Syntéza Ac-PAS-Cl bola dvojkrokovéa — najprv bola potrebna acetylacia hydroxylovej
a aminovej funkénej skupiny pre ochranu pred vznikom neziaddcich vedl'ajSich produktov,
¢o bolo dosiahnuté reakciou s acetanhydridom pri zvysenej teplote. Pre prvotnu nizku
vytaznost' reakcie sme zvolili postup s pridanim katalytického mnozstva H2SOs, 1 napriek
tomu sme ziskali vytaznost’ 30 % (357,4 mg), o vSak bolo postacujuce pre d’alsi postup.
Dominantny vznik 4-acetamido-2-hydroxybenzoovej kyseliny bol primarnou pri¢inou
vzniku nizkeho mnozstva cieleného produktu. Izolovana diacetylovand kyselina bola
charakterizovand pomocou retencného faktora, teploty topenia a NMR spektier,
s porovnanim s udajmi v literatire. Dalsim krokom bola reakcia kyseliny s nadbytkom
chloridu thionylu pri 70 °C za pouZitia N,N-dimethylformamidu ako katalyzatora. Produkt
reakcie nebol Cisteny, pretoze bezprostredne po prebehnuti reakcie a po odpareni chloridu
thionylu a d’alSich prchavych zloZiek reak¢nej zmesi sme ponechali vzniknuty chlorid
kyseliny reagovat’ s triklosanom podl'a Reak¢na schéma 3, ato z toho dovodu, aby sme

zamedzili vzniku rozkladnych produktov behom purifikacie chloridu.

Pre pripravu acetyl-PABA sme znova ponechali vychodiskovu kyselinu reagovat
s acetanhydridom za zvySenej teploty, produkt s54% vytazkom (488,8 mg) sme
charakterizovali pomocou Ry, teploty topenia a NMR spektier, opit’ s porovnanim s idajmi

v literature.

Syntéza prvych dvoch latok (tBu-TCS, triMe-TCS) prebehla z prisluSného chloridu

behom dvoch hodin pri laboratornej teplote v dichloromethane s vytazkami 74 a 69 %
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(295,1 mg, 301 mg), pricom po prebehnuti reakcie apo izolacii latok podla postupu
uvedeného v prislusnej kapitole vysledky TLC nepoukazovali na pritomnost” zZiadnych

nedistot.

Latku PAS-TRC sme sa najprv pokusali syntetizovat’ metddou €. 2 — Steglichovou
esterifikaciou, utej bol ale problém vel'mi nizkej konverzie na vysledny ester, ¢o sme
vyhodnotili orienta¢ne pomocou TLC. Z tohto dévodu sme nasledne zvolili prvit metodu —
reakciu chloridu s triklosanom, pri¢om na zaklade monitorovania priebehu reakcie pomocou
TLC sme zmes ponechali reagovat’ az 24 hodin. Tymto postupom sme ziskali vytazok Cistej
latky 29 % (149,2 mg), problém predstavovala izolacia Cistého produktu: po vytrepani
a vysuSeni bola zmes odparend, vzniknuté kryStaly obsahovali necistoty, preto sme zmes
rozpustili v ethylacetate a sfiltrovali. KryStaly zachytené na filtri obsahovali €isty ester, jeho
pritomnost’ bola zistena i vo filtrate. Ten sme odparili dosucha a krysStaly charakterizovali
pomocou NMR spektra. Bola zistend malad pritomnost’ nezreagované¢ho Et3N, resp. jeho
hydrochloridu, preto sme zmes rozpusteni v ethylacetite znova vytrepali s 5%
roztokom NaCl. Po tomto kroku sme po vysuSeni a odpareni ethylacetatu ziskali d’alsi

podiel vysledného esteru.

Pri priprave But-TCS sme pouzili dvojndsobné mnozstvo oproti tomu uvedenému
v kapitole 4.4.2., pretoze pri prvom priebehu reakcie sme podl'a tenkovrstvej chromatografie
nedosahovali uspokojiva konverziu vychodiskovych latok na produkt. Vyslednd pomerne
lipofilna latka bola obt’azna na izolaciu, proces izolacie zahfiial okrem trepania a zahustenia
na odparke taktieZ opakovanu kryStalizaciu zo zmesi ethylacetat/hexan a z acetonitrilu.
Od nezreagovaného triklosanu bola zmes oddelend pomocou hexanu, v ktorom sa triklosan
rozpust'a. Behom trepania sa takisto oddelila tmavocervena faza nerozpustna jak vo vodnej,
tak v ethylacetatovej vrstve: tato sa rozpustila v tetrahydrofurane a podla vysledkov TLC
obsahovala zanedbatené mnozstvo produktu, preto bola odstranena. Celkovy vytaZok
predstavoval 51 % (487,2 mg). Rovnakou reakciou pripravena zli¢enina PABA-TCS bola
po zreagovani, vytrepani a odpareni izolovand pomocou kryStalizicie zo zmesi

ethylacetat/hexan s vyslednym podielom 56 % (259,0 mg) z teoretického vytazku.

Priprava sulfonylovych esterov sa uk4zala ako najmenej problémova. Konverzia bola
podl'a TLC uspokojiva a po vytrepani podl'a uvedené¢ho vSeobecného postupu sa podarilo

ziskat’ Cisté produkty s vytazkami v rozmedzi 60-95 %.
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5.2. Biologické hodnotenie

U vsetkych pripravenych zlucenin bola vyhodnocovana in vitro antimykobakterialna
aktivita, a to voc¢i kmeniom M. tuberculosis My 331/88, M. avium My 330/80 a M. kansasii
138/18, kde v pripade M. tuberculosis My 331/88 ide o kment H37Rv citlivy na vSetky
antituberkulotika a kmen M. avium My 330/80 je polyrezistentny. Testovanie bolo vykonané
na Oddeleni bakteriologie a mykologie Zdravotného ustavu so sidlom v Ostrave. Ako
rozpustadlo pre testované latky bol zvoleny DMSO, v pripade izoniazidu ako Standardu bola
zvolena sterilna destilovand voda. Pre sledovanie minimalnych inhibi¢nych koncentracii
boli pouzité koncentracie hodnotenych latok v rozmedzi 1-1000 umol/l, u izoniazidu 0,5-
250 umol/l avzorky boli kultivované priteplote 37 °C. Rast kolonii bol sledovany
po 14 a2l dnoch, v pripade kmena M. kansasii po7, 14 a2l dnoch. Ako Standard
pre hodnotenie in vitro antimykobakteridlnej aktivity boli zvolené triklosan a izoniazid
(INH). Biologické hodnotenie prebehlo podla predchadzajucej prace kolektivu Katedry
organickej a bioorganickej chémie Farmaceutickej fakulty v Hradci Krdlové. (51) Ziskané

vysledky st uvedené v Tabul’ka 1.

MIC [pmol/l]

Mpycobacterium Mpycobacterium avium . ..
u bech; losis My 331/88 Y My 330/80 Mpycobacterium kansasii 138/18
14 d 21d 14 d 21d 7d 14 d 21d
tBu-TCS 32 64 500 1000 64 64 125
triMe-TCS 32 64 250 250 32 64 125
PAS-TCS 32 64 >1000 >1000 250 500 1000
But-TCS 32 64 125 125 16 32 64
PABA-TCS 32 64 125 125 16 32 64
Mesyl-TCS 32 64 1000 >1000 16 32 64
Besyl-TCS 1000 >1000 >1000 >1000 1000 >1000 >1000
Tosyl-TCS 1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
TCS 32 32 32 32 16 32 32
INH 0,5 0,5 250 >250 2 4 8

Tabulka 1: Vysledky mikrobiologického testovania

Z tabulky 1 vyplyva, Ze aktivita novo syntetizovanych latok je s TRC v zésade
porovnatel'nd u kmenov M. tuberculosis a M. kansasii. V ramci MTbh az Sest’ Struktir (vSetky
karboxylové estery a Mesyl-TCS) mé ucinok obdobny s TRC s jednotnymi hodnotami MIC
=32/64 numol/l (14/21 dni). U atypického kmenia M. kansasii baddme u troch Struktar (But-
TCS, PABA-TCS, Mesyl-TCS) vel'mi dobry ucinok s hodnotami MIC 16/32/64 pmol/l
(7/14/21 dni), s efektom az baktericidnym, baktericidnu tendenciu sledujeme aj u latky tBu-
TCS. U molekuly triMe-TCS je ucinok bakteriostaticky a stale obdobny s TCS. Derivaty
But-TCS a PABA-TCS vynikli aj uizoniazid-rezistentného kmetia M. avium. Aktivita

vSetkych latok je sice nizSia oproti TCS, avSak prave tieto dve latky preukazali vysledky
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pomerne vyhodnejSie oproti izoniazidu — Stvornasobné navysenie MIC oproti hodnotam

u MTb (125/125 pmol/l po 14/21 diloch), oproti 500-nasobnému zvyseniu izoniazidu.

Voci obom netuberkuldoznym kmenom st zo vsetkych latok najvyhodnejsie Struktury
s oznacenim But-TCS a PABA-TCS s aktivitami relativne vyS$$imi oproti izoniazidu.
Ocakavana vyssia ucinnost vo¢i mykobaktéridm u esteru TCS s diacetylovanou para-

aminosalicylovou kyselinou nebola potvrdena.

NajhorSie proti vSetkym trom kmeitlom dopadli posledné dve latky — estery
so sulféonovymi kyselinami, Besyl-TCS a Tosyl-TCS. Hodnoty MIC tychto dvoch zlicenin
boli bud’ rovné alebo presahovali hodnotu 1000 pmol/l. Zaujimavé je porovnanie tychto
latok s Mesyl-TCS, z ¢oho mdézeme predpokladat’, ze maly alkyl molekuly Mesyl-TCS je
pre aktivitu vyhodny, naopak, aromatické zvysky u sulfonylovych derivatov Besyl-TCS
a Tosyl-TCS aktivitu znizuju.
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6. Zaver

V tejto praci sme syntetizovali osem derivatov triklosanu, priCom piatimi estermi
triklosanu karboxylovych kyselin sme doplnili predchadzajice prace, ktorym sa venovalo

na Katedre organickej a bioorganickej chémie na Farmaceutickej fakulte v Hradci Kralové.

Syntéza vSetkych 6smych zamyslanych Struktar prebehla uspesne, s vytazkami
v rozmedzi 29-95 %. V troch pripadoch sme pripravili dudlne zluceniny spojujtice dve latky
s antimykobakteridlnym uU¢inkom (PAS-TCS, PABA-TCS, But-TCS). Kazda cielova
molekula bola nasledne testovand pre svoju potencidlnu antimykobakteridlnu aktivitu.
Z in vitro testov na troch mykobakteridlnych kmenoch sme u vacsiny latok badali obdobné
ucinky s triklosanom u kmena MT7h na zdklade porovnania ich minimalnych inhibi¢nych
koncentrécii, pri€om dve z nich, estery But-TCS a PABA-TCS, sa vyznacovali prijatel'nymi
aktivitami naprie¢ vSetkymi tromi testovanymi kmenmi, ktoré zahfiiali tuberkul6zny kmeii

M. tuberculosis, a dve atypické, izoniazid-rezistentné kmene M. avium a M. kansasii.
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