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Abstrakt

Mykoticka systémova infekce je casto velmi zavazna, at uz kvlli imunodeficienci
pacientl, vedlejSim nezadoucim ucinkim dostupnych antimykotik ¢i klinické nebo Iékové
rezistenci. Dlraz by mél byt proto kladen na vcasné urceni spravné diagndzy, vhodné

indikace soucasnych IéCiv a pfedevsim vyvoj novych antimykotik (ATM).

Zaklad vSech syntetizovanych sloucenin tvofi molekula kyseliny itakonové (IA),
respektive anhydrid IA. Vychozi molekula byla zvolena na zdkladé Sirokého spektra
biologickych aktivit, mezi néZz patfi i antibakteridlni a antifungalni aktivita. Cilem bylo
vytvoreni deseti monoamidl pomoci jednokrokové syntézy anhydridu IA s pfisluSnym
chlorovanym anilinem. Tyto monoamidy pak byl cyklizovany za vzniku deseti imid(. Vytézky
reakci za vzniku monoamid( byly az na dvé odchylky (24 % a 31 %) vysoké a pohybovaly se

nad 80 %. Vytézky reakci za vzniku imidQ byly nizsi, pohybovaly se v rozsahu 29 — 86 %.

Antimikrobidlni aktivita byla otestovana pomoci mikrodiluéni bujonové metody
uvsech imidli a vétSiny monoamidl. VSechny latky byly neulcinné na gram-negativni
bakterie, velmi nizkou aktivitu proti gram-pozitivnim bakteriim projevily latky 1-(2,4,6-
trichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion, 1-(2,6-dichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-
dion a 1-(3,4,5-trichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion. Inhibi¢ni aktivita vici acetyl-
a butyrylcholinesterdze byla otestovana u vsech slouéenin, avsak vysledkem byly pomérné
testované latky v inhibici hub. Nejlepsi namérené hodnoty MIC (7,81 umol/l) vykazovaly
latky  1-(2,4,6-trichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion a  1-(3,4,5-trichlorfenyl)-3-
methylenpyrrolidin-2,5-dion proti kmenu Trichophyton interdigitale. VSechny mérené
biologické a biochemické aktivity zavisely jak na poctu atomd chloru v molekule, tak na
pozici téchto atomu (nelze fici, Ze by s rostoucim poctem atom( chloru aktivita vidy rostla,

ani Zze sloucenina s navazanym chlorem v urcité poloze byla vzdy aktivni).
Klicova slova

Antimikrobni aktivita, antimykotickd rezistence, antimykotika, inhibice cholinesteraz,

kyselina itakonova, mykdzy.



Abstract

Mycotic systemic infection is often very severe, whether due to patient
immunodeficiency, the side effects of available antifungal agents, or clinical or drug
resistance. Emphasis should therefore be placed on the timely determination of the correct
diagnosis, appropriate indications of current drugs, and especially the development of new

antifungal agents (ATM).

The core of all synthesized compounds is the molecule of itaconic acid (IA) or its
anhydride. The starting molecule was chosen based on its broad spectrum of biological
activities, including antibacterial and antifungal activities. The aim was to create ten
monoamides using a one-step synthesis of IA anhydride with the appropriate chlorinated
aniline. These monoamides were then cyclized to form ten imides. The vyields of the
reactions to form the monoamides were high, with two exceptions (24% and 31%), and were
generally above 80%. The yields of the reactions to form the imides were lower, ranging

from 29% to 86%.

The antimicrobial activity was tested using the broth microdilution method for all
imides and most monoamides. All compounds were ineffective against gram-negative
bacteria, and very low activity against gram-positive bacteria was shown by the compounds
1-(2,4,6-trichlorophenyl)-3-methylene-2,5-pyrrolidinedione, 1-(2,6-dichlorophenyl)-3-
methylene-2,5-pyrrolidinedione, and 1-(3,4,5-trichlorophenyl)-3-methylene-2,5-
pyrrolidinedione. Inhibitory activity against acetyl- and butyrylcholinesterase was tested for
all compounds, but the results showed relatively high ICso values (the lowest measured
concentration was 67.76 uM). The tested compounds exhibited the highest activity in
inhibiting fungi. The best measured MIC values (7.81 umol/L) were shown by the compounds
1-(2,4,6-trichlorophenyl)-3-methylene-2,5-pyrrolidinedione and 1-(3,4,5-trichlorophenyl)-3-
methylene-2,5-pyrrolidinedione against the strain Trichophyton interdigitale. All measured
biological and biochemical activities depended on both the number of chlorine atoms in the
molecule and the position of these atoms (it cannot be said that activity always increased
with the growing number of chlorine atoms, nor that a compound with chlorine attached in

a certain position was always active).
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Seznam pouzitych zkratek

ABC

AC

Ac

AChE

ACl

AF

AFla

AIDS

AmB

ATCC

ATCh

ATM

ATP

BChE

BTCh

CA

CAMHB

CcCM

CFU

CK

ATP-binding cassette
Absidia corymbifera

acetyl

acetylcholinesteraza
Acinetobacter baumannii
Aspergillus fumigatus
Aspergillus flavus

syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired Immune Deficiency Syndrome)
amfotericin B

American Type Culture Collection

acetylthiocholin

antimykotika

adenosintrifosfat

butyrylcholinesteraza

butyrylthiocholin

Candida albicans

kationtové upraveny Miiller-HintonGv bujon (cation-adjusted Mueller-Hinton

broth)
Ceska sbirka mikroorganism (Czech Collection of Microorganisms)

jednotka tvofrici kolonie (colony forming unit)

Candida krusei



CcpP

CcT

DCM

DMSO

DSM

DTNB

EC

EF

EMA

EtOAcC

EUCAST

FLU

FT-IR

HIV

IFI

KP

MFS

MIC

MRSA

PA

Candida parapsilosis

Candida tropicalis

dichlormethan

dimethylsulfoxid

Némecka sbirka mikroorganismu (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen)

5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina

Escherichia coli

Enterococcus faecalis
Evropska agentura pro léCivé pripravky
ethyl-acetat

Evropsky vybor pro testovani antimikrobidlni citlivosti (The European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
flukonazol

infraCervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (Fourier-transform

infrared spectroscopy)

virus lidské imunitni nedostate¢nosti (Human Immunodeficiency Virus)
kyselina itakonova (itaconic acid)

invazivni mykotickd infekce (invasive fungal infections)

Klebsiella pneumoniae

Maijor facilitator superfamily

minimalni inhibi¢ni koncentrace (minimal inhibitory concentration)

methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa
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PIP
PKC
THF
Tol
WHO

ROS

SA

SE
SUKL

T

piperacilin

proteinkindza C

tetrahydrofuran

toluen

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis
Statni urad pro kontrolu IéCiv

Trichophyton interdigitale
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1 Uvod

Mykotickd (houbovd) onemocnéni mohou byt zplsobena jak makroskopickymi,
tak i mikroskopickymi houbami — kvasinkami a plisnémi. U makroskopickych hub se nejcastéji
jednd o otravy jedovatymi druhy plodnic, ¢i mykotoxikézy zplsobenymi toxiny z téchto hub.

Tato diplomova préce je ale zamérena predevsim na mikroskopické houby.

Obligatnimi patogeny z fad mikroskopickych hub jsou pro ¢lovéka pouze dermatofyty
a dimorfni houby nachazejici se v tropickych oblastech. Ztoho Ize odvodit, Ze vétSina
mykotickych mikroorganismu, které se prirozené vyskytuje kolem nds, ma nizkou patogenitu,
ktera u zdravych jedincl nestaci k vyvolani infekce. U oslabenych jedincl, jejichz incidence

neustale roste, vSak mohou vyvolat zdvazné, Zivot ohroZujici mykdzy.

Léciva uZivana k |écbé mykdz se nazyvaji antimykotika (ATM). Houby jako eukaryotni
organismy maji mnohem vice spolec¢ného s c¢lovékem nez s bakteriemi. U mykotickych
organismu se tak oproti bakteriim hire hledaji cile, na niz by Iéciva pusobila, aniz by ohrozila
lidské bunky, a proto je jejich vyvoj velice sloZity. K tomu vSemu ve svété roste rezistence
na stavajici ATM, at uZ kvali Spatné stanovené diagndze, Spatné lécbé, kvali neuvazeném
uzivani téchto léciv jako prevenci pred propuknutim nemoci nebo nepfiméreném pouzivani
nékterych ATM (napt. azold) v zemédélstvi. S rezistenci pak souvisi i pouzivani léciv druhé
linie, které casto nesou i vys$si miru toxicity pro pacienta, a prodlouzenda doba pobytu

v nemaocnici, jenz zvysuje riziko dal$i nozokomialni nakazy.

Omezeny pocet ATM, jejich ¢asté nezddouci ucinky a rostouci rezistence predstavuji
uz nyni obrovsky globalni problém. Proto je nezbytné neustale pracovat na vyzkumu novych
ATM, ktera by idedlné méla mensi toxicitu a byla by tak vhodnéjsi pro Ié¢bu oslabenych

pacientd.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Onemocnéni vyvolané mykotickymi organismy

Jak jiz bylo feceno v kap. 1, pouze mala ¢ast hub se oznacuje za primarni patogeny.
Ovsem nesmime zapominat, Ze i mykotické organismy s relativné nizkou patogenitou dokazi
u oslabeného jedince vyvolat zavazna onemocnéni. [1] Onemocnéni zplisobena mykotickymi
organismy obecné délime do ¢ty skupin: otravy zplsobené poZitim plodnic vyssich hub,

mykotoxikdzy, mykoalergie a mykdzy. [2]

2.1.1 Mykotoxikdzy

Tato onemocnéni jsou zpUsobena metabolickymi produkty hub neboli mykotoxiny.
Mykotoxiny mohou byt produkovany jak vy$simi houbami s plodnicemi (makromycetami),
tak i mikromycetami. [3], [4] Plisné, které mohou uvolfiovat toxické metabolity, napadaji
potraviny jako jsou obiloviny, ofechy, susené ovoce, kofeni, kdvova zrna. Vétsina mykotoxin(
je chemicky stabilnich, a proto preziva pfi zpracovani potravin. Jako pftiklad Ize uvést rod
Aspergilus uvoliujici karcinogenni alkaloidy aflatoxin a ochratoxin A, ktery je uvolfiovan

i plisnémi z rodu Penicillium. [2], [5]

2.1.2 Mykoalergie

Mykoalergie je vyvolana pfimym vstupem infekce, tedy inhalaci fungalnich spoér.
Jeji pfiznaky se nijak nelisi od alergii vyvolanych jinymi alergickymi podméty. Pacient jevi
znamky alergické rhinitidy, alveolitidy ¢i astmatu. [1], [4] VétSina mykoalergii je zplsobena

rodem Aspergillus. [3], [6]

2.1.3 Mykdzy

Tato onemocnéni jsou vyvoldana pouze mikroskopickymi houbami a rozliSujeme tfi
typy: povrchové, podkozZni a systémové. Povrchové mykdzy se Sifi pfimym kontaktem dvou
osob nebo clovéka se zviretem (napf. koCkou nebo psem) a postihuji kOzZi (mykdzy
oznacované jako dermatomykdzy), nehty (onychomykdzy), vlasy (trichomykdzy) a sliznice
(napf. pochvy ¢i ust). [1], [7] Nejcastéjsimi puvodci koznich infekci jsou dermatofyty (vlaknité

houby z rodl Trichophyton, Microsporum a Epidermophyton) a kvasinky (napfiklad Candida
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albicans). [6], [7] Onychomykdézu mohou vyvolat dermatofyty a Candidae. Za infekce vlasu
jsou zodpovédné zejména Trichosporon spp €i v tropech a subtropech béina Piedraia

hortae. [2]

PodkoZni mykdzy se Sifi pres kozni bariéru zejména v pripadé jejiho poruseni.
Jedna se o chronické, sporadicky se vyskytujici infekce v tropickém a subtropickém podnebi.
[1], [8] Ptikladem podkozni mykdzy je chromoblastomykdza (zplisobena nejcastéji Fonsecaea
pedrosoi, Fonsecaea monophora nebo Cladophialophora carrionii) a obtizné
diagnostikovatelna mukormykéza (dfive nazyvana zygomykdza) vyvolana mukormycetami

(napf. Basidiobolus sp.). [2], [8], [9]

Systémové neboli organové ci hluboké mykdzy radime mezi klinicky velmi zavaziné
infekce postihujici vnitfni organy. [1] Mykdzy jsou zplsobeny jak primarné patogennimi
druhy dimorfnich hub (Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitis, Coccidioides
immitis), tak i mikromycetami s nizkou patogenitou, které vyvoldvaji oportunni ndkazy
u jedinct s oslabenou obranyschopnosti. [2] Mezi plvodci oportunnich mykéz nalezneme
vldknité formy mikromycet, které vtéle rostou extraceluldrné (napf. Aspergillus),
i kvasinkovité formy (napf. Candida). Kvasinkovité formy prezivaji pohlceny v neutrofilech
a makrofazich a nasledné se v nich i mnozZi. Nékteré druhy (napf¥. Cryptococcus neoformans)

se proti fagocytdze brani pomoci polysacharidového pouzdra. [1], [2]

2.1.3.1Invazivni mykotické infekce

U pacientd s vyznamnou primarni ¢i sekundarni poruchou imunity se mohou
rozvinout zavazné komplikace v podobé oportunnich mykdz — tzv. invazivnich mykotickych
infekci (IF1). [10] Nejcastéji zkomplikuji 1é¢bu pacientim s chronickym onemocnénim plic,
prodélanou tuberkulézou, HIV, rakovinou, diabetem mellitem. OhrozZeni jsou také kriticky
nemocni pacienti na jednotce intenzivni pécée, pacienti podstupujici transplantace, invazivni
zakroky, uzivajici Sirokospektra antibiotika nebo imunosupresiva. Nova data ukazuji, Ze riziko
oportunni mykotické infekce hrozi i pacientlim s onemocnénim jater, ledvin nebo pacientim

trpicim onemocnénim Covid-19. [11]

Prestoze se epidemiologie houbovych chorob za poslednich nékolik desetileti vyrazné
zménila, hlavnimi houbovymi patogeny odpovédnymi za vétSinu pripadl zavainych

mykotickych onemocnéni zGstavaji Candida spp., Aspergillus spp., Cryptococcus spp.
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a zygomycety. [6], [10] Mezi dalsi plvodce vzacnych, ale velmi tézko Iécitelnych IFl patfi
napt. Fusarium, Scedosporium, Acremonium, Histoplasma, Coccidioides a Pneumocystis. [1],

[10]

Nebezpecnost vySe jmenovanych kmen( zvySuje navic rezistence na bézné pouzivana
ATM. Odstrasujicim prikladem se stava kvasinka Candida auris, tézko diagnostikovatelny
multirezistentni kmen zvySujici morbiditu i mortalitu pacientl. Svétova zdravotnicka
organizace (WHO) poukazuje na problém nebezpecnosti mykotickych mikroorganism
a jejich rostouci rezistence, i proto vznikl seznam zavaznych patogent (obr. 1) Nebezpecnost
patogenu je posuzovana hlavné podle rezistence danych kmena. DalSimi dulezitymi kritérii je
umrti nainfekce zplsobenych danymi patogeny, sloZitost lécby, dostupnost diagnostiky,

ro¢ni incidence a komplikace a nasledky infekce. [11]

L Cryplococcus " Nokoseomyces glabrata = Scedosporium spp.
‘ necformans (Candida glabrata) -
-p Candida auris Ma  Histoplasma spp. 'y Lomentospora
: L ~le” prolificans
] o
Aspergilius fumnigatus :__.! Eumycetoma causative wod :: Coccidioides spp.
. . agents o
h
.l_ Candida albicans A Mucorales / Pichia kudriavzeveii
* ' (Candida krusei)
e - L] i
j{'b" «  Fusarium spp. = Cryptococcus gaottil
- °
“ Candida tropicalis .\@ Talaromyces marneffei
Candida parapsilosis Pneumocystis firovecii
J %
&
* &  Porococcidioides spp.
4

Obr. 1 Seznam zdvaznych patogent podle WHO, Prevzato z:[11]
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2.2 Antimykotika

Antimikrobialnich latek vyuZivanych na |écbu bakteridlnich infekci neni mnoho,
ale klinicky vyuzitelnych antifungalnich sloucenin je jeSté méné. Velky vliv na to ma uzky
evolucni vztah mezi témito eukaryotnimi patogeny a jejich lidskymi hostiteli. Kvali této
evolucni podobnosti je omezeno mnozstvi cilli, na které mohou ATM terapeuticky pusobit,
aniz by ohrozily bunky a struktury hostitele. [1], [12] Jejich cilem jsou pfedevSim odliSnosti
v bunécné membrané, tedy syntéza a funkce ergosterolu (obr. 2). Ergosterol je hlavni
steroidni latka v membrandch hub, podobné jako cholesterol v membrané vyssich Zivocichl.
DalSimi cili pro ATM jsou bunécna sténa anebo zastaveni proteosyntézy a syntézy
nukleovych kyselin v mykotické burice. [13] S evolu¢ni podobnosti souvisi i Casté nezadouci
ucinky ATM. Dalsi omezeni predstavuje uzké spektrum aktivity, rozpustnost, stabilita
a absorpce téchto léciv. Stale vétSim problémem v klinické praxi pak je vzrastajici rezistence

hub. [1], [14]

l]:'rg,lﬂp lErglp I-k[l}'l.xmini_-s

acetoacetyl-CoA squalene epoxide
Erglip Ergfp
3-hydrgxy-3-methylglutaryl-CoA || lanosterol
Illmgm lFTg"p
Hmg2p - Azoles
mevalgnate Neplp

4 4-dimethylcholesta-58,14, 24-trienol

l Erg2dp I Morpholines

Ergl2p

mevalonate 5-phosphate

Ergdp Erg25p  Erg26p Erg27p Erg28p
mevalonate diphosphate Erg29p
Ergl9p l Ergép
isopentenyl diphosphate tecosterol
dilp Ere2p omhol
. . J K . . . V| I:]f]‘ onneags
dimethiylalyl diphosphate episterol
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ATM lze rozdélit dle cilového mista plsobeni na lokalni a systémové. [1] Podobné
jako u antibiotik miZeme ATM ddle rozliSit dle ucinku na fungicidni a fungistatické.
Fungistatické slouceniny pouze zastavuji dalsi rlst hub, fungicidni usmrcuji mykotického
plvodce. [13] Podle chemické struktury se déli na polyeny, azoly, echinokandiny, pyrimidiny,

allylaminy, morfoliny a ostatni (napf. griseofulvin). [11], [12], [14]

2.2.1 Polyeny

Polyeny jsou historicky nejstarsi skupina latek vyuzivanad v terapii mykotickych infekci.
| pfes svou znacnou nefrotoxicitu jsou tyto fungicidni latky vyuZivany v 1éc¢bé systémovych
i lokdlnich mykdz, a to predevsim diky Sirokému spektru aktivity a nizké frekvenci vzniku
rezistentnich patogen. K 1é¢bé mykdz se vyuziva glykosylovanych sloucenin, pfedevsim kvali

jejich lepSimu pomeéru aktivita/toxicita nez u neglykosylovanych polyen(. [3], [16]

Mechanismus ucinku spociva ve vytvareni komplexti mezi polyeny a ergosterolem.
Selektivni toxicita polyenld je =zajiSténa vyssi afinitou polyend k ergosterolu nez
k cholesterolu. [1], [16] Vazbou mezi ergosterolem a polyenovym ATM se vytvofi hydrofilni
kandl, kterym unikaji Zivotné dulezité bunécné slozky, predevsim K* a Na*, coZ nakonec

zpUsobuje bunécnou smrt. [16]

Do této skupiny rfadime mnoho latek, z nichz nejdllezitéjsi pro Iécbu lidskych

mykotickych infekci jsou amfotericin B (AmB), nystatin a natamycin. [17]

2.2.1.1 Amfotericin B

Jednim z nejstarsich a nejucinnéjsich ATM uzivanym pro Ié¢bu systémovych mykéz je
AmB. Toto ATM je zdaroven jediné ze skupiny polyenl, které je schvdlené pro lécbu
systémovych mykdz. [16] Poprvé byl izolovan vroce 1959 z kmene Streptomyces nodosus
ama nejen antifungdlni, ale i antiparazitarni Ucinky. Je uzZivdn v terapii blastomykéz,
kandidéz, mukormykoz a na Ié¢bu onemocnéni zplsobenych kryptokoky. [18], [19] Variabilni
citlivost Ci rezistenci proti této latce vykazuje Fusarium spp., Aspergillus spp., Scedosporium

prolificans a nékteré kmeny z rodu Candida — napt. Candida lusitaniae a Candida rugosa. [19]

AmB ma velkou molekulu, ktera je ve vysledku lipofilni povahy. Rozpustnost ve vodé

zajistuje jeji vazba na deoxycholat. Mimo vazby na ergosterol jesté indukuje tvorbu
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kyslikovych radikal(i (ROS), které peroxiduji membranové lipidy. Ty pak prispivaji ke zni¢eni

bunék. [13]

Nezadouci G€inky AmB délime na ¢asné a pozdni. Casné nezadouci U¢inky pFipominaji
podani nekompatibilniho transfuzniho pfipravku (horecka, zvraceni, bolest hlavy, tfesavka,
bronchospazmus, hypotenze) a I[é¢i se antipyretikem, popfipadé hydrokortisonem.
Mezi pozdni nezadouci ucinky radime selhdni ledvin, které je mozné zmirnit vydatnou

hydrataci a spravnym doplfiovanim drasliku. [13], [18]

Za UcCelem zmirnéni zavainych nefrotoxickych vedlejSich Gcink( byla vyvinuta
molekula AmB navdzana na lipidovy nosi¢. Takto vznikl lipozomalni AmB (neboli Ambisom)
dale pak lipidovy komplex AmB (Abelcet) a koloidni disperze AmB (Amphocil). [19], [20]
Cilem takto navdzanych AmB je snizit mnoZstvi volného léciva v krvi pod minimalni toxické

koncentrace a co nejucinnéji dopravit Ié¢ivo na misto potreby. [16]

Obr. 4 Vzorec amfotericinu B

2.2.1.2 Nystatin

Nystatin se pfipravuje fermentaci z kultury Streptomyces noursei a je pouzivan jako
lokalni Iék proti slizniécnim a koznim kandidézam. [13], [21] Resorpce z GIT, stejné jako
pfechod molekuly pres sliznice, prakticky viibec neprobiha, proto je bezpectné i peroraini
podani tohoto ATM ¢i lokalni pouZiti v téhotenstvi a pfi kojeni. Vyznamny fungicidni efekt

projevuje i proti rodim Rhodotorula, Trichosporon a Aspergillus. [21]
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Obr. 5 Vzorec A) nystatinu, B) natamycinu

2.2.1.3 Natamycin

Natamycin neboli pimaricin je latka uZivana jak v ocnim lékafstvi pfi |écbé plisnové
keratitidy, tak i pti |éCbé vagindlnich mykdéz. [16], [22] V potravinafstvi je vyuZivan
pfi oSetfeni syrl a suSeného masa proti rastu plisni. [23] Poprvé byl izolovan z kmene
Streptomyces natalensis a spolu s kmenem Streptomyces gilvosporeus jsou vyuZivany

pti pramyslové vyrobé natamycinu. [22]

Podle nedavnych studie by mechanismus uc¢inku natamycinu mohl byt odlisny
od ucinku ostatnich polyen(. Vysledky této studie naznacuji, Zze zdkladem antifungalni
aktivity by mohla byt interakce a interference tohoto léliva s kapalnou fazi membrany

bohatou na steroly. [23]

2.2.2 Azoly

Tato nejrozsahlejsi skupina ATM je vyuZzivana v terapii lokdlnich i systémovych mykodz.
Jejich ucinek je fungistaticky, s vyjimkou vysokych koncentraci, kdy mohou byt také
fungicidni. [24] Roku 1958 byl predstaven prvni azol — chlormidazol, kterym zapocal velky
rozvoj této skupiny. Klasifikova mizZeme azoly do vice jak tfi generaci. Latky napfic
generacemi se lisi strukturou, bezpecnosti, farmakokinetikou a spektrem ucinku. [25]
Mezi nezddouci Ucinky azoll se rfadi alergie, hepatotoxicita a GIT obtize u peroralné
podavanych |éciv. Vzhledem ktomu, Ze se azoly vyuzivané pro systémovou terapii
metabolizuji prostfednictvim cytochromu P450 (hlavné izoenzymy Cyp3A4 a Cyp2C9), je
nutné myslet inainterakci stadou jinych soubéiné poddavanych |éciv, jako jsou napf.

antiretrovirotika, imunosupresiva, warfarin, derivaty sulfonylurey atd. [26], [27]

Hlavni déleni téchto ATM ale rozdéluje azoly podle poctu dusik(i v péti¢lenném kruhu

na dvé skupiny — triazoly a imidazoly. [13], [28] Triazoly, slouzici klécbé systémovych
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onemocnéni, maji v hlavnim kruhu tfi atomy dusiku a projevuiji silnéjsi afinitu k mykotickému
cytochromu P450 neZz klidskému. Narozdil od imidazolli, jenZ obsahuji pouze dva

heterocyklické atomy dusiku. [17], [28]

Mechanismus ucinku azolovych ATM spocivad v inhibici enzymu lanosterol 14-a-
demethylasy, ¢imZ zpUsobi zastaveni biosyntetické drahy ergosterolu. [1], [12], [13] Enzym
lanosterol 14-a-demethyldza zavisi na cytochromu P450 a je oznacovany jako Ergllp
v kvasinkdch a Cyp51 v plisnich (enzymy jsou kédované geny ERG11 u kvasinek a CYP51
u plisni). [12], [29] Inhibici této drahy se narusi produkce ergosterolu a funkci inhibovaného
enzymu prevezmou jiné enzymy (napf. u Candida spp. jsou to Ergbp, Erg25p, Erg26p, Erg27p
a Erg3p), které zplsobi akumulaci toxickych methylovanych sterolG. [15], [25] Kromé toho
jsou azoly také zodpovédné za zvySovani hladin ROS, které pak spole¢né s toxickymi

produkty narusuji stabilitu membrany a brani ristu mikroskopickych hub. [15]

Lé¢iva registrovana na Statnim Gfadu pro kontrolu légiv (SUKL) obsahuji nasledujici
triazoly: flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol a isavukonazol. [25] Z imidazold
SUKL registruje lé¢iva s obsahem mikonazolu, ketokonazolu, klotrimazolu, ekonazolu,

bifonazolu, fentikonazolu a flutrimazolu. [13], [24], [25]

2.2.2.1 Imidazoly

Imidazoly byly prvnimi zastupci azolovych ATM, presnéji to byl klotrimazol, mikonazol
a ekonazol, objevené v 60. a 70. letech 20. stoleti. [25], [27] Tyto tfi ATM slouceniny jsou
také nékdy oznacCovéana za prvni generaci azolovych preparatll. [25] Pouziti imidazoll je az

na vyjimku, kterou je ketokonazol, omezeno pouze na povrchové mykdzy. [27]

Ketokonazol byl prvnim peroralnim antimykotikem na bazi imidazolu se
Sirokospektralnim ucinkem. [26] Toto ATM druhé generace bylo az do roku 1990
uprednostiiovano pred AmB v Ié¢bé systémovych mykdz, které neohroZuji Zivot pacienta.
[25] Jednim z hlavnich vedlejsich ucink(l ketokonazolu je hepatotoxicita zplsobena inhibici
cytochromu P450. DalSimi prevazujicimi problémy jsou: ovlivnéni syntézy steroidnich
hormonl (nasledkem byvala gynekomastie, oligospermie a impotence), biologicka
dostupnost a farmakokinetické interakce. Tyto vedlejsi ucinky nakonec vedly k vyrazeni

ketokonazolu ze seznamu |ék( schvalenych k l1é¢bé systémovych mykdz. [13], [25]
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Obr. 6 Vzorce A) ketokonazolu, B) flukonazolu

2.2.2.2 Flukonazol

Azolové ATM druhé generace pro Iécbu lokalnich i systémovych mykéz ma hydrofilni
povahu a velmi dobfe se vstfebdvd v gastrointestinalnim traktu. [13], [25], [28] Jeho
absorpce neni pfilis ovlivnéna pfijmem potravy a jaterni metabolizace je minimalni.
Flukonazol je vylucovan ledvinami, a proto by davkovani u pacientd s onemocnénim ledvin

mélo byt snizeno. [28], [30]

Flukonazol se indikuje jako lék prvni volby pfti Ié¢bé slizni¢nich a invazivnich kandidéz
(predevsim pokud plvodcem je Candida albicans), dale pak pfi kryptokokové meningitidé,
kokcidioidomykdze a pfi 1é¢bé onemocnéni zplisobenymi dermatofyty. [10], [19], [30] Jako
lokalni IéCiva latka je uzivan v pfipadé neucinnosti jinych preparatd urcenych pro lokalni
[é€bu. [30] Primarné rezistentni proti 1écbé flukonazolem jsou aspergily a kmen Candida
krusei, sekunddrné rezistentni se stava Candida glabrata. [19], [25], [30] Casto je flukonazol

pouzivan jako profylaxe u pacientd s vyraznou imunodeficienci (napt. s HIV). [19], [30]

2.2.2.3 Itrakonazol

Itrakonazol, taktéZ patfici do druhé generace, je jednou z nejlipofilnéjsich struktur
azoll. [13], [25], [28] Pro zlepSeni rozpustnosti v souvislosti s biologickou dostupnosti je
nutné pfi intravendznim aplikaci itrakonazolu pridavat spole¢né s nim cyklodextrin, ktery se
ale projevuje vysokou nefrotoxicitou. [25] Na rozdil od flukonazolu je absorpce itrakonazolu
ovlivnéna pfijimanou potravou, rozsdhle se metabolizuje v jatrech a eliminace ledvinami je

variabilni. [28] Projevuje ale vyssi aktivitu proti nékterym ,non-albicans” kmendm kandid,
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dermatofytlim a aspergilim. [19] Rezistentni na tento azol jsou Zygomycetes a Fusarium spp.
[10] Itrakonazol byl vsystémové terapii prekonan bezpecnéjSimi triazoly s lepSimi
farmakologickymi vlastnostmi — napf. vorikonazolem. Ojedinélé pouZiti nachazi jako lék

druhé volby v infekcich vyvolanych rezistentnimi kmeny Candida spp. k flukonazolu. [19]

N
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Obr. 7 Vzorec itrakonazolu

2.2.2.4 Vorikonazol

ATM patfici do treti generace je podobné jako itrakonazol velice lipofilni a pfi intravendzni
aplikaci se podava spolecné s cyklodextrinem. [25], [28] Rozsahle se metabolizuje v jatrech,
eliminace probihd prevainé ledvinami. [28] Plsobi fungistaticky na Cryptococcus spp.
a Candida spp., kde je lékem volby v pfipadé, kdyZz nezname citlivost kmene zpUsobujiciho
infekci. [10] Vorikonazol je Iékem prvni volby proti invazivni aspergildze, pficemz jeho ucinek
je cidni. [13], [27] Fungicidné pusobi pfi vyssich davkach také na vlaknité houby Fusarium
spp. a Penicillium spp. [10], [19] Lécba infekci vyvolanych Scedosporium prolificans,

rezistentni vii¢éi AmB, je zaloZzena na kombinaci vorikonazolu s terbinafinem. [10]

Vorikonazolem indukovana periostitida je vzdcna, ale ¢im dal Castéji se vyskytujici
diagndza souvisejici s |écbou vorikonazolem. Je znama u transplantovanych pacientd,
uzivajici imunosupresiva soucCasné s antimykotickou |éc¢bou, ale ohroZeni jsou

i netransplantovani pacienti, ktefi toto azolové ATM uzivaji dlouhodobé. [31], [32]

22



Obr. 8 Vzorec vorikonazolu

2.2.2.5 Posakonazol

Posakonazol, dalsi azol tfeti generace, je nutné stejné jako vorikonazol a itrakonazol
poddvat spole¢né s cyklodextrinem. [15], [28] Mira vstfebani tohoto |éciva je zavisla
na skladbé pfijimané potravy, napf. zvySenou absorpci posakonazolu pozorujeme
pti vysokém mnozstvi tukd a ovliviuji ji i kyselé nealkoholické napoje. Stejné jako itrakonazol

se posakonazol rozsahle metabolizuje v jatrech a eliminace ledvinami je variabilni. [28]

Posakonazol vykazuje podobnou Sirokospektrou aktivitu jako vorikonazol a pusobi,
jako jediny z azold, i proti zygomycetdm, u nichZ je spolecné s AmB lékem volby. [10], [33]
In vitro aktivitu prokazuje i vic¢i kmenlm rezistentnim na flukonazol a itrakonazol. [33]
Vzhledem k dostupnosti pouze perordlni formy tohoto léCiva a jeho absorpce vdazané
na sloZeni potravy, je vhodné monitorovani hladin Ié¢iva u vyznamné imunosuprimovanych
pacientd. [19] Hlavni vyuZiti spocivd jako profylaxe infekci zplsobenych Candida spp.
a Aspergillus spp. u pacientd s febrilni neutropenii. [19], [33] Lékové interakce jsou méné

vyznamné nez u vorikonazolu. [10]
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Obr. 9 Vzorec posakonazolu

2.2.2.6 Isavukonazol

Isavukonazol predstavuje pomérné nové Sirokospektré ATM treti generace, které ma
prokadzanou ucinnost proti Candida spp., Cryptococcus spp., Aspergillus spp., mukormycetam

a nékterym endemickym houbam. [25], [34] Fungicidni efekt prokazuje proti vldknitym
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houbam, podobné jako vorikonazol. Indikuje se klécbé jak invazivni aspergildzy,

tak i mukormykdzy u pacient(, ktefi nemohou uzivat AmB. [34], [35]

Isavukonazol je dostupny ve formé isavukonazolium-sulfatu, hydrofilniho prekurzoru,
ktery se po kvantitativni konverzi plazmatickymi esterdzy stdva ucinnou latkou. [34], [35]
Ma vysokou biologickou dostupnost, kterda neni ovlivnénou pfijimanou potravou, a dlouhy
polocas eliminace. Metabolizace probihd opét v jadtrech pres cytochrom P450, ale oproti
ostatnim systémovym azollim je zapojen mensi pocet izoenzymi (neovliviiuje podjednotky

Cyp2C9 a Cyp2C19). [34]
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Obr. 10 Vzorec isavukonazolu

2.2.3 Echinokandiny

Echinokandiny jsou zatim nejnovéjsi skupina ATM urlena pro lécbu vyhradné
systémovych onemocnéni. Byla schvalena Evropskou agenturou pro |écivé pfipravky (EMA)
v roce 2002. [36] Léciva z této skupiny prokazuji fungicidni Uc¢inek proti Candida spp. (vyjimku
tvofi kmen Candida parapsilosis, ktery ma vuci echinokandinlm omezenou in vitro aktivitu,
projevuje se jako variabilni klinickd uc¢innost) a fungistaticky ucéinek vUici aspergilim,
sacharomycetam, histoplazmam a ¢astecné i proti Pneumocystis jirovecii. [13], [19] Primarné
rezistentni proti nim jsou zygomycety, Mucorales, Cryptococcus, Fusarium, Rhizopus
a Trichosporon. Primdrni rezistence muizZe byt zplUsobena skladbou bunééné stény, kterd
misto B-(1,3)-D-glukanu obsahuje predevsim B-(1,6)-D-glukan. Biotransformace Iéciv probiha

v jatrech, interakce s jinymi [éCivy je vSak minimalni. [19], [27], [37]

Mechanismus ucinku je zaloZeny na inhibici enzymu -(1,3)-D-glukansyntazy, ¢imz se
prerusi syntéza B-(1,3)-D-glukanu. [1] Tento glukan je dlleZity pro udrZeni integrity bunécné
stény hub, takZe blokovani jeho biosyntézy vede ke strukturdlnim abnormalitam bunécné
stény a nasledkem pak je inhibice rdstu nebo smrt v disledku nerovnovahy osmotického

tlaku. B-(1,3)-D-glukan se v Zivocisnych burnkach nenachazi, takze jeho syntéza je vhodnym
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cilem pro antimykotika s minimalnimi vedlejsimi Gcinky (oproti azollm ci polyenim). [1], [36]
Na druhé strané jsou echinokandiny dostupné pouze pro intravendzni aplikaci, takze jejich
aplikace je mozna pouze vnemocnicnim prostfedi. Velkou nevyhodou je také

embryotoxicita. [36]

Echinokandiny jsou cyklicka lipopeptidovd ATM odvozend od echinokandinu B,
pneumokandinu Bo a latky FR901379, které jsou pfirozené produkované vlaknitymi houbami.
[27], [36] V soucasné dobé jsou tfi léCivé latky schvalené pro klinickou lé¢bu: kaspofungin
(odvozeny od pneumokandinu Bg), anidulafungin (polosynteticky derivat echinokandinu B)

a mikafungin (odvozeny od FR901379). [36]
2.2.4 Pyrimidiny

Tuto skupinu reprezentuje pouze jediny zastupce a tim je flucytosin neboli 5-
fluorocytosin. V téle je metabolizovan pomoci enzymu cytosindeaminazy na aktivni formu
5-fluorouracil. [13], [15] Enzym cytosindeaminaza se u lidi nenachazi, ucinek je tedy
specificky na mikroskopické houby a IéCivo je bezpecné s minimalnimi nezadoucimi ucinky

(pti vysokych davkach se objevuje hematotoxicita). [13], [38]

Flucytosin je latka vyuZivana k 1é¢bé systémovych onemocnéni. Mechanismus uéinku
spociva v naruseni proteosyntézy. [15] Také se mUlzZe stat, Ze po preméné na jiny derivat
inhibuje misto syntézy protein( syntézu DNA. Plsobi na kmeny Candida spp., Cryptococcus
spp. a na nékteré kmeny z rodu Aspergillus (hlavné na Aspergillus fumigatus). Vzhledem
ke snadnému vzniku rezistence je doporuceno jej podavat spolecné s jinym ATM, napf. AmB

(¢imZ je moZné snizit ddvku AmB a tim i jeho toxicitu). [1], [13], [19]
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Obr. 11 Vzorec flucytosinu

2.2.5 Allylaminy

Alyllaminy se stejné jako azoly zaméfuji na inhibici biosyntézy ergosterolu. [10], [13]
Narusuji funkci skvalenperoxidadzy (u kvasinek Candida spp. zna¢enou Erglp), ¢imz dochazi

k akumulaci skvalenu, ktery pak narusuje vlastnosti membrany. [13], [15] Jejich ucinek je
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fungicidni. [3] Mezi zastupce této skupiny fadime systémové podavanou latku terbinafin

a naftifin, ktery je uréeny pouze pro Iécbu lokalniho onemocnéni. [13], [15], [27]

2.2.5.1 Terbinafin

Systémové podavany terbinafin je indikovan pro lé¢bu superficidlnich mykdz
(pfedevsim onychomykdz pfi postizeni vice jak 25 % nehtové ploténky) zpUsobenych
dermatofyty a je podavan fadu tydnG. [13], [27] Uginny je také proti kvasinkdm, plisnim
a dimorfnim houbdm. [3] Mezi nezadoucimi ucinky |éciva patti alergie, dyspepsie, dysgeusie,
neutropenie aZ pancytopenie vyZadujici preruseni lécby. Vzacné se mulzZe projevit jaterni

toxicita, Stevens-Johnson(v syndrom a systémovy lupus erythematodes. [13], [27]
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Obr. 12 Vzorec terbinafinu

2.2.6 Ostatni lokalni ATM

Morfoliny jsou skupina ATM podavanych pouze lokdlné. Zastupcem je napf.
amorolfin. Spektrum uéinku zahrnuje kvasinky, dermatofyty, dimorfni houby a bakterie

aktinomycety. [27] Mechanismus ucinku spocivd v narusSeni zdvérecné faze syntézy

R

Obr. 13 Vzorec amorolfinu

ergosterolu. [13], [15]

Dalsimi ATM pro lécbu lokalnich mykéz jsou Whitfieldova mast (kombinace kyseliny
benzoové a salicylové), tolnaftat, tolciklat, ciklopirox, haloprogin a v mnoha indikacich dnes
jiz prekonany griseofulvin (podavany systémové, in vivo ucinny pouze proti koZnim

patogennim houbam). [1], [27]
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2.3 Rezistence na ATM

Antimykotickd rezistence je definovana jako schopnost mikroorganismG rlst
v pfitomnosti ATM. [39] Rezistenci na ATM mohou mit organismy vrozenou (= primarni)
nebo ziskanou (= sekundarni). Primarni rezistence je dana genetickou vlastnosti organismu,
napt. chybéni cilové struktury nebo zvySend efluxni aktivita. Pfikladem primarni rezistence
jsou flukonazol rezistentni kmeny Aspergillus spp., Candida krusei a vétSina izolat( Candida

auris. [14], [39]

Ziskana rezistence je schopnost organismu vyvinout si mechanismy, které ho chrani
pfed pro néj toxickymi latkami. [3], [14], [39] Vznika kvali nepfiméfenému uzZivani ATM
v zemédélstvi ¢ijejich nadmérnému profylaktickému pouzivani v klinické mediciné. [12]
Prikladem sekundarni rezistence jsou kmeny Candida albicans a Cryptococcus neoformans
a jejich necitlivost k flukonazolu. [3] Bylo identifikovdno mnoho adaptacnich mechanismi
antimykotické rezistence, véetné zmény nebo nadmérné exprese lékovych cilli, upregulace

multilékovych transportérd, aktivace stresovych reakci atd. [12]

Klinicka rezistence je dalSim nebezpeénym faktorem, pro€ selhdvd nastavena terapie,
ackoliv byla pfedtim v laboratofi potvrzena in vitro citlivost kmene. U vétSiny pacientu
s invazivnimi mykdézami dochazi k selhani IéCby pravé z tohoto dlvodu. Klinicka rezistence
mlze byt zplsobena hned nékolika faktory: nesprdvnd diagndza, pfrili§ velky stav
imunosuprese pacienta, zahdjeni |é¢by ATM az pfi velké zatézi pacienta mykotickym

mikroorganismem, Iékové interakce, misto infekce atd. [37]

2.3.1 Rezistence na azolova ATM

Azoly jsou jednou z nejbéznéji pouzivanych skupin ATM. Houbové mikroorganismy
maji celkem ctyfi hlavni mechanismy, jak se vyhnout uc¢inku ATM: mutace cilového mista,
nadmeérnd exprese cilového mista, zvyseny eflux IéCiva a zména drahy biosyntézy ergosterolu

neboli reakce buriky na stres. [14], [40]

2.3.1.1 Mutace cilového mista

Jednim z nejcastéjSich mechanism( azolové rezistence je mutace genu ERGI11.

Bodovd mutace vtomto genu vede casto ke zméné vazebného mista, a tim zpUsobuje
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snizenou afinitu ¢i Uplnou neschopnost vazat lécCivo. [12], [14] Téchto mutaci bylo
detekovano dohromady vice nez 80 a jejich koexistence ve stejném genu ma aditivnimi

ucinky. [14], [37], [41]

Aspergillus fumigatus, ktery ziskal rezistenci vlivem pouziti azold v Zivotnim prostredi
(napf. pouzitim azoll jako zemédélskych fungicidd), se specificky projevuje tandemovou
repetici v promotorové oblasti genu CYP51. [39], [42] Vzhledem k tomu, Ze rezistentni kmeny

mohou v pfirodé pretrvavat, mohou byt vnimavi jedinci infikovani také témito kmeny. [42]

2.3.1.2 Nadmeérna exprese cilového mista

Nékteré izolaty hub se sniZzenou citlivosti na azoly, napf. Candida albicans, Candida
glabrata a Candida auris maji vyssi intraceluldrni koncentrace enzymu Ergllp neZz kmeny
citlivé na azoly. [15], [37] Toho je dosazeno pomoci mutacemi v transkripénim faktoru Upc2
regulujicim expresi ERG11. [40] BéZné terapeutické koncentrace jiz nestaci k inhibici syntézy
ergosteroll. Nadmérné exprese lze dosdhnout amplifikaci genu, zvySenou rychlosti

transkripce nebo snizenou degradaci genového produktu. [37]

2.3.1.3 Zvyseny eflux

Nadmérna exprese genl kddujicich membranové efluxni pumpy zpuUsobi vétsi
vypuzovani lé€iva ven z buriky, ¢imz snizi jeho intracelularni koncentraci, a to ma za nasledek
velmi malé mnoZstvi léCiva v misté ucinku. U hub se na odstrafiovani azoll z cytoplazmy
podileji dva rizné efluxni systémy: ATP-binding cassette (ABC) a Major facilitator superfamily
(MFS). [12], [14], [37] Nadmérna exprese genu z rodiny ABC mUlzZe podporovat rezistenci
Cryptococcus neoformans na flukonazol. U Aspergillus spp. byla nadmérnd exprese genl
pro ABC i MFS transportéry rozpoznana jako mechanismus rezistence zejména na itrakonazol
a zda se, Ze zvySeni exprese genu pro ABC transportéry je hlavnim mechanismem rezistence

u dermatofytd. [14]

2.3.1.4 Zména drahy biosyntézy ergosterolu

S azolovou rezistenci jsou spojeny také mutace ERG2, ERG3, ERG6 a ERG24, které se
taky uplatiuji v biosyntéze ergosterolu u rodu Candida. [14], [15] Aspergillus fumigatus
rezistenci projevuje prostfednictvim pfitomnosti sterol-regulaéniho element vazebného

proteinu SrbA a mutacemi v alele Yapl (zvySuje tak odolnost proti oxida¢nimu stresu
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v bunce). Mutacemi v genech se mykoticky mikroorganismus vyrovnava s bunécnym stresem

vyvolanym ATM. [40]

Mutace genu ERG3 zabranuji produkci toxickych methylovanych steroll (zejména
14a-methylergosta-8,24(28)-dien-3B,6a-diolu) vznikajicich pfi zastavé biosyntézy ergosterolu
za pomoci azoll. Tento diol vznikd z 14a-methylfekosterolu. [15], [37], [41] Pokud mutace
zpUsobi inhibici enzymu, zastavi se preména na diol a nastane akumulace alternativnich
sterol(i, které ale zachovavaji funkénost membrany. Timto mechanismem vznika zkfizena

rezistence na azoly a polyeny. [12], [14]

U Cryptococcus neoformans byl popsan mechanismus nazyvajici se heterorezistence.
K tomuto jevu dochdzi, kdyZ jedind burnka dava vzniknout potomstvu s heterogennimi
fenotypy rezistence, které je pak vysoce rezistentni vici azollim. Rezistentni subpopulace se
mohou postupné adaptovat na zvySujici se koncentrace azoll. Tento mechanismus
rezistence nesouvisi s predchozi expozici l1éCivu, neni ovlivnén pH ani osmolaritou. Ovliviiuje

ho pouze teplota. [40]

2.3.2 Rezistence na polyeny

Rezistence na polyeny je povaZovana stale jesté za vzacnou, ale ¢im dal Castéji se
objevuji zpravy o zvyseni MIC u kmenU Candida krusei, Candida glabrata, Aspergillus flavus
a Aspergillus fumigatus. [39], [41] Mechanismem rezistence jsou nejc¢astéji mutace Erg3p,
Erg6p nebo Erg2p, které snizuji mnozstvi ergosterolu v membrané. Membrdana pak obsahuje
jiné steroly, jako napf. 1l4a-methylfekosterol, ktery nesnizuje funkénost membrany,
ale polyenova ATM se na néj navazat nemohou a mykoticka burka je tak pred nimi chranéna
(jak bylo zminéno v kap. 2.3.1.4). [15], [37] Rezistence na AmB (napf. u Aspergillus spp.)
mlze byt také zprostfedkovana zvySenou aktivitou kataldzy se snizujici se nachylnosti
k oxida¢nimu poskozeni. Na rezistenci u kvasinky Cryptococcus neoformans byl potvrzen vliv
defektni A8-7-izomerazy, a to predevsim u pacientli s onemocnénim AIDS. K vyssi rezistenci

této kvasinky také prispéla tvorba biofilmu. [40]

2.3.3 Rezistence na echinokandiny

Enzym B-(1,3)-D-glukansyntaza, ktery je cilem inhibice echinokandin(, je kdédovan

podjednotkami Fks1, Fks2 a Fks3. [36], [37] Zatimco bodové mutace v genu Fks1 jsou u rodu
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Candida a kmenu Aspergillus fumigatus spojeny se sekundarni rezistenci, mutace Fks2 byly
izolovany jako pficina rezistence pouze u kmenu Candida glabrata (exprese Fks2 je zde
zavisld na kalcineurinu, a proto rezistence vyvoland Fks2 muZe byt zvracena podanim
inhibitor( kalcineurinu). [12], [15], [36], [37] Podjednotka Fks3 ovliviiuje aktivitu enzymu
slabéji ve srovnani s ostatnimi podjednotkami, a proto ma na rozvoj lékové rezistence pouze

zanedbatelny vliv. [36]

U echinokandinl je pozorovan jev, kdy jsou rody Candida a Aspergillus schopny rUst
v pfitomnosti velmi vysokych koncentraci IéCiva, vyrazné pirekracujicich hodnoty MIC. Tento
paradoxni ucinek rGstu hub pti velmi vysokych koncentracich echinokandinli se oznacuje
jako ,orli efekt”. [36], [37] Predpoklada se, Ze tento ucinek je zplsoben v dlsledku stimulace
kalcineurinovych drah a zvySenim syntézy chitinu k udrZeni integrity bunécné stény. Dalsi
hypotézou je nadprodukce polysacharidll, které mohou dopliovat deficit B-(1,3)-D-glukanu
v bunécéné sténé.

Houby maji jeSté dalsi adaptacni mechanismy, které muizou za specifickych podminek
vyvolat rezistenci na echinokandiny. Prikladem je proteinkindza C (PKC), kterd je fizena
podjednotkou B-(1,3)-D-glukansyntazy, jenz vnima signdly nestability bunécné stény. PKC Fidi
aktivitu dalSich proteind odpovédnych za udrZovani integrity houbové bunky za pomoci
syntézy kompenzaéni bunécné stény, kterd se skladd predevsim z chitinu. ZvySené hladiny
syntézy chitinu v reakci na echinokandiny mohou byt také Fizeny mimo jiné

i kalcineurinovymi cestami. Kalcineurin v konecné fazi pak indukuje expresi Fks2. [12], [36]

2.3.4 Rezistence na flucytosin

Flucytosin je do bunky importovan cytosinpermedazou, poté je deaminovan enzymem
cytosindeaminazou a preveden pomoci fosforibosyltransferazy na 5-fluorouracil-monofosfat.

Inaktivace kteréhokoliv z téchto zapojenych enzymi zpUsobuje rezistenci. [15], [37]
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2.4 Kyselina itakonova a jeji derivaty

Kyselina itakonova je biosynteticky odvozena nenasycend dikarboxylovd kyselina,
kterd prokazuje vyznamnou antimikrobialni, imunomodulacni, antioxidacni a protizanétlivou
aktivitu. [43], [44] Diky dvéma karboxylovym skupindm a vinylidenové skupiné ma tato
kyselina snadno polymerovatelnou chemickou strukturu. [44], [45] Je syntetizovana
predevsim houbami, ¢ehoz je vyuZivano pfi primyslové vyrobé v biorafinériich. Aspergillus
terreus a Ustilago maydis jsou plvodnimi producenty IA a maji specializovany genovy klastr

pro jeji biosyntézu. [44], [46]

0]
H
(0]

Obr. 14 Vzorec kyseliny itakonové

IA je také dllezitym meziproduktem vznikajicim ve vedlejSich reakcich spjatych
s citratovym cyklem, ktery probiha v sav¢ich makrofazich. Zadsadnim krokem v biosyntéze IA
je dekarboxylace cis-akonitatu produkovaného dehydrataci citratu. [43] Predpoklada se, Ze
mechanismus ucinku |IA a jejich derivatl je zaloZzen na vazbé vinylidenové skupiny IA
na sulfanylovou skupinu proteind v mikrobidlnich burikdch, ¢imZz jsou tyto proteiny
inaktivovany. [46] Dale se predpoklada inhibice methylisocitrat lyazy v 2-methylcitratovém
cyklu nebo isocitratlydzy v glyoxylatové cesté. [45], [46] Kromé toho IA podporuje
pentdzofosfatovou drahu k produkci ROS, ¢imz zvySuje antimikrobidlni a protizdnétlivou

aktivitu. [47]

Derivaty 1A s fluoroanilinem, pyridinem, indolem a chinolinem byly popsany jako
potencidlni antiproliferativni a/nebo antivirové slouc¢eniny. Modifikaci polymerované IA bylo
dosazeno antibakteridlni aktivity s nizkou hematotoxicitou a amidy odvozené odIA
vykazovaly antifungalni aktivitu. [45] Dobra antimikrobialni (hlavné antifungdlni) aktivita byla
prokadzana u anhydridu IA a antimykotickd aktivita byla potvrzena také u dfive pripraveného

imidu 1-(4-chlorfenyl)-3-methylidenpyrrolidin-2,5-dionu. [48], [49]
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Tato diplomova préace tedy vychazi z antimikrobidlni aktivity 1A, respektive anhydridu
IA a jeho derivat(i, a zaméfuje se na syntézu, biologické a biochemické hodnoceni dalSich

potencidlné antimikrobidlnich amid( a imid( odvozenych z IA.
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3 Cil prace

Cilem této diplomové prace je shrnout obecné informace o ATM (pfedevsim o ATM
uréenych klécbé systémovych onemocnéni), které se pouZivaji nebo do nedavna jesté
pouzivaly vklinické terapii a o globdlni rezistenci, kterd pomdhd mykotickym
mikroorganismim sniZovat Ucinnost téchto ATM. Dale jsou zde uvedeny zakladni informace

o IA, molekule s prokazanou biologickou aktivitou.

Experimentdlni ¢ast se zaméfuje na syntézu dvaceti novych sloucenin na bazi derivat(
IA. Monoamidy (obr. 14) jsou pfipraveny syntézou z anhydridu IA a chlorovanych anilin(.
Anhydrid IA je zvolen na zakladé dfive popsané antimikrobidlni aktivity. Zvolené chlorované
aniliny maji rdzny pocet atom( chloru navdzanych na rliznych pozicich benzenového jadra,
aby se na vyslednych slouceninach dal pozorovat vyznam poctu a pozice atomU chloru.
Monoamidy jsou pak cyklizaci pfevedeny na imidy (obr. 15). Pfitomnost chloru je z divodu
zvysSeni lipofility pfipravenych sloucenin i proto, Ze se na zakladé nasich pfechozich praci

osvédcila pritomnost halogenu ve struktufe antimikrobnich latek. [50]

VSechny nasyntetizované slouéeniny budou charakterizovany, bude ovérena jejich
Cistota a otestovana jak jejich biologicka aktivita proti patogennim houbam a bakteriim, tak
zdlvodu zjisténi selektivity ucéinku na mikroby také jejich inhibi¢ni aktivita vaci

cholinesterazam.

CH, O

HOOC

Obr. 15 Design cilovych monoamidi

0
N R
N\ //
H,C
2 0

Obr. 16 Design cilovych imidi
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Syntéza a charakterizace novych antimykotik

Pfi syntézach byly pouzity komeréné dostupné chemikalie a rozpoustédla od firem Merck
(Darmstadt, Némecko), VWR/Avantor (Stfibrnd Skalice, Ceskd republika) a Lach-Ner
(Neratovice, Ceska republika), které byly dale pouzity bez dal$iho ¢&i$téni, pouze n-hexan byl

purifikovan destilaci.

Pribéh vSech reakci byl pravidelné monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC).
Jako staciondarni faze byly pouzity desticky s 0,2 mm vrstvou silikagelu 60 F254 od firmy
Merck (Darmstadt, Némecko). Jako mobilni faze byla nejprve pro vSechny latky pouZita
soustava toluen/ethyl-acetat v poméru 4:1 V/y, avsak pro téméF nulové retenéni faktory byla
u latek zfady amidd nahrazena soustavou dichlormethan:methanol 97:3 V/y s pfidavkem
malého mnozstvi 98% kyseliny octové. U imid( byla pouzivana plvodni mobilni faze. Detekce
byla provadéna UV lampou (UV Lamp 4, Camag, Muttenz, Svycarsko) pFi vinovych délkach
254 a2 366 nm.

Teploty tani byly stanoveny v oteviené kapilare v pfistroji Melting Point Machine B-540

(Biichi, Flawil, Svycarsko) a nejsou korigovany.

Infracervend spektra byla zmérena technikou ATR (attenuated total reflectance; Ge krystal)
spektrofotometrem Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
v rozmezi 650-4000 cm™. Méfeni probihala na Katedie organické a bioorganické chemie

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

NMR spektra byla zméfena na Katedfe organické a bioorganické chemie Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové doc. PharmDr. Jifim KuneSem, CSc. Méreni
probihala pfi laboratorni teploté na pfistrojich Varian VNMR S500 (500 MHz pro *H a 126
MHz pro 13C; Varian Comp., Palo Alto, CA, USA) a JNM-ECZ 600R (600 MHz pro H a 151 MHz
pro 13C; JEOL, Tokio, Japonsko). Jako rozpoustédlo byly pouZity deuterovany dimethylsulfoxid
(DMSO-Dg) a aceton (aceton-Dg). Hodnoty chemického posunu 6 (v ppm) v protonovych
spektrech jsou vztazeny k tetramethylsilanu jakoZto vnitinimu standardu, uhlikové posuny
byly stanoveny podle centralni linie signalu rozpoustédla (DMSO-Ds pti 6 = 39,5 ppm, aceton-

Ds pti 6 = 29,84 a 206,26 ppm). Interakcni konstanta (/) je uvedena v Hz. NMR spektra byla
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vyhodnocena pomoci programu MestReNova (Mestrelab Research, Santiago de Compostela,
Spanélsko). Jednotlivé vodiky v pfipravovanych slou¢eninach byly pro jednoznacnost

interpretace NMR spekter ocislovany (Obr. 16).

Elementarni analyza (C, H, N) byla provedena na pfistroji Vario MICRO Cube Element
Analyzer (Elementar Analysensysteme, Hanau, Némecko) na Katedfe farmaceutické chemie
a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. Vypoctené izmérené

hodnoty jsou udany v procentech.

Chemické vzorce a reakéni schémata byly vytvoreny a chemické nazvy byly zkontrolovany

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

Cistota pfipravenych sloucenin byla ovéfena pomoci TLC, NMR spektroskopie, teploty tani

a elementdrni analyzy.

=CHAHB H5
CHy 9 Mo
HOOC NN s

CH, H H2

Obr. 17 Cislovdni vodik( pro interpretaci NMR spekter
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4.2 Priprava cilovych sloucenin

4.2.1 Pfiprava monoamidul

Os_0O
%\/\\{&O C/NHZ 129 | o R
+ ! —_ = -
R
X CsHs HOOC)J\/U\N =
CH» H

Obr. 18 Reakcni schéma pripravy monoamidu

Obecny pracovni postup:

0,0011 mol anhydridu IA (123,3 mg) bylo rozpusténo za stdlého michani v 15 ml
horkého benzenu, posléze bylo pfiddno po ¢astech 0,001 mol prislusného chloranilinu.
Reakéni smés byla zahtivdna pod zpétnym chladiéem za zvySené teploty do pfijatelné
konverze (1 hodina az 48 hod) — indikace pomoci TLC. Vznikla suspenze byla jesté za horka

zfiltrovana, pevny podil byl promyt malym mnoZstvim benzenu a vysusen.

Pfipravené slouceniny byly charakterizovany pomoci NMR, IR spekter, teplot tani

a hodnot Ry.
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4-[(3-Chlorfenyl)amino]-2-methylen-4-oxobutanova kyselina (JST-1) [51]

0~_0
i(o NH, CH, O /©\
+ —
Q/ CeHs HOOC)J\/U\H Cl

CH,
Cl

Sumarni vzorec: C11H10CINOs
Relativni molekulovd hmotnost: 239,66
Popis: bila krystalicka latka
Vytézek: 97 %
Teplota tani: 156,2 — 157,0 °C
Ry: 0,22

1H NMR (600 MHz, DMSO-Dg): 6 12.51 (1H, bs, COOH), 10.19 (1H, s, NH), 7.80 (1H, t, J = 2.1
Hz, H2), 7.42 (1H, ddd, J = 8.1, 2.1, 1.0 Hz, H4), 7.32 (1H, t, J = 8.1 Hz, H5), 7.08 (1H, ddd, J =
8.1, 2.1, 1.0 Hz, H6), 6.18 (1H, d, J = 1.7 Hz, =CHaHs), 5.75 (1H, d, J = 1.7 Hz, =CHaHg), 3.36
(2H, s, CHy).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds): 6 168.91, 167.53, 140.67, 135.54, 133.06, 130.42, 127.77,
122.74,118.39, 117.29, 37.78.

IR [em]: 3090, 2925, 1780, 1718, 1662, 1576, 1446, 1434, 1413, 1369, 1267, 1233, 1201,
1141, 1108, 1098, 968, 919, 855, 805, 757, 715, 671, 657, 647, 620.

Elementarni analyza: teorie: C55.13, H 4.21, N 5.84; nalezeno: C 55.03, H4.15, N 5.72.
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4-[(3,4-Dichlorfenyl)amino]-2-methylen-4-oxobutanova kyselina (JST-2)

Os_0O

T(o NH, CH, O /©:C|
+ —_—
|/©/ CeHs HOOCJ\/U\” Cl

CH, C
Cl

Sumarni vzorec: C11H9CI2NOs
Relativni molekulovd hmotnost: 274,10
Popis: bila krystalicka latka
Vytézek: 83 %
Teplota tani: 153,5 — 154,0 °C (lit. 157 — 158,5 °C) [45]
R 0,19

1H NMR (600 MHz, DMSO-Ds): § 12.53 (1H, bs, COOH), 10.30 (1H, s, NH), 7.97 (1H, d, J = 2.4
Hz, H2), 7.54 (1H, d, J = 8.8 Hz, H5), 7.46 (1H, dd, J = 8.9, 2.4 Hz, H6), 6.18 (1H, d, / = 1.7 Hz,
=CHaHs), 5.75 (1H, d, J = 1.7 Hz, =CHaHs), 3.35 (2H, s, CHa).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds): 6 169.06, 167.49, 139.30, 135.40, 130.97, 130.66, 127.90,
124.44,120.11, 118.97, 37.38.

IR [cm]: 3088, 2988, 1780, 1717, 1688, 1661, 1643, 1576, 1533, 1509, 1473, 1445, 1434,
1413, 1370, 1329, 1308, 1290, 1267, 1228, 1201, 1165, 1141, 1107, 1098, 1032, 1008, 967,

943, 918, 855, 823, 890, 757, 712, 671, 656, 646, 620.

Elementarni analyza: teorie: C 48.20, H 3.31, N 5.11; nalezeno: C 48.24, H 3.26, N 5.20.

38



4-[(2,4-Dichlorfenyl)amino]-2-methylen-4-oxobutanova kyselina (JST-3)

OO
+
cl cl CeHs ~ HOOC N

CH, &
Sumarni vzorec: C11H9CI2NOs
Relativni molekulovd hmotnost: 274,10
Popis: bila krystalicka latka
Vytéiek: 98 %
Teplota tani: 154,5-155,5 °C
Ry: 0,33

1H NMR (600 MHz, DMSO-Ds): & 12.56 (1H, bs, COOH), 9.59 (1H, s, NH), 7.77 (1H, d, J = 8.8
Hz, 6H), 7.64 (1H, d, J = 2.4 Hz, H3), 7.40 (1H, dd, J = 8.7, 2.4 Hz, H5), 6.18 (1H, d, J = 1.6 Hz,
=CHaHs), 5.78 (1H, d, J = 1.6 Hz, =CHaHs), 3.42 (2H, s, CH,).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds): 6 169.02, 167.58, 135.61, 134.16, 129.04, 128.87, 127.72,
127.52,126.77, 126.58, 37.34.

IR [em™]: 3279, 3015, 2897, 2639, 1681, 1668, 1632, 1579, 1518, 1475, 1460, 1398, 1384,
1350, 1321, 1287, 1246, 1234, 1184, 1149, 1102, 1058, 970, 927, 868, 823, 787, 744, 672,

658, 626, 617.

Elementarni analyza: teorie: C48.20, H 3.31, N 5.11; nalezeno: C48. 15, H 3.17, N 5.06.
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4-[(2-Chlorfenyl)amino]-2-methylen-4-oxobutanova kyselina (JST-4)

Os_0O
T{:o NH, CH, O
+ —_—
@ CeH HOOCJ\/U\N
Cl 6'16 H

Cl

Sumarni vzorec: C11H10CINOs
Relativni molekulovd hmotnost: 239,66

Popis: bila krystalicka latka
Vytéiek: 99 %

Teplota tani: 142,8 —144,0 °C

Ry: 0,30

1H NMR (600 MHz, DMSO-Dg): & 12.55 (1H, bs, COOH), 9.49 (1H, s, NH), 7.74 (1H, dd, J = 8.1,
1.6 Hz, H3), 7.48 (1H, dd, J = 8.0, 1.5 Hz, H6), 7.31 (1H, td, J = 7.7, 1.5 Hz, H5), 7.17 (1H, td, J =
7.7, 1.6 Hz, H4), 6.18 (1H, d, J = 1.6 Hz, =CHaHs), 5.78 (1H, d, J = 1.6 Hz, =CHaHs), 3.42 (2H, s,
CHa).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds): 6 168.82, 167.62, 135.73, 135.36, 134.95, 129.43, 127.60,
127.38,126.01, 125.62, 37.33.

IR [em]: 3278, 2988, 2900, 2630, 1748, 1649, 1659, 1633, 1589, 1538, 1475, 1444, 1390,
1346, 1320, 1288, 1228, 1196, 1162, 1130, 1060, 1034, 966, 957, 936, 855, 826, 778, 748,

713,693, 643, 628, 610.

Elementarni analyza: teorie: C55.13, H 4.21, N 5.84; nalezeno: C 55.10, H 4.15, N 5.90.
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4-[(4-Chlorfenyl)amino]-2-methylen-4-oxobutanova kyselina (JST-5)

Oy O
j/\(,o NH; CH, O QC'
+ —
/©/ CeH HOOC/U\/U\N
Cl 616 N

CH,

Sumarni vzorec: C11H10CINOs

Relativni molekulovd hmotnost: 239,66

Popis: bila krystalicka latka

Vytéiek: 95 %

Teplota tani: 173,0 — 174,5 °C (lit. 191 — 193 °C) [52]
Ry 0,15

1H NMR (600 MHz, DMSO-D): & 12.48 (1H, bs, COOH), 10.12 (1H, s, NH), 7.62 — 7.58 (2H, m,
H3, H5), 7.35 — 7.33 (2H, m, H2, H6), 6.17 (1H, d, J = 1.7 Hz, =CHaHs), 5.74 (1H, d, J = 1.7 Hz,
=CHaHs), 3.38 (2H, s, CH,).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds): 6 168.62, 167.53, 138.20, 135.62, 128.59, 127.67, 121.37,
120.45, 37.32.

IR [em]: 3290, 3016, 2919, 2632, 1681, 1653, 1630, 1597, 1523, 1493, 1440, 1396, 1349,
1322, 1285, 1230, 1197, 1166, 1093, 1014, 979, 955, 942, 911, 861, 849, 825, 814, 774, 736,

710, 683, 656, 627, 614.

Elementarni analyza: teorie: C55.13, H 4.21, N 5.84; nalezeno: C 55.08, H 4.35, N 5.89.
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4-[(2,4,6-Trichlorfenyl)amino]-2-methylen-4-oxobutanova kyselina (JST-6)

O+ 0O ¢ Cl Cl
T(o . /@iNHZ L CH, O j;j/
CH, Cl cl CeHg HOOCJ\/H\Q
Cl
Sumarni vzorec: C11HsCIsNOs
Relativni molekulova hmotnost: 308,54
Popis: bild krystalicka latka
Vytézek: 31%
Teplota tani: 184,2 - 186,1 °C
Ry: 0,24

1H NMR (500 MHz, DMSO-Dg): & 12.42 (1H, bs, COOH), 9.92 (1H, s, NH), 7.74 (2H, s, H3, H5),
6.18 (1H, d, J = 1.6 Hz, =CHaHs), 5.79 (1H, d, J = 1.6 Hz, =CHaHg), 3.38 (2H, s, CH>).

13C NMR (126 MHz, DMSO-Ds): 6 168.46, 167.43, 135.45, 134.53, 132.50, 132.28, 128.24,
127.63, 37.36.

IR [em]: 3222, 3008, 2861, 2632, 1694, 1659, 1633, 1559, 1520, 1450, 1398, 1383, 1369,
1352, 1324, 1267, 1245, 1217, 1188, 1167, 1144, 1078, 986, 966, 939, 919, 877, 867, 851,

821, 800, 757,727,702, 672, 648, 638, 628, 615.

Elementarni analyza: teorie: C42.82, H 2.61, N 4.54; nalezeno: C42. 85, H 2.60, N 4.67.
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4-[(3,5-Dichlorfenyl)amino]-2-methylen-4-oxobutanova kyselina (JST-7) [53]

Cl
(e) o) Cl NH,
ig:o CH, O
+ —_——
CH CeHs HOOCJ\/U\N Cl
2 Cl H

Sumarni vzorec: C11H9Cl2NO3
Relativni molekulova hmotnost: 274,10
Popis: fialova krystalickd latka
Vytézek: 99 %
Teplota tani: 171,9-173,0°C
Ry: 0,17

14 NMR (600 MHz, DMSO-Ds): & 12.52 (1H, bs, COOH), 10.35 (1H, s, NH), 7.64 (2H, d, J = 1.9
Hz, H2, H6), 7.25 (1H, t, J = 1.9 Hz, H4), 6.19 (1H, d, J = 1.6 Hz, =CHaHs), 5.76 (1H, d, J = 1.6 Hz,
=CHaHs), 3.36 (2H, s, CHJ).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Dg): 6 169.28, 167.44, 141.48, 135.26, 134.08, 127.99, 122.27,
117.01, 37.33.

IR [em]: 3326, 3162, 3125, 2889, 2617, 1678, 1671, 1628, 1606, 1585, 1537, 1448, 1437,
1408, 1359, 1320, 1302, 1265, 1223, 1147, 1113, 1093, 1056, 991, 977, 958, 923, 910, 858,

844, 835, 820, 812, 787, 726, 691, 671, 647, 633, 627.

Elementarni analyza: teorie: C48.20, H 3.31, N 5.11; nalezeno: C 48.29, H 3.20, N 5.16.
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4-[(2,4,5-Trichlorfenyl)amino]-2-methylen-4-oxobutanova kyselina (JST-8)

o) (0]
+
CgHs HOOC)J\/U\”

CH, Cl Cl

Cl
Cl

Cl

Sumarni vzorec: C11HsCIsNOs
Relativni molekulova hmotnost: 308,54

Popis: bila krystalicka latka
Vytézek: 82 %

Teplota tani: 172,0-172,7 °C

R 0,29

14 NMR (600 MHz, DMSO-Ds): & 12.58 (1H, bs, COOH), 9.72 (1H, s, NH), 8.09 (1H, s, H3), 7.89
(1H, s, H6), 6.19 (1H, d, J = 1.6 Hz, =CHaHs), 5.78 (1H, d, J = 1.6 Hz, =CHaHg), 3.46 (2H, s, CHa).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Dg): 6 169.41, 167.54, 135.42, 135.10, 130.51, 129.77, 127.87,
126.86,125.42, 124.63, 37.34.

IR [cm]: 2996, 2626, 1686, 1661, 1631, 1573, 1506, 1455, 1399, 1364, 1326, 1308, 1231,
1197, 1167, 1131, 1078, 971, 964, 943, 924, 878, 796, 705, 685, 625, 608, 604.

Elementarni analyza: teorie: C42.82, H 2.61, N 4.54; nalezeno: C42.80, H 2.72, N 4.60.
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4-[(3,4,5-Trichlorfenyl)amino]-2-methylen-4-oxobutanova kyselina (JST-9)

Cl
oio{:O . cl NH, CH, O /@m
CH, Cljg/ ?H; HOOCJ\/U\H cl
Cl
Sumarni vzorec: C11HsCIsNOs
Relativni molekulova hmotnost: 308,54
Popis: Sedivé-bila krystalicka latka
Vytéiek: 91 %
Teplota tani: 180,3-181,6 °C
Rr: 0,17

1H NMR (600 MHz, DMSO-Ds): 6 12.54 (1H, bs, COOH), 10.42 (1H, s, NH), 7.84 (2H, s, H2, H6),
6.19 (1H, d, J = 1.6 Hz, =CHaHs), 5.77 (1H, d, J = 1.6 Hz, =CHaHg), 3.36 (2H, s, CH2).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds): 6 169.40, 167.42, 139.19, 135.16, 132.85, 128.09, 123.10,
118.89, 37.32.

IR [em]: 3319, 3180, 3111, 2973, 2901, 2626, 1673, 1629, 1583, 1525, 1437, 1395, 1376,
1354, 1324, 1294, 1223, 1192, 1146, 1066, 977, 958, 920, 889, 877, 859, 846, 818, 789, 688,

674, 646, 629, 613.

Elementarni analyza: teorie: C42.82, H 2.61, N 4.54; nalezeno: C 42.85, H 2.72, N 4.60.
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4-[(2,6-Dichlorfenyl)amino]-2-methylen-4-oxobutanova kyselina (JST-10)

o o Cl .
T\{EO . @iNHZ . CH, O j:j
CH, cl CeHs HOOCMH
Cl

Sumarni vzorec: C11H9CI2NOs
Relativni molekulova hmotnost: 274,10
Popis: bild krystalicka latka
Vytézek: 24 %
Teplota tani: 173,9-175,5°C
Ry: 0,22

1H NMR (600 MHz, DMSO-D¢): & 12.42 (1H, bs, COOH), 9.82 (1H, s, NH), 7.48 (2H, d, J = 8.1
Hz, H3, H5), 7.29 (1H, t, J = 8.1 Hz, H4), 6.15 (1H, d, J = 1.6 Hz, =CHaHs), 5.76 (1H, d, J = 1.6 Hz,
=CHaHs), 3.33 (2H, s, CHa).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Dg): 6 168.29, 167.43, 135.54, 133.74, 133.05, 129.05, 128.44,
127.39, 37.33.

IR [em]: 3231, 3025, 2900, 2629, 1697, 1658, 1632, 1571, 1528, 1489, 1453, 1436, 1398,
1350, 1326, 1271, 1247, 1216, 1168, 1148, 1105, 989, 958, 920, 865, 840, 788, 770, 727, 710,

632, 604.

Elementarni analyza: teorie: C 48.20, H 3.31, N 5.11; nalezeno: C48.21, H 3.21, N 5.15.
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4.2.2 Priprava imid{ cyklizaci monoamid(

0O
R N\ //
HOOC N 2 Ha”

H

Obr. 19 Reakéni schéma cyklizace na imidy

Obecny pracovni postup:

0,001 mol pfipraveného itakonamidu bylo spolu s 0,0015 mol bezvodého octanu
sodného rozpusténo v 10 ml acetanhydridu a zahtivdno pod zpétnym chladicem do
pfijatelné konverze (indikace pomoci TLC; po dobu 2-3 hodin). Reakéni smés byla nasledné
nalitd do smési vody a ledu, a byla ponechana michat na magnetické michacce do rozpusténi
ledu. ProtoZe ani v jediném ptipadé nedoslo k vysrazeni pevného produktu, byla tato smés
prenesena do délici nalevky a extrahovala se 3x15 ml dichlormetanu (DCM). Spojené
organické vrstvy byly dale extrahovdny 2x nasycenym roztokem chloridu sodného
a ndasledné vysuseny stanim nad siranem sodnym. Po odfiltrovani Na>SO4 byla organicka faze
odpafena dosucha. Nasledné byl produkt krystalizovan ve smési THF/n-hexan, vzniklé

krystaly byly odfiltrovany a vysuseny proudem vzduchu.

Pfipravené slouceniny byly charakterizovdany pomoci NMR, IR spekter, teplot tani

a hodnot Ry.
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1-(3-Chlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion (JST-1-IM)

O
CH, O /@\ NaOAc \
HOOCMN cl Ac0 Hzcj/ilé _Q
H o) Cl

Sumarni vzorec: C11HsCINO>
Relativni molekulovd hmotnost: 221,64
Popis: svétle Zlutd krystalicka latka
Vytézek: 67 %
Teplota tani: 90,9 — 91,9 °C (lit. 132,5 — 134 °C) [54]
R 0,33

1H NMR (600 MHz, Aceton-Dg): § 7.55 — 7.51 (1H, m, H2), 7.50 — 7.48 (1H, m, H4), 7.47 — 7.44
(1H, m, H5), 7.40 — 7.37 (1H, m, H6), 6.29 (1H, t, J = 2.6 Hz, =CHaHs), 5.77 (1H, t, J = 2.2 Hz,
=CHaHs), 3.55 (2H, t, J = 2.4 Hz, CH,).

13C NMR (151 MHz, Aceton-De): 6 173.51, 169.14, 135.67, 135.34, 134.53, 131.16, 129.10,
127.90, 126.49, 120.71, 34.76.

IR [em]: 2970, 1778, 1708, 1662, 1622, 1595, 1581, 1506, 1478, 1456, 1436, 1410, 1383,
1269, 1238, 1192, 1171, 1149, 1095, 1079, 1003, 965, 943, 911, 871, 812, 785, 753, 720, 710,

684, 675, 667, 660, 643, 632, 618.

Elementarni analyza: teorie: C59.61, H 3.64, N 6.32; nalezeno: C 59.60, H 3.65, N 6.25.
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1-(3,4-Dichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion (JST-2-IM)

O
CH, O /©:C| NaOAc /l;léN .
HOOCMN cl A0 G _Q
H 0 Cl

Sumarni vzorec: C11H7CI2NO;
Relativni molekulovd hmotnost: 256,08
Popis: slonovinova krystalicka latka
Vytéiek: 69 %
Teplota tani: 126,1 —127,1 °C (lit. 125 °C) [55]
Ry 0,51

1H NMR (600 MHz, Aceton-De): & 7.72 (1H, d, J = 8.6 Hz, H6), 7.67 (1H, d, J = 2.3 Hz, H2), 7.44
(1H, dd, J = 8.6, 2.3 Hz, H5), 6.30 (1H, t, J = 2.5 Hz, =CHaHg), 5.78 (1H, t, J = 2.2 Hz, =CHaHsg),
3.56 (2H, t, J = 2.4 Hz, CHa).

13C NMR (151 MHz, Aceton-De): 6 173.41, 168.99, 135.52, 133.78, 132.74, 131.64, 129.71,
127.88,126.82, 120.97, 34.76.

IR [ecm]: 3088, 1778, 1709, 1665, 1595, 1572, 1479, 1450, 1399, 1385, 1268, 1232, 1195,
1169, 1156, 1143, 1127, 1114, 1029, 1005, 955, 947, 928, 910, 876, 857, 828, 804, 778, 696,

681, 652, 630, 610.

Elementarni analyza: teorie: C51.59, H 2.76, N 5.47; nalezeno: C51.74, H 2.70, N 5.53.
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1-(2,4-Dichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion (JST-3-IM)

6]
CH, O Cl NaOAc /l;léN >/:_/‘\ .
HOOC)J\/U\M/@/ Ac,O H,C
Cl o Cl
Sumarni vzorec: C11H7CI2NO;
Relativni molekulova hmotnost: 256,08
Popis: bild krystalicka latka
VytéZek: 62 %
Teplota tani: 120,0 — 121,8 °C (lit. 124,5 — 125,5 °C) [54]
Ry: 0,47

1H NMR 1H NMR (600 MHz, Aceton-Ds) & 7.70 (1H, d, J = 2.3 Hz, H3), 7.52 (1H, dd, J = 8.5, 2.3
Hz, H5), 7.45 (1H, d, J = 8.5 Hz, H6), 6.28 (1H, t, J = 2.5 Hz, =CHaHg), 5.78 (1H, t, J = 2.2 Hz,
=CHaHs), 3.60 (2H, t, /= 2.4 Hz, CH,).

13C NMR (151 MHz, Aceton-Dg): 6 172.85, 168.54, 136.37, 135.50, 134.33, 132.74, 131.02,
130.69, 129.23, 121.39, 34.92.

IR [cm™]: 3078, 1782, 1716, 1664, 1588, 1565, 1486, 1437, 1404, 1393, 1378, 1265, 1235,
1200, 1144, 1100, 1063, 1002, 966, 931, 896, 878, 851, 827, 809, 794, 712, 684, 660, 643,

624.

Elementarni analyza: teorie: C51.59, H 2.76, N 5.47; nalezeno: C51.51, H 2.80, N 5.41.
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1-(2-Chlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion (JST-4-IM)

0
CH, O NaOAc \
HOOCMN A0 e
Ho g o Cl

Oproti obecnému postupu byla krystalizace vyvoldna pfidavkem smési rozpoustédel

diethylether-hexan.

Sumarni vzorec: C11HsCINO>

Relativni molekulova hmotnost: 221,64

Popis: bild krystalicka latka

Vytézek: 42 %

Teplota tani: 97,0—-97,5 °C (lit. 132,5 - 134 °C) [54]
Ry: 0,43

1H NMR (600 MHz, Aceton-De): § 7.60 (1H, dd, J = 7.7, 1.7 Hz, H3), 7.51 — 7.44 (2H, m, H4,
H5), 7.41 (1H, dd, J = 7.6, 1.9 Hz, H6), 6.28 (1H, t, J = 2.5 Hz, =CHaHs), 5.77 (1H, t, J = 2.2 Hz,
=CHaHs), 3.67 — 3.53 (2H, m, CH,).

13C NMR (151 MHz, Aceton-Dg): 6 172.97, 168.71, 135.64, 133.18, 132.03, 131.78, 131.57,
130.92, 128.89, 121.09, 34.87.

IR [cm]: 3067, 1776, 1710, 1662, 1485, 1448, 1435, 1409, 1385, 1264, 1238, 1222, 1199,
1172, 1149, 1125, 1062, 1045, 1031, 1002, 965, 951, 929, 896, 871, 811, 755, 728, 714, 673,

659, 636, 612.

Elementarni analyza: teorie: C 59.61, H 3.64, N 6.32; nalezeno: 59.62, H 3.69, N 6.40.
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1-(4-Chlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion (JST-5-IM)

0]
CH, O Cl NaOAc
JCA R o W
HooC N A0 G

H 2 0
Sumarni vzorec: C11HsCINO;
Relativni molekulovd hmotnost: 221,64
Popis: svétle Zlutd krystalicka latka
Vytézek: 42 %
Teplota tani: 129,3 — 130,6 °C (lit. 130,5 — 131 °C) [54]
Rr: 0,4

1H NMR (600 MHz, Aceton-Dg): & 7.56 — 7.50 (2H, m, H3, H5), 7.45 — 7.40 (2H, m, H2, H6),
6.28 (1H, t, J = 2.6 Hz, =CHaHs), 5.76 (1H, t, J = 2.1 Hz, =CHaHg), 3.55 (2H, t, J = 2.3 Hz, CHJ).

13C NMR (151 MHz, Aceton-Dg): 6 173.59, 169.22, 135.72, 134.21, 132.79, 129.78, 129.49,
120.56, 34.73.

IR [ecm™]: 3097, 1776, 1707, 1667, 1494, 1405, 1394, 1386, 1302, 1269, 1238, 1198, 1158,
1147, 1101, 1090, 1016, 1005, 967, 934, 889, 826, 809, 739, 708, 671, 661, 646, 624.

Elementarni analyza: teorie: C 59.61, H 3.64, N 6.32; nalezeno: C 59.69, H 3.65, N 6.34.
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1-(2,4,6-Trichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion (JST-6-1M)

O CI
CH, o Cl NaOAc \ N
HOOC N A0 e

Cl O ClI
Sumarni vzorec: C11HeCI3NO;
Relativni molekulova hmotnost: 290,52
Popis: svétle oranzova krystalicka latka
Vytézek: 79 %
Teplota tani: 124,6 — 126,0 °C
Rf: 0,67

1H NMR (600 MHz, Aceton-Ds): & 7.77 (2H, s, H3, H5), 6.39 (1H, t, J = 2.6 Hz, =CHaHg), 5.91
(1H, t, J = 2.1 Hz, =CHaHg), 3.77 (2H, t, J = 2.3 Hz, CH,).

13C NMR (600 MHz, Aceton-Ds): & 171.98, 167.65, 137.24, 136.11, 134.78, 129.77, 129.16,
122.75, 34.84.

IR [ecm]: 3080, 2927, 1787, 1721, 1662, 1633, 1572, 1556, 1514, 1474, 1405, 1383, 1369,
1265, 1232, 1209, 1179, 1143, 1122, 1106, 1082, 1000, 962, 931, 899, 875, 859, 816, 808,

733,717,700, 671, 660, 624.

Elementarni analyza: teorie: C 45.48, H 2.08, N 4.82; nalezeno: C 45.40, H 2.00, N 4.86.
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1-(3,5-Dichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion (JST-7-IM)

cl 0 cl
m /@\ NaOAc '
HooC N cl A0 G

H o) Cl
Sumarni vzorec: C11H7CI2NO;
Relativni molekulova hmotnost: 256,08
Popis: hnéda krystalicka latka
Vytézek: 61 %
Teplota tani: 136,7 — 137,5 °C (lit. 142 — 143 °C) [54]
Ry: 0,55

1H NMR (600 MHz, Aceton-De): & 7.56 (1H, t, J = 1.9 Hz, H5), 7.49 (2H, d, J = 1.9 Hz, H2, H6),
6.31 (1H, t, J = 2.6 Hz, =CHaHs), 5.79 (1H, t, J = 2.1 Hz, =CHaHg), 3.57 (2H, t, J = 2.3 Hz, CHJ).

13C NMR (600 MHz, Aceton-Ds): & 173.29, 168.86, 136.16, 135.47, 128.85, 126.61, 125.33,
121.19, 34.77.

IR [em]: 3090, 2922, 1780, 1718, 1661, 1576, 1446, 1434, 1413, 1369, 1267, 1201, 1141,
1115, 1107, 1098, 968, 919, 855, 805, 757, 715, 671, 656, 647, 620.

Elementarni analyza: teorie: C51.59, H 2.76, N 5.47; nalezeno: C 51.50, H 2.70, N 5.43.
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1-(2,4,5-Trichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion (JST-8-1M)

Cl 0 Cl
CH, O Cl NaOAc /l;léN .
HOOCMH AcO e
Cl o Ci
Sumarni vzorec: C11H6CI3NO;
Relativni molekulovd hmotnost: 290,52
Popis: Svétle hnéda krystalicka latka
Vytézek: 86 %
Teplota tani: 98,3 -99,8 °C
Ry: 0,57

1H NMR (600 MHz, Aceton-Dg): & 7.93 (1H, s, H3), 7.75 (1H, s, H6), 6.33 (1H, t, J = 2.5 Hz,
=CHaHs), 5.83 (1H, t, J = 2.2 Hz, =CHaHs), 3.72 — 3.57 (2H, m, CHa).

13C NMR (600 MHz, Aceton-Dg): 6 172.63, 168.28, 135.31, 134.76, 132.89, 132.80, 132.25,
132.10, 131.89, 121.77, 34.94.

IR [em]: 3100, 2925, 1775, 1719, 1665, 1471, 1396, 1389, 1337, 1264, 1230, 1203, 1168,
1140, 1130, 1086, 1008, 958, 916, 887, 820, 805, 700, 688, 663, 643, 609.

Elementarni analyza: teorie: C 45.48, H 2.08, N 4.82; nalezeno: C 45.50, H 2.10, N 4.91.
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1-(3,4,5-Trichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion (JST-9-IM)

cl o) cl
CH, O QC' NaOAc N o
e
Hooc” Aoy a A0 .
H 0 Cl

Sumarni vzorec: C11H6CI3NO;

Relativni molekulova hmotnost: 290,52

Popis: bézova krystalicka latka
Vytézek: 31%

Teplota tani: 146,4 - 147,8 °C

Ry: 0,51

1H NMR (600 MHz, Aceton-Ds): & 7.69 (2H, s, H2, H6), 6.32 (1H, t, J = 2.6 Hz, =CHaHs), 5.81
(1H, t, J = 2.2 Hz, =CHaHg), 3.57 (2H, t, J = 2.4 Hz, CH,).

13C NMR (600 MHz, Aceton-Ds): & 173.20, 168.73, 135.25, 134.48, 128.83, 128.24, 126.93,
121.37, 34.74.

IR [em]: 3080, 1770, 1717, 1682, 1659, 1639, 1588, 1557, 1488, 1440, 1410, 1398, 1386,
1373, 1261, 1234, 1202, 1174, 1155, 1137, 1103, 1048, 1036, 969, 888, 870, 819, 808, 780,

762,746,732, 691, 652, 634, 610.

Elementarni analyza: teorie: C 45.48, H 2.08, N 4.82; nalezeno: C45.41, H 2.03, N 4.91.
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1-(2,6-Dichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion (JST-10-IM)

O ClI
CH, OC| NaOAc \
Hooc)J\/m”j;> A0 e

Cl o Cl
Sumarni vzorec: C11H7CI2NO;
Relativni molekulova hmotnost: 256,08
Popis: bild krystalicka latka
Vytézek: 29%
Teplota tani: 183,1 - 184,5 °C (lit. 179 — 179,5 °C) [54]
Ry: 0,67

1H NMR (600 MHz, Aceton-De): & 7.66 — 7.63 (2H, m, H3, H5), 7.60 — 7.56 (1H, m, H4), 6.38
(1H, t, J = 2.6 Hz, =CHaHs), 5.89 (1H, t, J = 2.2 Hz, =CHaHg), 3.75 (2H, t, J = 2.4 Hz, CH,).

13C NMR (600 MHz, Aceton-De): & 172.09, 167.80, 135.29, 134.93, 132.87, 130.02, 129.78,
122.40, 34.80.

IR [ecm]: 3087, 2922, 1780, 1717, 1698, 1681, 1664, 1647, 1569, 1508, 1466, 1440, 1405,
1367, 1264, 1234, 1204, 1176, 1146, 1104, 1001, 980, 961, 933, 893, 859, 808, 782, 726, 714,

658, 648, 632, 619.

Elementarni analyza: teorie: C51.59, H 2.76, N 5.47; nalezeno: C 51.66, H 2.90, N 5.50.
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4.3 Biologické testovani

4.3.1 Hodnoceni antifungalni aktivity

In vitro antifungdlni aktivita byla otestovana vic¢i osmi kmendm patogennich mykotickych
mikroorganismuim, z nichZ ¢tyfi jsou kvasinky: Candida albicans (CA) ATCC 24433, CCM 8320,
Candida tropicalis (CT) ATCC 750, CCM 8264156, Candida krusei (CK) ATCC 6258, CCM 8271,
Candida parapsilosis (CP) ATCC 22019, CCM 8260; a ctyfi kmeny jsou vldknité houby:
Aspergillus fumigatus (AF) ATCC 204305, Aspergillus flavus (AFla) CCM 8363305, Absidia
corymbifera (AC) CCM 8077 a Trichophyton interdigitale (TI) ATCC 9533, CCM 8377.

Ke stanoveni antifungalni aktivity byla pouZita mikrodilu¢ni bujénova metoda v desti¢kach
podle standardd EUCAST v médiu RPMI 1640 s glutaminem a 2% glukdzou (KlinLab, Praha,
Ceska republika) pufrovaném 0,165M 3-morfolinpropan-1-sulfonovou kyselinou (Merck,
Darmstadt, Némecko) na pH 7,0. Findlni velikost inokula byla 0,5-2 x 10> CFU/ml. Velikost
inokula byla zkontrolovdna pomoci Birkerovy komurky. Testované slouceniny byly
rozpustény v DMSO tak, aby finalni koncentrace byly v rozmezi 0,49-500 pumol/l. Vysledna
koncentrace DMSO byla 1 % (v/v) a nijak neovlivnila rist patogent. MIC byly odeéteny po 24
a 48 hodinach statické inkubace ve tmé a v humidni atmosfére pfi 35 + 2 °C, pouze v ptipadé

Trichophyton interdigitale byly vysledky odecteny po 72 a 120 hod. [50]

Hodnoty MIC znamenajici Uplnou inhibici rdstu hub byly stanoveny vizualné. Triazolové
antimykotikum flukonazol (FLU) bylo pouzito jako referencni latka. V jeho pfipadé MIC
znamena ICsq, tj. koncentraci, ktera zpUsobila 50% rdstovou inhibici ve srovndni s kontrolou

bez |éCiva. [56]

Antifungdlni aktivita byla stanovena na Katedre biologickych a |ékafskych véd Farmaceutické

fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové pani Idou Dufkovou.

4.3.2 Hodnoceni antibakterialni aktivity

In vitro antibakterialni aktivita byla stanovena na ¢tyfech kmenech Gram-pozitivnich bakterii:
Staphylococcus aureus subsp. aureus (SA) ATC 29213, CCM 223, methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus subsp. aureus (MRSA) ATCC 43300, CCM 4750, Staphylococcus
epidermidis (SE) ATCC 12228, CCM 4418, Enterococcus faecalis (EF) ATCC 29212, CCM 4224;
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a Ctyfech kmenech Gram-negativnich bakterii: Escherichia coli (EC) ATCC 25922, CCM 3954,
Klebsiella pneumoniae (KP) ATCC 10031, CCM 4415, Acinetobacter baumannii (ACI) ATCC
19606, DSM 30007, a Pseudomonas aeruginosa (PA) ATCC 27853, CCM 3955.

Ke stanoveni antibakteridlni aktivity byla pouZita mikrodilu¢ni bujénovd metoda v destic¢kach
podle standardu EUCAST (Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti) v Muller-
Hintonové bujénu ¢. 2 (CAMHB). Velikost inokula byla 0,5 podle McFarlandovy stupnice
(1,5 x 108 CFU/ml), pH bylo upraveno na hodnotu 7,0 (+ 0.2). Testované slouceniny byly
rozpustény v DMSO tak, aby finadIni koncentrace byly v rozmezi 0,49-500 pumol/l. Vysledna
koncentrace DMSO byla 1 % (v/v) a nijak neovlivnila rlst patogend. Hodnoty MIC
(znamenajici uplnou inhibici viditelného rlstu bakterii) byly odecteny po 24 a 48 hodinach

statické inkubace ve tmé a v humidni atmosfére pfi 35 + 2 °C. [57]

MIC je definovana jako minimdlné 95% redukce rlstu bakterii ve srovnani s kontrolou.
Inhibice rlstu byla stanovena vizualni metodou, pfipadné pomoci indikatoru Alamar Blue.
Jako referencni |éCivo pro srovnani bylo zvoleno beta-laktamové antibiotikum piperacilin

(PIP). [58]

Antibakterialni aktivita byla stanovena na Katedife biologickych a Iékarskych véd

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové pani Idou Dufkovou.
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4.4 Biochemické testovani

4.4.1 Hodnoceni inhibi¢ni aktivity

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity sloucenin na cholinesterazy, vyjadrené jako ICso
(koncentrace, ktera zplsobi pokles aktivity enzymu na 50 %), byla pouZita
spektrofotometricka Ellmanova metoda, zaloZend na kvantifikaci obsahu sulfanylovych
skupin nebo disulfidovych mustkl. Princip metody je zaloZzeny na méreni rychlosti vzniku
thiocholinu, ktery wvznikd jako produkt hydrolyzy acetylthiocholinu (ATCh) nebo
butyrylthiocholinu (BTCh) pfisluSnou AChE ¢i BChE ve vodném prostiedi. Thiocholin nasledné
reaguje s 5,5"-dithiobis-(2-nitrobenzoovou kyselinou) (DTNB), tzv. Ellmanovym Ccinidlem.
Vysledny 5-thio-2-nitrobenzoat, Zluty produkt reakce, je detekovatelny pfi vinové délce 412

nm. [59], [60]

VsSechny reakce mély vysledny objem 2000 ul a obsahovaly ATCh (nebo BTCh)
v koncentraci 40 uM, DTNB v koncentraci 100 uM a enzymovad aktivita reakéni smési byla
0,2 U/ml. Slouceniny byly po rozpusténi v DMSO (finalni koncentrace DMSO v reakéni smési
byla 0,2 %) zfedény deionizovanou vodou (vodivost 3 WS, dodavatel zafizeni BKG Water
Treatment, Hradec Kralové, Ceska republika). Pro viechny testované slou¢eniny a standard
rivastigmin bylo pouZito osm rdznych koncentraci inhibitoru a testovani kazdé slouceniny

bylo provadéno ve tfech vyhotovenich. [59], [60], [61]

Z primérné hodnoty méreni reakcnich rychlosti (vo — neinhibovana reakce, vi —
inhibovana reakce) byl sestrojen graf zavislosti poméru rychlosti neinhibované a inhibované
hydrolyzy (vo/vi) na koncentraci inhibitoru [I]. Z takto ziskané pfimky, prochézejici body (1;0)

a (vo/vi; [1]), 1ze odecist pro vo/vi = 2 hodnotu ICso. [61]

Pouzitd acetylcholinesterdza byla plvodem z elektrického uhore (Electrophorus
electricus L.) a butyrylcholinesteraza pochéazela z koniského séra (oboje Merck, Darmstadt,

Némecko). [59]

Véechna méFeni byla provedena Mgr. Sarkou Stépankovou, Ph.D., na KatedFe

biologickych a biochemickych véd Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice.

60



5 Vysledky a diskuse
5.1 Chemie

Cilem diplomové prace byla syntéza dvaceti slouéenin vychdzejicich z anhydridu IA.
Prvnim krokem byla syntéza deseti monoamidl z anhydridu IA a pfislusného chloranilinu,
druhym krokem pak byla cyklizace vytvorenych monoamid( za vzniku imidd. Celkem
jedendct z téchto sloucenin bylo jiz dfive publikovano a u sedmi sloucenin (JST-2, JST-5, JST-
1-IM, JST-2-IM, JST-3-IM, JST-4-IM, JST-5-IM) byla testovana jejich biologicka aktivita.

Charakterizace zbylych deviti sloucenin je popsdna poprvé.

Vsechny monoamidy byly pfipraveny dle pilotni reakce s minimalnimi necistotami,
k jejichZ odstranéni stacilo po zfiltrovani latek promyti benzenem. U osmi monoamida (JST-1,
JST-2, JST-3, JST-4, JST-5, JST-7, JST-8, JST-9) probéhla konverze béhem 12 hodin michani pod
zpétnych chladi¢em, zbylé dvé (JST-6 a JST-10) bylo nutné ponechat michat pod zpétnym
chladicem po dobu 48 hodin, aby cilena konverze probéhla (u latky JST-6 pfi nedostate¢né
dobé refluxu vznikala volnd 1A). Vytézky reakci, pfi kterych vznikaly monoamidy, se
pohybovaly v rozmezi 24-99 %. Nejvyssich vytézkd (99 %) bylo dosazeno u sloucenin s kédy
vytézek by mohl byt mimo jiné ovlivnén i pozici atomu chloru v pozicich 2,6 na benzenovém

jadre (sterické branéni).

Pro zacykleni monoamid( bylo vyzkouseno hned nékolik postupd, jenz vychazely

z odborné literatury. Mezi nase neuspésné postupy pfipravy imidl patfily:

1. Monoamid (1 ekv.) byl rozpustén v N,N-dimethylformamidu a za stdlého michani
byl pfidan hydroxybenzotriazol hydrat (1,1 ekv.) striethylaminem (3 ekv.).
Po zchlazeni reakéni smési vledové lazni byl pridan 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid (1,5 ekv.). Po 15 minutach byla ledova lazen
odstranéna a reakéni smés ponechana michat za laboratorni teploty. V reakéni
smési vznikly krystaly, jez byly podle rozpustnosti a po kontrole za pomoci TLC

a NMR identifikovany jako triethylamoniova sul kyseliny. [62]

2. Monoamid (1 ekv.) byl rozpustén v dimethylformamidu a za stalého michani byl

pfidan hydroxybenzotriazol hydrat (1,1 ekv.). Reakéni smés byla zchlazena
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v ledové lazni a poté byl pridan N,N’'-dicyklohexylkarbodiimid (1,5 ekv.). [63] Po 15
minutach byla ledovd lazen odstranéna a reakéni smés ponechana michat
za laboratorni teploty (konverze prabéiné kontrolovana za pomoci TLC).
Po zfiltrovani vzniklé mocoviny byla pfidana destilovana voda, smés prenesena do
délici nalevky a extrahovana tfrikrat DCM. Spojené organické vrstvy dale
extrahovany 2x nasycenym roztokem chloridu sodného a nasledné vysuseny
stanim nad siranem sodnym. Po odfiltrovani Na;SO4 byla organicka faze odparena
dosucha, rekrystalizace probéhla ze smési EtOAc s hexanem. Tato metoda byla ale
nespolehlivd. Pokud vznikla cilovd slou¢enina, méla pouze nizky vytézek s vysokou
mirou znecisténi.

Vsechny imidy byly pfipraveny dle kone¢ného obecného postupu. Pilotni reakce byla
upravena pouze u latky JST-4-IM, kterd nekrystalizovala v soustavé THF/n-hexan, proto byla
pouZita o trochu méné poldrni smés rozpoustédel diethylether/n-hexan. Vytézky konecné
cyklizace na imidy byly nizsi nez reakci za vzniku monoamid(, pohybovaly se v rozmezi 29-
86 %. Nejvyssi vytéZek z imidu 86 % byl v pfipadé pripravy trichlorovaného derivatu s kdédem

JST-8-IM.

5.2 Biologie

U vétsiny syntetizovanych sloucenin byla otestovana antifungdlni a antibakteridlni
aktivita pomoci mikrodiluéni bujénové metody. Slouceniny JST-9 a JST-10 nebyly testovany
kvlli nerozpustnosti v DMSO. Vysledky biologického testovani jsou uvedeny v ndsledujicich

tabulkach (Tabulka 1 a Tabulka 2).

5.2.1 Antifungalni aktivita

V Tabulce 1 muiZeme vidét antifungalni aktivitu nové syntetizovanych sloucenin.
Monoamidy (JST-1 — JST-8) v(ci naprosté vétsiné testovanych kmen( neprojevily aktivitu.
Vyjimku tvofrila pouze latka JST-6 u kmenl Candida krusei a Candida parapsilosis po 24
hodinach inkubace, avSak koncentrace potfebnd pro inhibici je pfiliS vysoka a pfi delsi

inkubaci jiZ tato latka rdst neinhibovala.

Antifungalni aktivitu ale projevily vSechny cyklické imidy (JST-1-IM — JST-10-IM). Velmi

dobrou aktivitu prokdzaly syntetizované imidy proti plisni Trichophyton interdigitale, coz
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mulzZeme vidét porovnanim MIC hodnot latek s referencnim latkou. Vétsina latek (JST-1-1M,
JST-5-IM, JST-6-IM, JST-7-IM, JST-8-IM, JST-9-IM, JST-10-IM) projevila aktivitu pfi nizsi

koncentraci (< 31,25 umol/l) nez srovnavaci ATM flukonazol (52,2 umol/I).

Nejvyssi antifungalni aktivitu (7,81 umol/I) projevily trichlorované derivaty JST-6-IM
(chlor navazan v polohach 2, 4, 6 na benzenovém jadre) a JST-9-IM (chlor v polohdch 3, 4, 5).
Dobrou inhibici vSech testovanych vlaknitych hub projevila latka JST-7-IM, kterd obsahuje
dva atomy chloru navazané v pozici 3 a 5. Obecné nejlepsi aktivitu vici kvasinkdm (hlavné
kmenUm Candida albicans, Candida tropicalis a Candida krusei) projevila latka JST-8-IM

(2,4,5-trichlor derivat).

Pokud porovname vysledky monochlorovanych slouéenin (JST-1-IM, JST-4-IM, JST-5-
IM), zjistime nejlepsi antifungalni aktivitu a nejvétsi spektrum ucinku u derivatu JST-5-IM,
ktery ma chlor navazany na benzenovém jadre v pozici 4. Tti ze Etyf dichlorovanych molekul
(JST-2-IM, JST-3-IM, JST-7-IM) prokazuji, az na nékteré vyjimky, vyssi aktivitu proti
mykotickym kmenlm neZ Ildtky sjednim atomem chléru. Latka JST-7-IM s chlorem
na pozicich 3, 5 jevi vétsi aktivitu vaci vlaknitym kmenUm hub, kdeZto pozice chloru 3, 4
u latky JST-2-IM uUc¢innéji inhibuje rlst kvasinek Candida albicans a Candida krusei.
2,6-Dichlorovand sloucenina JST-10-IM ma vSak obecné mensi aktivitu i oproti nékterym
monochlorovanym derivatim. Trichlorované derivaty (JST-6-IM, JST-8-IM a JST-9-IM)
prokazaly inhibici Trichophyton interdigitale i za velmi nizkych koncentraci, avSak u jinych

testovanych kmen( méli podobnou ¢i horsi aktivitu nez ostatni testované latky.

Vzhledem k vysledkim testovani Ize konstatovat, Ze antifungdlni aktivita imidd je
zavisla na poctu atomU chloru a na jejich poloze v molekule, avsak rostouci pocet atomu
chloru nema pfimo umérny vliv na aktivitu, a ani samotna jednotliva pozice na benzenovém

jadfe neni jedinym rozhodujicim faktorem aktivity dané slouceniny.
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TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol/I)

KMEN
(KOD) ji:; | ;:Tss' JST-6 JST-1-IM | JST-2-IM | JST-3-IM | JST-4-IM -
24 h >500 >500 125 31,25 62,5 250 -
A 48 h >500 >500 250 62,5 250 500 -
24 h >500 500 62,5 31,25 31,25 62,5 -
e« 48 h >500 >500 125 31,25 62,5 125 -
24 h >500 500 250 125 250 500 -
cP 48 h >500 >500 500 500 500 >500 -
24 h >500 >500 250 62,5 31,25 500 -
“ 48 h >500 >500 250 125 125 500 -
24 h >500 >500 125 125 125 250 -
AF 48 h >500 >500 500 500 500 500 -
24 h >500 >500 250 62,5 125 500 -
AFla 48 h >500 >500 500 250 500 >500 -
24 h >500 >500 125 125 125 125 -
A 48 h >500 >500 500 500 500 500 -
- 72 h >500 >500 15,62 31,25 15,62 31,25 -
120 h >500 >500 31,25 62,5 62,5 62,5 -
KMEN TESTOVANA LATKA (k6d) — MIC (umol/I)
(KOD) JST-5-IM JST-6-IM | JST-7-IM | JST-8-IM | JST-9-IM | JST-10-IM FLU
A 24h 125 62,5 62,5 31,25 31,25 125 6,5
48 h 125 125 125 31,25 125 250 6,5
o 24h 31,25 125 62,5 31,25 62,5 62,5 >104,5
48 h 62,5 500 125 62,5 125 125 >104,5
24 h 125 250 62,5 125 125 250 3,3
cP 48 h 125 500 125 250 >125 500 3,3
24 h 250 125 62,5 62,5 31,25 125 6,5
“ 48 h 500 500 125 62,5 125 500 6,5
24 h 125 125 31,25 125 125 250 >104,5
AF 48 h 500 500 125 500 >125 500 >104,5
24 h 125 125 31,25 125 125 500 >104,5
AFla 48 h 125 500 125 500 >125 >500 >104,5
24 h 31,25 31,25 31,25 125 31,25 125 >104,5
Ac 48 h 62,5 125 125 500 125 500 >104,5
72h 31,25 7,81 15,62 15,62 7,81 15,62 52,2
T 120 h 31,25 15,62 31,25 15,62 15,62 31,25 52,2

Tabulka 1 Vysledky antifungdini aktivity
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5.2.2 Antibakterialni aktivita

Vysledky antibakteridlni aktivity mizeme vidét v Tabulce 2. Kromé tfi imid( (JST-6-IM,
JST-9-IM a JST-10-IM) nebyla vétSina testovanych sloudenin aktivni proti testovanym
bakteriim v rozsahu pouZitych koncentraci. Proti gram-negativnim bakteriim neprojevila

Zadnd z testovanych sloucenin inhibi¢ni aktivitu.

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol/l)
: JST-1 - JST-8, JST-1-IM — JST-5-
KOD ’ 6- 9- _10-
(KOD) IM, JST-7-IM, JST-8-1M JST-6-IM | JST-9-IM | JST-10-IM PIP
‘A 24 h >500 500 >125 500 .5
48 h >500 >500 >125 >500 '
24 h >500 500 >125 250
MRSA 29,6
48 h >500 >500 >125 >500
24 h >500 250 125 125
SE 0,23
48 h >500 500 >125 500
e 24 h >500 500 >125 500 .
48 h >500 >500 >125 >500 ’
24 h >500 >500 >125 >500
EC 7,41
48 h >500 >500 >125 >500
24 h >500 >500 >125 >500
KP >59,31
48 h >500 >500 >125 >500
24 h >500 >500 >125 >500
ACI 59,31
48 h >500 >500 >125 >500
24 h >500 >500 >125 >500
PA 29,66
48 h >500 >500 >125 >500

Tabulka 2 Vysledky antibakteridlni aktivity

Trichlorovany imid JST-6-IM a dichlorovany derivat JST-10-1M, které projevily aktivitu
proti vSem testovanym gram-pozitivnim kmenlm, obsahuji na benzenovém jadre chlor
navazany v polohdch 2, 6. Trichlorovany derivat JST-9-IM, ktery projevil aktivitu pouze proti
Staphylococcus epidermidis, ma polohy 2 a 6 volné, ale obsahuje chlor v polohach 3, 4, 5.
Z vysledk( je patrné, Ze pro antibakteridlni aktivitu je dalezity zacykleny pyrrolidin, dvojice
poloh 2, 6 benzenového jadra a pocet atomU chloru v molekule, nebot vSéechny monoamidy,
imidy s jednim atomem chloru a dichlorované imidy, které nemaji obé polohy 2, 6
benzenového jadra obsazené atomy chloru, nejsou aktivni. Trichlorovana molekula JST-8-IM

obsahujici chlor v poloze 2, 4, 5 (ale ne 6) antibakteridlni aktivitu taktéz neprojevila, z ¢ehoz
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mulzZeme usuzovat, Ze u trichlorovanych imid( je pro aktivitu dilezité mit obé polohy 2,6
budto volné, anebo naopak obsazené atomy chloru. Nejlepsi aktivity dosahly latky JST-9-IM
aJST-10-IM (125 umol/l) pfi inhibici kmene Staphylococcus epidermidis, avsak i tyto
nejaktivnéjsi latky maji hodnotu MIC oproti srovnavacimu ATB piperacilinu vyrazné vyssi

a lze tedy tvrdit, Ze antibakteridlni aktivita téchto imidd je velice nizka.
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5.3 Biochemie

AChE je klicova serinova hydrolaza s hlavni katalytickou funkci v nervosvalovych
spojich a cholinergnich mozkovych synapsich, kde Stépi estery cholinu, predevsim
neuromedidtor acetylcholin. Tato reakce je nezbytna pro prenos nervového vzruchu. [59],
[64] BChE je strukturdlné podobny AChE, ale substituce nékolika aminokyselinovych zbytku
zapficinila mensi specifitu enzymu a rozsifila jeho katalyticky ucinek na hydrolyzu napf.
sukcinylcholinu, benzoylcholinu, neurotoxickych peptidd a jinych toxinl ¢i exogennich
butyrylcholinu a propionylcholinu. [59], [64], [65] BChE Ize nalézt v patologickych
strukturdch, jako jsou senilni plaky a neurofibrilarni klubka typickd pro Alzheimerovu
chorobu. [64] Terapeuticka inhibice cholinesteraz se vyuziva u nemoci, jako je napftiklad jiz
zminéna Alzheimerova choroba, pro potfebu zvyseni funkénosti cholinergniho systému. [64]

Predpoklada se, Ze se BChE také ucastni patologické progrese, a proto je |écba zaloZzend na

inhibici obou enzym{ aplikovana s cilem zvysit Ucinnost terapie. [59]

U vSech syntetizovanych sloucenin byla otestovdna inhibi¢ni aktivita na AChE a BChE
pomoci Ellmanovy metody. Ze zavislosti poméru rychlosti neinhibované a inhibované reakce
byl sestrojen graf, z kterého byla odectena hodnota ICso. Vysledné hodnoty ICso testovanych

slouéenin a standardu rivastigminu jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 3).

PFfi hodnoceni ICso je tfeba mit na mysli, Ze zamysleny Ucinek nové syntetizovanych
sloucenin vychazel z biologické aktivity IA a jejich derivatli, proto byla ocekdvana primarné
antimikrobidlni (pfedevsim antifungdlni) aktivita. Toto hodnoceni pak bylo zvoleno
s ohledem na zjisténi celkového profilu biologického aktivity pfipravenych derivatl a také

proto, Ze derivaty IA jsou znamé inhibitory nékolika enzym. [45]

Z vysledk( v Tabulce 3 mlzeme vycist, Ze u vétsSiny syntetizovanych slouceniny byla
inhibi¢ni aktivita prokazana, avsak casto byla velice nizka. Nejaktivnéjsim derivatem
pro inhibici BChE byl dichlorovany imid JST-2-IM (67,76 uM), obsahujici chlor v polohach 3, 4.
Nejnizsi ICso pro inhibici AChE vykazoval dichlorovany imid JST-3-IM (88,87 uM) s chlorem

navazanym v polohach 2, 4. V inhibi¢ni aktivité amid( a imidd nejsou vyznamné rozdily.

Poloha a pocet chlorli ve slouceniné ma opét komplexni vliv na aktivitu, tzn. nelze

obecné fici, Ze slouceniny svétsSim poctem atomui chloru vykazuji lepsi ucinnost nez
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monochlorované a naopak, ani Ze sloucenina s chlorem navdzanym na benzenovém jadre
v urcité poloze bude mit vidy vyssi aktivitu neZ ostatni derivaty, které v této poloze atom
chloru navdzany nemaji. Koncentrace derivatd IA, kterd je potfebna k 50% inhibici

cholinesterdz, vidy presahuje ICso rivastigminu.

Testovana latka | AChE (ICso pM) BChE (ICso pM)
JST-1 150,90+5,47 185,27+8,14
JST-2 176,38+7,39 106,15+6,82
JST-3 168,50+7,00 132,4519,26
JST-4 127,6416,73 350,89+7,95
JST-5 119,8515,15 97,21+7,02
JST-6 130,6916,77 130,57+1,30
JST-7 138,47+3,94 70,87+13,45
JST-8 136,65+13,49 237,8519,10
JST-9 137,27+7,51 >500

JST-10 136,09+4,45 149,20+2,47
JST-1-IM 167,99+10,69 106,27+5,19
JST-2-IM 105,94+4,24 67,76+4,19
JST-3-IM 88,87+5,75 >500
JST-4-IM 139,20+7,23 >500
JST-5-IM 131,2816,39 219,02+15,83
JST-6-IM 151,43+4,15 276,58+5,50
JST-7-IM 176,9319,16 140,50+11,47
JST-8-IM 148,3916,19 211,73+17,34
JST-9-IM 93,03+4,71 107,85%7,45

JST-10-IM 145,59+7,28 373,91+17,44
rivastigmin 56,10%1,41 38,40%1,97

Tabulka 3 Vysledky inhibicni aktivity sloucenin
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V4 v
6 Zaver

Mykotické mikroorganismy vyvoldvaji velice nebezpecné systémové mykdzy, které
ohroZuji predevsim pacienty se snizenou obranyschopnosti. Lécba téchto onemocnéni je
proto ¢asto velmi narocnd, a to i vzhledem k toxicité antifungalnich sloucenin. Vzrlstajici

rezistence mikroskopickych hub na dostupna ATM tuto |éCbu jesté vice ztéZzuje, a proto je

dllezity vyvoj novych, méné toxickych ATM.

V ramci této diplomové prace bylo syntetizovdno dvacet sloucenin, na jejichz pfipravu
byl vyuzit anhydrid IA. Deset monoamid( bylo pfipraveno syntézou samotného anhydridu IA
s pfislusSnym mono-, di- nebo trichlorovanym anilinem. DalSich deset sloucenin vzniklo
zacyklenim téchto nasyntetizovanych monoamidid. Na vyslednych slouceninach byl
pozorovan vztah mezi biologickou aktivitou, poétem a polohou atoml chloru. Cistota
a vytézek pripravenych sloucenin byly dostacujici pro testovani antimikrobidlni aktivity i pro

méreni enzymatické inhibi¢ni aktivity na AChE a BChE.

Pfipravené slouceniny byly syntetizované s ocekavanim dobré antifungalni aktivity,
kterou nakonec projevily hlavné cyklické imidy. Nejlepsi antifungdlni ucinky byly naméreny
u dvou ze tfi trichlorovanych derivat(: 1-(2,4,6-trichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dionu
a 1-(3,4,5-trichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dionu. Inhibi¢ni ucinky viech
syntetizovanych sloucenin na AChE a BchE byly relativné nizké, podobné jako antibakterialni
aktivita sloucenin 1-(2,4,6-trichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion, 1-(2,6-dichlorfenyl)-
3-methylenpyrrolidin-2,5-dion, 1-(3,4,5-trichlorfenyl)-3-methylenpyrrolidin-2,5-dion  proti
gram-pozitivnim kmenUm. Naprosta vétSina testovanych latek antibakteridlni aktivitu

neprokdazala.

Podarilo se tak pfipravit selektivni antifungalni slouceniny. V planu jsou testovani

cytotoxicity a detailnéjsi charakterizace jejich antifungalniho Gcinku.
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