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Abstrakt 

KRÁTKÝ, Martin. Vztahy mezi strukturou a aktivitou malých antimikrobně aktivních 

molekul a tuftsinových nosičů. Hradec Králové, 2018. 93 s. Habilitační práce. Univerzita 

Karlova. Farmaceutická fakulta v Hradci Králové. Katedra organické a bioorganické chemie. 

 

Práce se zabývá problematikou hledání nových potenciálních antimikrobních léčiv 

působících proti Mycobacterium tuberculosis, netuberkulózním mykobakteriím, dalším 

bakteriím a patogenním houbám. Vzhledem k problémům s rezistencí se věnuje také 

sloučeninám účinným vůči multilékově rezistentním mykobakteriím a methicilin-

rezistentnímu Staphylococcus aureus. Snaží se popsat vztahy mezi strukturou a biologickou 

aktivitou a identifikovat nejvýhodnější sloučeniny z pohledu nízké toxicity pro savčí buňky 

a tedy i selektivity. 

První, nejrozsáhlejší skupinou jsou deriváty salicylanilidu – jak modifikované 

na salicylanilidovém jádře, tak především celá řada jejich esterů včetně karbamátů 

designovaných jako proléčiva, které se ukázaly být obecně výhodnější než výchozí 

salicylanilidy (submikromolární minimální inhibiční koncentrace). U této skupiny jsme 

studovali také mechanismus účinku, popsali jsme jejich inhibiční vliv na několik 

mykobakteriálních enzymů, a to takových, které zodpovídají za přežívání mykobakterií 

v latentním stádiu (isocitrátlyasa, L-alanin dehydrogenasa aj.). 

K dalším prezentovaným sloučeninám náleží i rhodaniny, hydrazidy-hydrazony a 

deriváty nefyziologických aminokyselin. Druhým aplikovaným přístupem jsou „me-too“ 

obměny molekul léčiv se známou antimykobakteriální aktivitou, především isoniazidu a 

triklosanu jakožto inhibitorů syntézy buněčné stěny a sulfonamidů. Tyto modifikace byly 

designovány za účelem zvýšení aktivity, snížení toxicity, rozšíření spektra účinku a zlepšení 

průchodu skrze biologické bariéry. V rámci syntézy analog isoniazidu se podařilo připravit 

účinné deriváty, z nichž některé působí odlišným mechanismem než výchozí léčivo. 

Celá řada připravených molekul vykazuje vynikající in vitro účinnost vůči 

mykobakteriím včetně netuberkulózních a rezistentních kmenů, stafylokokům, enterokokům 

a některým fungálním patogenům, některé jsou zároveň netoxické či dostatečně selektivní. 

Podařilo se také identifikovat sloučeniny působící jako účinné duální inhibitory 

acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy, tj. potenciálně využitelné jako léčiva demencí. 

Druhá část práce se věnuje přípravě a hodnocení peptidových drug delivery systémů 

na bázi tuftsinových derivátů pro malé antimykobakteriální molekuly. Nosiče byly 



 

 

konjugovány s vhodnými salicylanilidy a u těchto konjugátů byla stanovena biologická 

aktivita. Konjugáty si zachovávají antimykobakteriální aktivitu, mají zpravidla sníženou 

toxicitu, zvýšený buněčný uptake a oproti výchozím malým molekulám i dobrý účinek 

na intracelulární mykobakterie. 

Podařilo se identifikovat několik nadějných skupin derivátů a vytyčit tak směr dalšího 

perspektivního vývoje jak v oblasti malých molekul, tak drug delivery systémů. 
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Antibakteriální látky; antifungální látky; antimykobakteriální látky; biologická aktivita 

in vitro; drug delivery systémy; isoniazid; mechanismus účinku; rezistence; salicylanilidy; 

sulfonamidy; tuftsin; vztahy struktura-aktivita. 
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Seznam použitých zkratek 

AChE acetylcholinesterasa 

Aoa aminooxyoctová kyselina  

ATP adenosin-trifosfát 

BChE butyrylcholinesterasa 

BMM murine bone marrow-derived macrophages 

Boc N-terc-butyloxykarbonyl 

CFU jednotky tvořící kolonie (colony-forming unit) 

CNS centrální nervová soustava 

DBU 1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-en 

Dde 1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxocyklohex-1-yliden)ethyl 

DDS drug delivery system 

DIC N,N´-diisopropylkarbodiimid 

DMF N,N-dimethylformamid 

dUTP deoxyuridin-trifosfát 

EMB ethambutol 

Fmoc N-fluorenylmethyloxykarbonyl 

HIV virus lidské imunitní nedostatečnosti (human immunodeficiency virus) 

HOBt 1-hydroxybenzotriazol 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie (high-performance liquid 

chromatography) 

IC inhibiční koncentrace 

ICL  isocitrátlyasa 

INH isoniazid 

Mtb. Mycobacterium tuberculosis 

MDR-TB multilékově rezistentní tuberkulóza (multidrug-resistant tuberculosis) 

MAP methionin aminopeptidasa 

MIC minimální inhibiční koncentrace 

MRSA methicilin-rezistentní Staphylococcus aureus 

MSSA methicilin-senzitivní Staphylococcus aureus 

MtAlaDH mykobakteriální L-alanin dehydrogenasa 

Mtt 4-methyltrityl 

NADH nikotinamidadenindinukleotid 
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NTM netuberkulózní mykobakterie 

PAS 4-aminosalicylová kyselina 

PBMC  peripheral blood mononuclear cells 

PLGA kopolymer kyseliny mléčné a glykolové 

POA pyrazin-2-karboxylová kyselina 

PZA pyrazinamid 

RIF rifampicin 

RP-HPLC chromatografie s obrácenými fázemi (reverse phase high-performance liquid 

chromatography) 

SAL salicylanilid, salicylanilidy 

SAL2 N-(4-acetylfenyl)-5-brom-2-hydroxybenzamid 

SAR vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou (structure-activity relationships) 

SI index selektivity 

SPS syntéza na pevné fázi (solid-phase synthesis) 

t-Bu terc-butyl 

TB tuberkulóza 

TFA trifluoroctová kyselina 

TIS triisopropylsilan 

WHO Světová zdravotnická organizace (World Health Organization) 

XDR-TB extenzivně lékově rezistentní tuberkulóza (extensively drug-resistant 

tuberculosis) 

Z N-benzyloxykarbonyl 
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1. Úvod 

Vývoj nových terapeutických intervencí pro léčbu závažných nebo široce 

rozšířených chorob představuje nezbytnou součást vědeckého výzkumu.  

Farmaceutická chemie nabízí celou řadu postupů k nalezení potenciálních léčiv – 

systematický screening nově připravených originálních sloučenin, modifikaci struktur 

se známou biologickou aktivitou („me-too“ přístup), syntézu a evaluaci celých knihoven 

připravených metodami kombinatoriální chemie, ale také objevování „zapadlých“ poznatků1 

či repurposing známých léčiv. Všechny tyto postupy se pochopitelně uplatňují i v oblasti 

antimikrobních látek. Nezbytná je interdisciplinární spolupráce s příbuznými biologickými 

a chemickými obory, a to jak při samotném návrhu a identifikaci kandidátních molekul, tak 

zejména při následném pátrání po mechanismu účinku a stanovení dalších 

farmakologických vlastností. 

Vývoje nových antimikrobních léčiv náleží podle Světové zdravotnické organizace 

(WHO) k vysoce aktuálním prioritám biomedicínského výzkumu. Hlavní příčinou je vznik 

a epidemiologie rezistence mezi celou řadou problematických patogenů. Příkladem mohou 

být Mycobacterium tuberculosis (Mtb.) rezistentní na isoniazid a rifampicin, methicilin-

rezistentní Staphylococcus aureus (MRSA), vankomycin-rezistentní enterokoky, 

polyrezistentní gramnegativní tyčky či houby necitlivé na azolová antimykotika. Přestože 

existuje řada překážek pro vývoj nových antimikrobních léčiv (biologických, 

ekonomických, organizačních), je nezbytné pro zachování zdravé populace pokračovat 

v systematické práci v této oblasti. 

Předložená habilitační práce „Vztahy mezi strukturou a aktivitou malých 

antimikrobně aktivních molekul a tuftsinových nosičů“ je sepsána jako komentář k 42 

publikovaným pracím a kvalifikačním pracím vypracovanými pod vedením autora této práce 

v oblasti designu, syntézy a hodnocení potenciálních antimikrobních sloučenin na bázi 

nových molekul (především salicylanilidové deriváty), modifikací antituberkulotik, resp. 

léčiv s antimykobakteriálním účinkem (zejm. isoniazid, sulfonamidy) a jejich drug delivery 

systémům – nosičům na bázi peptidu tuftsinu. Rozebírá a popisuje vztahy mezi strukturou a 

biologickou aktivitou (SAR) se zaměřením na mykobakterie, grampozitivní bakterie včetně 

MRSA a patogenní houby. Sumarizací a diskuzí získaných výsledků se snaží přispět 

k rozšíření a ucelení současného stavu poznání. 
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2. Východiska potřeby nových antimikrobních léčiv 

Podle poslední zprávy WHO patří tuberkulóza (TB) celosvětově mezi deset 

nejčastějších příčin úmrtí a mezi infekčními chorobami způsobenými jedním patogenem je 

dokonce na prvním místě. Pro rok 2017 bylo odhadnuto 1,3 milionu úmrtí a dalších 300 000 

obětí se vyskytlo mezi pacienty infikovanými virem HIV, onemocnělo 10,0 milionů lidí. 

Zároveň se uvádí, že cca 23 % světové populace je infikováno latentní tuberkulózou, tj. 

bezpříznakovou infekcí Mycobacterium tuberculosis komplex, která může přejít do otevřené 

formy. Ze zaznamenaných případů TB bylo 558 000 rezistentních na rifampicin (RIF) a 

82 % z nich trpělo multilékově rezistentní TB (MDR-TB). Ta je definována jako rezistence 

na RIF a současně isoniazid (INH), dvě nejúčinnější léčiva první linie. Kromě toho byla 

popsána závažnější forma, extenzivně rezistentní tuberkulóza (XDR-TB), která kromě MDR 

zahrnuje současnou rezistenci vůči jakémukoli fluorochinolonu a nejméně jednomu 

injekčnímu léčivu druhé řady (amikacin, kanamycin, kapreomycin). Vývoj nových 

antituberkulotik proto patří k prioritám WHO, která stanovila také ambiciózní plán eradikace 

tuberkulózy jako globálního problému. Tuberkulóza postihuje zejména respirační systém 

(plicní forma), ale může napadnout i jiné orgány a tkáně, potom se hovoří o extrapulmonární 

formě.2 

První skutečně účinná léčiva TB se objevila až ve 40. letech 20. století. Současná 

léčba lékově citlivé plicní tuberkulózy trvá šest měsíců, přičemž první dva měsíce se v rámci 

iniciální fáze podává čtyřkombinace INH, RIF, pyrazinamid (PZA) a ethambutol (EMB), 

následovaná čtyřměsíční dvojkombinací INH a RIF. Problémem léčby je zejména její délka, 

u rezistentních forem dokonce až 2 roky, s čímž souvisí špatná compliance, lékové interakce 

a také možný výskyt vedlejších účinků. Rizikem je též již zmíněný vývoj rezistence a 

koinfekce s HIV. V případě potřeby se v terapii používají i další léčiva, která WHO dělí 

do více kategorií (Tabulka 1):2,3 

Tabulka 1: Kategorizace antituberkulotik dle WHO2,3 
 Skupina Léčiva 

Kategorie 1 Perorální léčiva 1. linie INH, RIF, PZA, EMB 

Kategorie 2 Fluorochinolony levofloxacin, moxifloxacin, ciprofloxacin, (ofloxacin) 

Kategorie 3 Injekční léčiva  aminoglykosidy (streptomycin, amikacin, kanamycin), kapreomycin 

Kategorie 4 Perorální léčiva 2. linie thioamidy (ethionamid, prothionamid), 4-aminosalicylová kyselina 

(PAS), cykloserin, terizidon 

Kategorie 5 Léčiva s nejasnou/ 

nejistou účinností 

Vysokodávkovaný INH, rifabutin, linezolid, amoxicilin/klavulanát, 

imipenem/cilastatin (+ klavulanát), klofazimin, klarithromycin, 

thiacetazon 
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Každé z těchto léčiv má svůj specifický mechanismus účinku, ačkoli u některých 

z nich není plně objasněn, a jejich „targety“ slouží jako cílové struktury pro nově vyvíjené 

antimykobakteriální sloučeniny. 

Rezistence je u Mtb. způsobována výhradně spontánními chromozomálními 

mutacemi, přičemž neadekvátní terapie může selektovat právě tyto rezistentní kmeny. 

Při jejím pokračování dojde k eliminaci citlivých mykobakterií a převládnou ty odolné, což 

vede jednak z individuálního pohledu k selhání terapie, resp. relapsu, z pohledu 

epidemiologického pak k šíření rezistence.4 Proto je zapotřebí mít k dispozici dostatečnou 

paletu antimykobakteriálních léčiv. Jedna z možných cest k dalším nezbytným léčivům vede 

přes repurposing známých molekul, z antibiotik např. β-laktamů, fluorochinolonů, 

rifamycinů, oxazolidinonů, z pohledu léčby mykobakterióz je však jejich nevýhodou široké 

spektrum účinku. Žádoucí jsou totiž především léčiva úzkospektrá, tj. se specifickým 

antimykobakteriálním účinkem.5 

Ideální nové léčivo by mělo mít nízké hodnoty MIC, působit proti MDR a XDR 

kmenům, latentní TB, a to nejlépe inovativním mechanismem účinku, mít nízkou toxicitu a 

dobrou toleranci, umožňovat perorální podávání, zkracovat dobu léčby a snižovat frekvenci 

podávání, nemělo by mít nežádoucí interakce se stávajícími léčivy, především antivirotiky. 

Výzvou je též optimalizace využití současných léčiv.3,6 

Ani objev inovativního vysoce účinného léčiva ale není důvodem k výzkumnému 

nihilismu. V nedávné době byla po dlouhé době schválena dvě nová antituberkulotika 

určená primárně k léčbě lékově rezistentních forem TB, diarylchinolin bedachilin (2012; 

inhibitor ATP synthasy) a nitroimidazol delamanid (2014; primárně působí inhibici syntézy 

některých subtypů mykolových kyselin). Bohužel se záhy v klinické praxi objevila ve velké 

míře rezistence, již dříve popsaná v podmínkách in vitro i klinických studiích, přičemž 

molekulárních mechanismů rezistence existuje celá řada. Někteří autoři hovoří dokonce 

o možné „ztrátě“ těchto molekul.4,7 

Základní fakta o potřebě nových léčiv proti MDR kmenům a jejich přehled jsme 

podali v kapitole v monografii,8 následně vydané s minimálními úpravami jako samostatná 

kniha9 a v českém přehledovém článku.10 Aktuální trendy ve vývoji antituberkulotik 

na základě mechanismu účinku a chemické struktury aktivních sloučenin shrnuli např. 

Campanico et al.11 Hlavní strategie t. č. směřují do oblasti zásahu biosyntézy buněčné stěny, 

ribosomální syntézy bílkovin a jejich homeostázy, nukleových kyselin, folátů, energetického 

metabolismu, centrálního intermediárního metabolismu, syntézy dalších makromolekul a 
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katabolismu cholesterolu. Důležitou roli hraje výzkum synergických nebo alespoň aditivních 

kombinací léčiv.3,5,11 

Při hledání nových antituberkulotik lze rozlišit dva základní přístupy – „target-based 

approach“ a „whole-cells screening“. První z nich je založený na identifikaci inhibitoru, 

zpravidla pomocí high-throughput screeningu, působícího na specifický esenciální enzym 

známý buď jako cílová molekula klinicky užívaného léčiva, nebo určený na základě znalosti 

genetické informace. Ač se jedná o moderní a široce používaný přístup, má u nově 

navrženého cílení omezenou účinnost. Často se také podaří nalézt vysoce účinný inhibitor 

izolovaného enzymu, který však při následném testování na celých buňkách selže. 

Nejčastější vysvětlení spočívá v nedostatečné buněčné permeabilitě a/nebo alternativních 

metabolických drahách, cíl také nemusí být dostatečně validovaný. Naopak fenotypický 

screening v kultuře mykobakterií (tj. testování sloučenin na celých buňkách) vede daleko 

častěji k nalezení antimykobakteriální molekuly, mechanismus účinku pak musí být 

objasněn dodatečně. Tímto způsobem byly objeveny např. bedachilin a delamanid. Současný 

trend se opět začíná přiklánět k fenotypickému screeningu, ačkoli je delší a nákladnější. 

V obou případech je pak struktura nově objevené molekuly vzata jako základ pro chemické 

obměny.5,12,13 

Řadu problémů přináší i netuberkulózní (atypické) mykobakterie (NTM), původně 

zcela „ve stínu“ Mtb. Mezi NTM patří mnoho desítek druhů, nejčastěji se u pacientů 

vyskytují pomalu rostoucí Mycobacterium avium komplex a obtížně léčitelný rychle rostoucí 

druh Mycobacterium abscessus, nazývaný také „antibiotická noční můra“, dále 

Mycobacterium kansasii, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium fortuitum, 

Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium marinum a další druhy. Tyto ubikvitní, převážně 

environmentální bakterie se vzrůstající incidencí i častějším záchytem způsobují závažné 

infekce, a to nejen u imunokompetentních pacientů, ale především v případě imunodeficitu. 

V některých státech jsou častější než TB, za kterou někdy bývají zaměňovány. Infekce NTM 

postihují různé tkáně, namátkou plíce, kůži, měkké tkáně, kosti a klouby. Kombinační léčba 

je velice dlouhá (delší než u tuberkulózy) a obtíže způsobuje také vysoká míra přirozené i 

získané rezistence, problémem je též její stanovení. Současná terapeutická schémata 

zahrnující jen několik málo druhů léčiv mají proto omezenou účinnost, dlouhodobé podávání 

vede k nežádoucím účinkům, a proto zde existuje velká poptávka po nových, účinnějších 

léčivech, ideálně baktericidních a s dobrou intracelulární účinností.14,15,16 

Rezistence se samozřejmě netýká pouze mykobakterií, ale je vlastní celé řadě 

problematických patogenů. Mezi grampozitivními bakteriemi jde na prvním místě 
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o methicilin-rezistentní Staphylococcus aureus, který si díky selekčními tlaku vyvinul 

odolnost k methicilinu a drtivé většině dostupných β-laktamových antibiotik. Tento kmen 

byl poprvé hlášen na začátku 60. let 20. století. Mechanismus rezistence spočívá buď 

v produkci β-laktamas, enzymů hydrolyzujících tato antibiotika, nebo v modifikaci cílového 

místa těchto antimikrobních léčiv. MRSA kmeny jsou oproti těm citlivým (methicillin-

susceptible S. aureus, MSSA) obtížněji léčitelné, a tudíž nebezpečnější, zejména u pacientů 

s oslabeným imunitním systémem. Podle zdroje nákazy rozlišujeme dva typy – komunitní a 

nemocniční (hospital-associated) MRSA; MRSA se uplatňuje jako nejčastější rezistentní 

patogen nosokomiálních infekcí. Ale i v běžné populaci roste jeho incidence, může 

způsobovat infekce v celé řadě lokalizací, např. kůže a podkoží, endokarditidu, 

osteomyelitidu, pneumonii, invazivní infekce atp. Spektrum léčiv použitelných k léčbě 

MRSA je omezené, nové molekuly nejsou na trh uváděny s dostatečnou rychlostí. 

Na prvním místě se jedná o glykopeptid vankomycin, ovšem protože je hojně využíván 

nejen v této indikaci, rezistence narůstá. Dále je možné podávat klindamycin, některé 

aminoglykosidy, tetracykliny, nověji byly zavedeny např. oxazolidinon linezolid, lipopeptid 

daptomycin, lipoglykopeptidy telavancin, oritavancin a dalbavancin, cefalosporiny 

ceftobiprol a ceftarolin. Na všechny se ovšem též může vyvinout rezistence; proto zde 

existuje objektivní potřeba inovativních léčiv.17,18,19 

Ani v případě patogenních hub není situace příznivá, kromě nárůstu rezistence také 

stoupá virulence, a tudíž morbidita a mortalita, což přináší problémy zejména 

u imunokompromitovaných jedinců. Ohroženi jsou zejména pacienti s imunodeficitem, 

onkologičtí, po transplantaci či léčení kortikoidy a jinými imunosupresivy. Používaná léčiva 

patří do několika málo chemických skupin a působí pouze na omezený počet buněčných 

cílů, navíc mají mnohé nevýhody jako je úzké spektrum, závažné vedlejší účinky, interakční 

potenciál či nevhodnou farmakokinetiku. Celkově lze hovořit o urgentní potřebě nových 

léčiv i v této oblasti, ideálně působících také proti biofilmům. Mezi problémové druhy patří 

kandidy (Candida albicans i non-albicans druhy), aspergily, fusarie a další.20,21 

  



- 14 - 

 

3. Vývoj v oblasti malých antimikrobních molekul 

Vzhledem k uvedeným faktům týkajících se požadavků na nová léčiva aktivní 

proti mykobakteriím, dalším bakteriálním druhům a houbám včetně rezistentních kmenů, se 

zabýváme designem, syntézou, hodnocením a studiem mechanismu účinku nových 

antimikrobních látek různých chemických struktur. Výzkum je orientovaný jak 

na modifikace známých antimikrobních léčiv, tak na nové strukturní motivy. 

Standardní panel testovaných mikroorganismů zahrnuje čtyři kmeny mykobakterií 

(plně citlivý kmen M. tuberculosis 331/88, tj. H37Rv, M. avium 330/88, M. kansasii 235/80 

a klinický izolát 6509/96), čtyři grampozitivní bakteriální kmeny (Staphylococcus aureus 

CCM 4516/08 – MSSA, Staphylococcus aureus H 5996/08 – MRSA, Staphylococcus 

epidermidis H 6966/08, Enterococcus faecalis J 14365/08), čtyři kmeny gramnegativních 

bakterií (Escherichia coli CCM 4517, Klebsiella pneumoniae D 11750/08, Klebsiella 

pneumoniae produkující širokospektré β-laktamasy J 14368/08, Pseudomonas aeruginosa 

CCM 1961) a také osm kmenů hub: Candida albicans ATCC 44859, Candida tropicalis 

156, Candida krusei E28, Candida glabrata 20/I, Trichosporon asahii 1188, Aspergillus 

fumigatus 231, Lichtheimia (Absidia) corymbifera 272 a Trichophyton interdigitale 

(mentagrophytes) 445. Nejúčinnější antituberkulotika jsou dále testována proti MDR 

kmenům s různým profilem rezistence a jednomu XDR-TB kmenu (Praha 131; rezistentní 

vůči INH, rifamycinům, EMB, streptomycinu, ofloxacinu, gentamicinu a amikacinu).  

Cytotoxické a/nebo cytostatické účinky jsou studovány na buňkách lidského 

hepatocelulárního karcinomu (HepG2) a lidské monocytární linie MonoMac6, cytotoxicita 

některých sérií byla testována i na dalších buňkách liniích (vysoce chemosenzitivní myší 

bone marrow-derived macrophages, BMM; lidské peripheral blood mononuclear cells, 

PBMC). HepG2 slouží jako in vitro model hepatotoxicity, protože jaterní tkáň představuje 

nejpravděpodobnější cíl orgánové toxicity známých antituberkulotik, ostatní linie jako 

modely makrofágů. Poměr IC50/MIC představuje index selektivity (SI), jehož hodnota vyšší 

než 10 představuje v analogii s terapeutickým indexem akceptovatelnou selektivitu. 

Následuje přehled skupin studovaných typů molekul. 

 

3.1. Salicylanilidy a jejich deriváty 

Salicylanilidy (N-fenyl-2-hydroxybenzamidy; Obr. 1) a jejich deriváty jsou 

chemicky relativně jednoduché molekuly, které však mají řadu zajímavých využitelných 

biologických účinků: antibakteriální včetně antimykobakteriální, antifungální, 
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antiprotozoální,22,23,24 „uncoupling“ aktivita,24,25 protizánětlivé,26 cytotoxické a 

protinádorové působení,27,28 inhibice osteoresorpce29 a fotosyntézy (potenciální herbicidy),30 

ovlivňují iontové kanály31 a další. Mezi salicylanilidy patří mj. i léčiva niklosamid a 

klosantel. Antimikrobní aktivitu a v té době aktuální poznatky o mechanismu účinku 

salicylanilidů a především jejich esterů jsme shrnuli v práci22 a protivirové účinky 

salicylamidů potom v review.32 Naše pokusy o přípravu protivirových salicylanilidů ale 

nevedly k vysoce účinným derivátům. 

 
Obrázek 1. Obecná struktura salicylanilidů 

 

Na Katedře organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity 

Karlovy se výzkum salicylanilidových derivátů a jejich antimykobakteriálního působení 

provádí již přes dvacet let. Započala s nimi skupina prof. Karla Waissera (např.33,34,35,36,37) a 

ve výzkumu posléze pokračovala prof. Jarmila Vinšová s kolektivem, přičemž těžištěm 

jejich práce byly salicylanilidy modifikované na hydroxylové skupině (estery s karboxylo-

vými kyselinami,38,39,40 karbamáty41) a studium vztahů mezi strukturou a biologickou 

aktivitou, v čemž pokračoval i autor této práce, a to v práci diplomové42 i disertační.43 

Podařilo se připravit několik salicylanilidů, které byly srovnatelné s INH vůči Mtb. 

H37Rv (MIC 1 µM), na NTM byly dokonce účinnější. Bylo zjištěno, že antimykobakteriální 

aktivita pozitivně koreluje s elektron-akceptorovými vlastnostmi a hydrofobicitou 

substituentů v anilidové části molekuly, na salicylu jsou nejvýhodnější brom a chlor 

v poloze 5, obecně pak malé lipofilní elektron-akceptorní substituenty. Mezi hlavní výhody 

salicylanilidů patří jejich širokospektrální antimykobakteriální aktivita, účinnost proti INH-

rezistentním kmenům, struktura odlišná od zavedených antituberkulotik a snadná syntetická 

dostupnost. Toxicita nebyla bohužel publikována.36 Mezi nevýhody naopak patří 

cytotoxické působení, lokální dráždivost, nízká biodostupnost a permeabilita skrze 

biologické bariéry i malá rozpustnost ve vodě. Za nežádoucí působení zodpovídá fenolická 

skupina, která je však zároveň nezbytná pro antimikrobní aktivitu. Její maskování tak může 

pomoci s redukcí těchto nežádoucích účinků (mj. změnou fyzikálně-chemických vlastností) 

či přinést zvýšení aktivity.22,44,45 

Proto byly navrženy a připraveny lipofilnější deriváty se zablokovanou fenolickou 

skupinou, první taková studie zabývající se salicylanilidovými acetáty byla inspirována 
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acetylsalicylovou kyselinou. Tyto estery měly vynikající antimykotickou aktivitu 

(≥0,49 µM) a v porovnání s výchozími salicylanilidy obdobnou či lepší antimykobakteriální 

aktivitu. Ukázalo se, že je výhodné substituovat polohu 4 anilinu, resp. současně polohy 3 a 

4.38 Dvě následné práce39,40 se týkaly esterů halogenovaných salicylanilidů s neutrálními Z-

aminokyselinami (Gly, Ala, Val, Phe). I tyto estery měly antifungální39 a antituberkulotickou 

aktivitu,39,40 působily proti atypickým mykobakteriím, přičemž ty nejlepší z nich byly 

z hlediska toxicity selektivní pro Mtb. Měření stability ukázalo, že jsou hydrolyzovány 

v neutrálním a mírně kyselém prostředí, přičemž t1/2 jsou v rozmezí 14-34 min.40 Velmi 

dobrou aktivitu vykazují i salicylanilidové n-alkylkarbamáty s účinností proti Mtb. H37Rv 

(MIC 0,5-4 µM) i NTM (1-32 µM). Důležitým zjištěním bylo, že současně inhibují spektrum 

MDR- a XDR-TB kmenů v identických koncentracích, bez zkřížené rezistence a 

s dostatečnou selektivitou. Oproti esterům vykazují větší hydrolytickou stabilitu – v kyselém 

prostředí se nerozkládají, v zásaditém a neutrálním ano, avšak s mnohem delším poločasem 

(při fyziologickém pH 7,4 je to 43 hod).41  

Je tedy zřejmé, že tyto modifikace smysl a přínos mají a mohou nabídnout sloučeniny 

s výhodnějšími vlastnostmi oproti parentním salicylanilidům. Na tomto základě jsme 

připravili a zhodnotili mnoho desítek analog, obvykle s vystupňovanou širokospektrální 

antimykobakteriální aktivitou. Podařilo se nám také identifikovat aktivitu těchto derivátů 

vůči grampozitivním bakteriím včetně MRSA, jako inhibitorů acetylcholinesterasy (AChE) 

a butyrylcholinesterasy (BChE) a také jsme pracovali na vysvětlení mechanismu 

antituberkulotického účinku. 

 

3.1.1. Salicylanilidové deriváty s volnou hydroxylovou skupinou 

Během vývoje salicylanilidových derivátů jsme připravili sloučeniny s novými 

substituenty na jednom či obou aromatických jádrech, salicylovém i anilinovém.44,46,47,48  

Na základě předchozích poznatků o SAR36 (NO2 skupinu navíc obsahuje řada 

potenciálních antituberkulotik)47,49 a in silico predikce vlastností jsme připravili anilidy 

isomerních nitrosalicylových kyselin a stanovili jejich antibakteriální, antimykobakteriální 

a antifungální aktivitu a také cytotoxicitu. Nitrosalicylanilidy (Obr. 2) inhibovaly Mtb. 

s MIC 2-32 µM, přičemž nejaktivnější byl 2-hydroxy-4-nitro-N-[4-

(trifluormethyl)fenyl]benzamid a obecně 4-nitrosalicylové sloučeniny, v anilidové části se 

osvědčila CF3 skupina v mono- či disubstituci. Naopak nejméně efektivní byly deriváty 3-

nitrosalicylové kyseliny a nitroanilinů. MIC vůči M. avium byly podstatně vyšší (≥32 µM). 

4-Nitrosalicylanilidy byly též nejvíce účinné proti stafylokokům včetně MRSA kmene 
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(od 0,98 µM), kdežto gramnegativní bakterie, enterokoky i patogenní houby byly rezistentní. 

I když byla pro tyto sloučeniny in silico vypočtena nízká toxicita, působily značně toxicky 

na HepG2 buňky (SI ≤1,113).47 

 

Obrázek 2. Nitrosalicylanilidové deriváty 

 

Protože slabé elektron-akceptorní substituenty na salicylovém jádře v polohách 4 a 5 

zvyšují antituberkulotickou aktivitu, připravili jsme sérii salicylanilidů odvozených od 4,5-

dihalogenovaných (Br, Cl) salicylových kyselin (Obr. 3) a porovnali je s analogy 

substituovanými na tomto jádře pouze jedním halogenem. Ze syntetického pohledu bylo 

nutné připravit výchozí dihalogenované kyseliny, neboť nejsou komerčně dostupné. 

Výsledné dihalogenované sloučeniny měly nízké hodnoty MIC proti Mtb. H37Rv (1-4 µM), 

nebyly však podstatně účinnější než monohalogenovaná analoga. Poprvé jsme také 

systematicky zkoumali účinnost anilidů 4-bromsalicylové kyseliny. Jak bylo zjištěno, tak 

tyto sloučeniny mají největší selektivitu (SI až 8,84) a byly účinné proti MDR- a XDR-TB 

kmenům v koncentracích od 0,5 µM. Bromderiváty jsou zpravidla lepší než chlorované a 

pro substituci anilinu je preferována CF3 skupina. Ani zde se nepodařilo vyhnout toxicitě 

(IC50 HepG2 v rozmezí 1,81-31,47 µM), ačkoli druhý halogen působil její žádoucí snížení.48 

 
Obrázek 3. Anilidy odvozené od mono- a dihalogenovaných salicylových kyselin 

 

Salicylanilidy substituované formylem či acetylem (Obr. 4) nebyly syntetizovány 

primárně za účelem vystupňované účinnosti, ale jako „konjugabilní“ deriváty pro vazbu 

na peptidový nosič. Jejich anti-TB aktivita se proto pohybuje v rozmezí 8,6-25,9 µM 

(H37Rv), resp. 15,0-64,7 µM (MDR-TB), proti M. abscessus jsou pak ještě méně aktivní 

(34,5-129,4 µM), zároveň tento účinek není selektivní.44 

 
Obrázek 4. Salicylanilidy nesoucí karbonylovou skupinu 
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Dále byly připraveny N-(4-benzoylfenyl)-2-hydroxybenzamidy (Obr. 5), opět jako 

potenciálně konjugovatelné salicylanilidy. MIC proti lékově citlivému a MDR-TB kmeni 

byly identické, 12,7 (R = Br) a 14,2 µM (R = Cl), proti M. abscessus byly tyto hodnoty 

dvojnásobné; cytotoxicita (MonoMac6) byla 21,8 a 48,0 µM.46 Deriváty tohoto typu byly 

též modifikovány za vzniku Schiffových bází.50 

 
Obrázek 5. N-(4-Benzoylfenyl)-2-hydroxybenzamidy 

 

Z hlediska vývoje nových salicylanilidů jsme připravili dvě výše citované nové série 

a několik dalších derivátů. Podařilo se sice připravit sloučeniny vysoce účinné 

proti mykobakteriím včetně rezistentních kmenů (podali jsme první důkaz o účinnost 

samotných salicylanilidů vůči MDR- a XDR-TB) a některým grampozitivním bakteriím 

s nízkými hodnotami MIC, hlavní problém salicylanilidů (cytotoxicita a tedy nízká 

selektivita) však vyřešen nebyl. Naopak se nám podařilo připravit „konjugabilní“ 

salicylanilidy určené pro vazbu na peptidové drug delivery systémy (DDSs), z nichž některé 

byly úspěšně konjugovány. Salicylanilidy se částečně zabývá i dokončovaná disertační 

práce, kde je autor této práce konzultantem.51 Těžiště naší práce v oblasti salicylanilidů však 

byla rutinní syntéza „osvědčených“ nejúčinnějších derivátů pro další modifikace jejich 

fenolického hydroxylu a spojení s jinými bioaktivními molekulami. 

 

3.1.2. Salicylanilidové estery s různými typy kyselin 

Připravili jsme celou řadu esterů salicylanilidů s různými organickými kyselinami. 

Nejprve jsme se věnovali esterům karboxylových kyselin (Obr. 6, obecná struktura 

A),46,52,53,54,55,56,57,58,59 posléze benzensulfonové kyseliny60 (obecná struktura B) a kyselin 

na bázi fosforu61,62,63,64 (obecná struktura C).  
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Obrázek 6. Design salicylanilidových esterů (karboxylátů A, sulfonátů B, (thio)fosfátů C, 

(thio)karbamátů D) 

 

V návaznosti na dříve publikované estery salicylanilidů s chráněnými 

aminokyselinami,39,40 kde se ukázal být výhodný Z-fenylalanin, jsme připravili prvotní sérii 

jedenácti esterů halogenovaných salicylanilidů s N-acetyl-L-fenylalaninem (Obr. 7), tj. 

použili jsme jinou N-chránicí skupinu, aniž bychom ovšem plánovali následné odchránění.52 

Pokud je k esterifikaci použita fyziologická aminokyselina, může tento ester jako dočasný 

drug delivery systém zvyšovat buněčný uptake, neboť aminokyseliny mají specifické 

transportní systémy a jsou aktivně vychytávány z prostředí (nespecifický targeting). Tyto 

aminokyselinové estery byly standardně testovány proti panelu mikrobů a také jsme stanovili 

toxicitu pro PBMC. Deriváty byly velmi dobře účinné vůči všem mykobakteriálním 

kmenům s hodnotami MIC ≤0,25-32 µM, nejúspěšnější byl (S)-4-chlor-2-{[4-

(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}fenyl-2-acetamido-3-fenylpropanoát (Obr. 7; R1 = Cl, R2 

= 4-CF3) a jeho bromový isoster (R1 = Br), které též inhibovaly rezistentní kmeny (≤2 µM). 

Brom derivát byl také nejméně cytotoxický s dostatečným indexem selektivity, což bylo 

společné všem třem nejúčinnějším sloučeninám jak proti Mtb. H37Rv, tak rezistentním 

kmenům (SI až 195). Esterifikace vesměs zvýšila aktivitu salicylanilidů, výhodné byly ty 

připravené z 3,4-dichloranilinu a 4-(trifluormethyl)anilinu. Nejcitlivějším kmenem bylo 

Mtb., mírně odolnější je M. kansasii a nejvyšší hodnoty MIC mělo M. avium. Nenalezli jsme 
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přímou korelaci mezi lipofilitou a antimikrobní účinností, ačkoli se jedná o důležitý faktor 

ovlivňující aktivitu antimykobakteriálních molekul. Uvedené rysy jsou společné všem 

připraveným salicylanilidovým derivátům. Prvně jsme také prokázali, že estery 

salicylanilidů s aminokyselinami mají antibakteriální účinky vůči grampozitivním bakteriím 

v nízkých mikromolárních koncentracích (S. aureus včetně MRSA kmene, S. epidermidis, 

enterokoky; MIC ≥0,98 μM), kdežto gramnegativní bakterie jsou podstatně méně citlivé (E. 

coli, klebsiely) až zcela rezistentní (pseudomonády). Kromě výše uvedených derivátů jsou 

dobře účinné i 4-bromanilidy. I to je společné prakticky všem salicylanilidovým esterům. 

Také jsme zjistili antifungální aktivitu v koncentracích od 3,9 μM, nejcitlivějším kmenem 

(opět platí u našich esterů univerzálně) je vláknitá houba Trichophyton mentagrophytes, 

kdežto kvasinky tolerují podstatně větší koncentrace.52 Tyto vynikající výsledky vůči 

mykobakteriím (až 8× větší účinnost a radikálně snížená toxicita v porovnání se 

salicylanilidy, lepší než acetáty38 a estery Z-aminokyselin,39,40 minimálně srovnatelné 

s karbamáty41) nás motivovaly k syntéze celé řady dalších salicylanilidových esterů. 

 
Obrázek 7. Estery salicylanilidů s N-acetyl-L-fenylalaninem 

 

Estery aminokyselin jsme studovali i v rámci přípravy antimykobakteriálních a 

antimykotických N-[(fenylkarbamoyl)methyl]-2-hydroxybenzamidů65,66 („diamidů“), které 

byly identifikovány jako neočekávaný produkt při snaze odchránit estery Z-aminokyselin 

(Obr. 8). Benzyloxykarbonylová skupina (Z) byla odštěpena acidolyticky a při snaze převést 

vzniklý hydrobromid esteru bází na volný ester nebyl izolován tento očekávaný produkt, ale 

přesmykem vznikající N-[(fenylkarbamoyl)methyl]-2-hydroxybenzamid. Tento přesmyk 

byl studován z hlediska jeho versatility – ověřen různými substituenty v salicylové i 

anilinové části molekuly a diverzitou -aminokyseliny (fyziologické i nefyziologické 

různých vlastností, optické isomery, odlišné chránicí skupiny aj.). Ukázalo se, že přesmyk 

probíhá univerzálně bez ohledu na typ substituce. Zároveň jsme díky izolovaným 

meziproduktům přesmyku navrhli jeho mechanismus, který probíhá přes bicyklický 

intermediát. 
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Obrázek 8. Přesmyk vedoucí ke vzniku N-[(fenylkarbamoyl)methyl]-2-hydroxybenzamidů 

 

Dalšími studovanými estery byly benzoáty53,54 a posléze rozličné 4-substituované 

benzoáty.55,56,57 Výchozí premisou byl fakt, že kyselina benzoová má sama o sobě 

antimikrobní účinky proti bakteriím i houbám.53,67 Dojde tak ke spojení dvou bioaktivních 

struktur do jedné molekulární entity, což by mohlo resultovat nejenom ve zvýšené lipofilitě, 

ale zejména ve vzájemné podpoře účinku (synergii či alespoň aditivitě).68 

Benzoáty se ukázaly být účinnými vůči grampozitivním bakteriím bez ohledu 

na výskyt rezistence na methicilin (MIC ≥0,98 μM), nejúčinnějšími se ukázaly, podobně 

jako u mykobakterií, 4- a 5-chlor-2-[(3,4-dichlorfenyl)karbamoyl]fenyl-benzoáty a 

odpovídající trifluormethylová analoga, jeden derivát dokonce inhiboval v nízkých 

koncentracích i P. aeruginosa (7,81-15,62 µM). Antifungální aktivita je zřetelně nižší, 

účinných bylo pouze několik sloučenin s hodnotami MIC od 3,9 µM, a to jen proti některým 

kmenům.53 Naopak aktivita vůči mykobakteriím byla podstatně lepší (0,25-16 µM), a to 

včetně M. avium. Nejúčinnější deriváty byly vysoce aktivní i proti MDR- a XDR-TB 

v rozmezí koncentrací 0,25-2 µM bez závislosti na profilu rezistence; některé z nich byly 

proti rezistentním izolátům účinnější než vůči lékově citlivému kmeni (až 8×). Vztahy 

struktura-aktivita byly identické jako u předchozích esterů. Pozitivním zjištěním byl vzestup 

aktivity vzhledem k samotným salicylanilidům (až 8×) a současně signifikantní pokles 

cytotoxicity (buněčná linie HepG2) v případě sloučenin 5-chlorsalicylové kyseliny, který je 

bohužel nedostatečný, neboť hodnoty SI přesáhly hodnotu 10 jen v případě lékově 

rezistentních kmenů.54 
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Vzhledem k vysoce pozitivnímu vlivu přítomnosti CF3 skupiny na anilinovém jádře, 

nejlépe v poloze 4, jsme se rozhodli tuto skupinu zavést i do struktury kyseliny použité 

k esterifikaci a připravit tak 4-(trifluormethyl)benzoáty, iniciálně hodnocené spolu s jejich 

parentními salicylanilidy jako potenciální antifungální léčiva. Vystupňovaná lipofilita těchto 

esterů, ač byla naším záměrem, vedla k problémům s rozpustností v testovacím médiu, což 

vyřadilo z hodnocení mnoho derivátů. Plísně, zejména T. mentagrophytes a Absidia 

corymbifera, byly citlivější než kvasinky (MIC od ≤0,49 µM, resp. od 1,95 µM). 

Nejúčinnějším salicylanilidem se ukázal N-(4-bromfenyl)-4-chlor-2-hydroxybenzamid, 

esterem pak jeho 4-(trifluormethyl)benzoát, dobře účinné jsou i N-[4-(trifluormethyl)fenyl] 

deriváty. Preferovány jsou sloučeniny 5-chlorsalicylové kyseliny a obecně též 3-

substituovaných anilinů. Nelze ovšem říci, že esterifikace vždy vede k vyšší inhibici růstu 

hub, některé estery měly jen velmi nízkou aktivitu, jiné byly naopak výrazně účinnější 

než salicylanilidy. 4-(Trifluormethyl)benzoáty dosáhly lepší in vitro účinnosti než předešlé 

benzoáty.55 Problémy s rozpustností se vyskytly i při hodnocení antibakteriálních vlastností. 

Nicméně molekuly, které se podařilo otestovat, vykazují vysokou účinnost 

proti grampozitivním kmenům včetně MRSA a enterokoků s MIC od ≤0,49 µM, lepší 

než jiné salicylanilidové estery. MIC pro mykobakterie se pohybovaly v rozmezí 0,5-32 μM, 

nejlepším byl v souladu s přechozími poznatky a účinností výchozích salicylanilidů 4-chlor-

2-{[4-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}fenyl-4-(trifluormethyl)benzoát. I zde substituce 

fenolického hydroxylu zvyšuje zpravidla aktivitu (až 8×), někde je stejná, pouze estery 5-

brom-2-hydroxy-N-[4-(trifluormethyl)fenyl]benzamidu jsou méně účinné. 4-CF3-benzoáty 

s MIC ≤1 μM jsme otestovali proti panelu MDR- a XDR-TB kmenů, přičemž jejich aktivita 

byla identická nebo dokonce lepší než v případě H37Rv. Zavedení další CF3 skupiny 

do molekuly antimykobakteriální účinnost (oproti houbám) nezvyšuje. Negativem zůstává 

vysoká cytotoxicita (HepG2) nejúčinnějších derivátů s hodnotami IC50 1,33-4,82 µM a tím 

i nedostatečná selektivita (SI <10), i když lepší než u výchozích salicylanilidů. Alternativně 

se lze na tuto skupinu dívat jako na potenciální „anticancer“ léčiva s přídatnými 

širokospektrálními antimikrobními účinky.56 Ve studiu cytotoxických a cytostatických 

účinků salicylanilidových analog pokračujeme ve spolupráci s Maďarskou akademií věd, 

vybrané sloučeniny mají vynikající aktivitu i proti leukemickým buňkám a 

chemorezistentnímu glioblastomu; některé deriváty indukují apoptosu rakovinných buněk.  

Zjištění, že substituce na kyselině použité k esterifikaci má značný vliv na aktivitu, 

nás přivedlo k designu a syntéze esterů tří nejaktivnějších salicylanilidů a různých 4-

substituovaných benzoových kyselin. Použili jsme substituenty s různými elektronovými 
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efekty (Br, NO2, CH3) a uvedli je do kontextu s předchozími benzoáty a 4-CF3-benzoáty. 

Hodnoty MIC byly v případě všech mykobakterií uniformně velmi nízké (≤0,125-8 µM), 

rezistentní tuberkulózní kmeny byly opět významně citlivější. Naopak houby byly převážně 

rezistentní včetně T. mentagrophytes a proti stafylokokům účinkovaly jen dva deriváty, zato 

s velmi nízkými hodnotami MIC ≤0,49 µM, citlivý byl i enterokok. Ani jeden z esterů nebyl 

cytotoxický v koncentraci 50 µM, což vede k velmi vysokým hodnotám SI jak u koků, tak 

mykobakterií, většina sloučenin však působila cytostaticky (antiproliferativně) v nízkých 

mikromolárních koncentracích. Proti MDR- a XDR-TB kmenům byl nejúčinnější 4-chlor-

2-[(3,4-dichlorfenyl)karbamoyl]fenyl-4-brombenzoát (0,125-0,5 µM), který se uplatnil 

nejen proti mykobakteriím, proti NTM pak byl nejlepší 4-brom-2-{[4-

(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}fenyl-4-nitrobenzoát (0,5-2 µM).57 

Přístup tzv. „mutual prodrugs“ jsme aplikovali při přípravě 2-(fenylkarbamoyl)fenyl-

pyrazin-2-karboxylátů (Obr. 9, R3 = H).58,59 Pyrazin-2-karboxylová (POA) kyselina je 

aktivním metabolitem antituberkulotika pyrazinamidu, sama o sobě je ovšem jen velmi málo 

antimykobakteriálně aktivní. Problém spočívá zejména v nízkém buněčném uptake jako 

konsekvence značné hydrofility, její lipofilní estery mají aktivitu podstatně vyšší. Hlavní 

příčinou rezistence na PZA je defektní nikotinamidasa/pyrazinamidasa, enzym 

hydrolyzující PZA na POA. Příprava proléčiv (esterů) POA tak může představovat způsob, 

jak tento problém překonat. Jak přesně PZA a POA působí, není známo, ačkoli byla navržena 

celá řada možných mechanismů účinku a možných targetů.59,69,70 Tuto skupinu esterů lze 

proto považovat jak za proléčiva salicylanilidů, tak POA. 

Pyrazinoáty sice vykázaly velmi dobrou aktivitu v základním screeningu (0,5-8 µM 

proti Mtb. H37Rv a 1-32 µM u NTM, která jsou na PZA přirozeně necitlivá), nebyly ale mezi 

estery nijak výjimečné. Naopak klíčovým výsledkem je jejich výrazně vyšší, excelentní 

účinnost na MDR- a XDR-TB s hodnotami MIC ≤0,125-2 µM bez zkřížené rezistence 

k užívaným léčivům. Patří tak, i přes komparativně nižší lipofilitu, k nejúspěšnějším 

salicylanilidovým derivátům, nejaktivnějším byl 4-chlor-2-{[4-

(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}fenyl-pyrazin-2-karboxylát (≤0,25 µM; Obr. 9, R1 = 4-Cl, 

R2 = 4-CF3, R
3 = H). SAR nijak nevybočují. U těchto kmenů jsme navíc zjistili dostatečný 

index selektivity stanovený na HepG2 (až 64), z tohoto pohledu vyšel nejlépe isosterní 4-

bromderivát, také vysoce účinný a nejméně toxický. U Mtb. a M. kansasii je zřejmý 

aditivní/synergický efekt obou složek, přičemž kombinace obou entit v jedné molekule 

chemickou vazbou vede k lepšímu účinku než jejich prostá směs v ekvimolárním poměru, 

patrně díky lepšímu prostupu skrze mykobakteriální buněčnou stěnu a následné 
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intracelulární hydrolýze na výchozí složky. Kromě tohoto zlepšeného průniku lze uvažovat 

i o farmakodynamické synergii. Antimykobakteriální účinnost taktéž připravených methyl- 

a 4-chlorfenyl-pyrazinoátu byla nízká (≥250 µM), což indikuje důležitost salicylanilidového 

„scaffoldu“. I v tomto případě ovšem estery zůstávají cytotoxické, ač méně než výchozí 

sloučeniny.59 Pyrazinoáty inhibují také růst bakterií a hub, opět byly nejcitlivější všechny tři 

kmeny stafylokoků (MSSA, MRSA, S. epidermidis; MIC od 0,98 µM), dále Enterococcus, 

ačkoli na něj některé sloučeniny působily jen bakteriostaticky. Atypicky byl nejaktivnější 5-

chlor-2-[(3-chlorfenyl)karbamoyl]fenyl-pyrazin-2-karboxylát (MIC 0,98-7,81 µM; Obr. 9, 

R1 = 5-Cl, R2 = 3-Cl, R3 = H), který navíc ve stejných koncentracích spolu s jeho isomerem 

unikátně inhiboval vysoce problémový gramnegativní patogen P. aeruginosa. Není zřejmý 

rozdíl mezi isomerními chlorsalicylovými kyselinami ani mezi 5-brom- a chlorsalicylovou 

kyselinou, výhodná je substituce anilinu v poloze 3. Naopak dle předpokladů 2-[(4-

bromfenyl)karbamoyl]-4 (či 5)-chlorfenyl-pyrazin-2-karboxylát působily nejsilněji 

antifungálně (3,9-15,62 µM), navíc se širokým spektrem účinku, a to na vláknité houby 

fungicidně, na kandidy pouze fungistaticky. Proti plísním, zejména T. mentagrophytes, se 

osvědčily i deriváty 4-CF3-anilinu (MIC ≥1,95 µM).58 

 
Obrázek 9. Struktura salicylanilidových pyrazin-2-karboxylátů 

 

V navazující studii jsme se zabývali estery nejaktivnějších polyhalogenovaných 

salicylanilidů s kyselinou 5-chlorpyrazin-2-karboxylovou (Obr. 9, R3 = Cl), nejen za účelem 

vystupňování anti-TB aktivity, ale i jako potenciálními „konjugabilními“ molekulami 

pro inkorporaci do DDSs. Příslušná kyselina má sama o sobě antimykobakteriální vlastnosti, 

inhibuje biosyntézu mastných kyselin a působí též na PZA-rezistentní kmeny. Lipofilnější 

5-chlorpyrazinoáty byly vysoce účinné proti citlivým i rezistentním kmenům Mtb. i M. 

abscessus (MIC 1-2 µM, resp. 1-5,5 µM). Jako první jsme objevili, že salicylanilidové 

deriváty inhibují tento kmen rezistentní na celou řadu léčiv (INH, RIF, PAS, thioamidy, 

polypeptidy, chinolony, tetracykliny a většinu aminoglykosidů) v nízkých mikromolárních 

koncentracích. 3,4-Dichloranilidy byly mírně účinnější než 4-CF3-anilidy. Esterifikace 

zachovává či zlepšuje aktivitu, naopak cytotoxicitu nikterak významně neovlivnila 
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(MonoMac6; SI ≤9,2). Zároveň jsme sledovali hydrolytickou stabilitu v testovacím médiu, 

zjištěný t1/2 byl ≈3,7 h, rozklad byl kompletní za 29 h. Potvrdili jsme, že se tyto estery jako 

proléčiva rozkládají na výchozí sloučeniny.46 

Kromě karboxylátů jsme připravili i estery benzensulfonové kyseliny (Obr. 6, obecná 

struktura B). Mezi nimi se ukázal nejaktivnější proti Mtb. 4-chlor-2-{[4-

(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}fenyl-benzensulfonát (MIC 1 µM), který byl ale inaktivní 

vůči NTM, kde byl naopak nejúčinnější jeho 5-chlor isomer (M. kansasii 2-4 µM). M. avium 

bylo inhibováno od 8 µM. Souhrnně řečeno, benzensulfonáty nepřekonaly svou účinností 

karboxyláty, nejcitlivějším kmenem bylo Mtb. (1-16 µM). Lepší účinek měly deriváty 

kyseliny 5-chlorsalicylové než 4-isomery, mezi aniliny pak 3- a 4-CF3- nebo 3,4-

dichloraniliny, nejméně výhodný byl 4-fluoranilin. Aktivita proti MDR kmenům ani jiným 

bakteriím a houbám nebyla testována.60 

Nově studovanou skupinou byly estery s deriváty kyseliny thiofosforečné61 a 

fosforečné (Obr. 6, obecná struktura C).62,63,64 

Nejprve jsme připravili sérii diethyl-2-(fenylkarbamoyl)fenyl-thiofosfátů. Mtb. se 

ukázalo opět jako nejcitlivější (MIC 4-62,5 µM), naopak aktivita vůči M. avium byla nízká 

(≥62,5 µM), M. kansasii bylo svou citlivostí intermediární (16 až >500 µM). SAR byly 

analogické jako u většiny předchozích esterů. Z hlediska vývoje vysoce účinných 

antimykobakteriálních sloučenin tato modifikace nesplnila účel, zaostala za salicylanilidy, 

zejména proti NTM. Protože thiofosfáty patří mezi známé inhibitory cholinesteras, 

otestovali jsme je ve spolupráci s Univerzitou Pardubice vůči acetylcholinesterase a 

butyrylcholinesterase – šlo o naši první takovouto studii. Slibné výsledy ukázaly, že všechny 

sloučeniny inhibují oba enzymy (IC50 8,04-20,2 µM), přičemž lepší inhibice AChE dosáhly 

deriváty chlorsalicylových kyselin, pro inhibici BChE jsou výhodné fluorované aniliny. Jde 

o doposud nepřekonané inhibitory AChE založené na salicylanilidové struktuře, 

nejefektivnější byl O-{5-chlor-2-[(3-fluorfenyl)karbamoyl]fenyl}-O,O-diethyl-thiofosfát 

(Obr. 10). Žádný ester nebyl horší než léčivo rivastigmin, u BChE byly nejlepší sloučeniny 

srovnatelné také s galantaminem. Předpokládáme, že klíčovým faktorem 

antimykobakteriální aktivity je salicylanilidová část, která však v případě inhibice 

cholinesteras slouží jako nosič pro thiofosfátovou skupinu.61 
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Obrázek 10. Nejúčinnější thiofosfátový inhibitor cholinesteras 

 

Oproti tomu analogické méně lipofilní diethyl-fosfáty se ukázaly být účinnějšími 

antimikrobními sloučeninami. MIC proti mykobakteriím byly v rozmezí 0,5-62,5 µM, 

proti rezistentním kmenům působily nejlepší deriváty uniformně (MIC = 1 µM). Oproti 

jiným esterům mají fosfáty vystupňovanou účinnost na M. avium. Nejlepších hodnot dosáhl 

5-chlor-2-{[4-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}fenyl-diethyl-fosfát (MIC 0,5-4 µM), 

následován jeho 4-chlor isomerem a 4-brom analogem. Další SAR byly analogické 

předchozím zjištěním. Stafylokoky včetně MRSA byly inhibovány od 1,95 µM, ostatní 

kmeny byly necitlivé, antifungální aktivita byla poněkud nižší (MIC ≥3,91 µM), řada 

sloučenin byla ovšem inaktivních. Vynikající aktivitu proti grampozitivním bakteriím mají 

deriváty 5-bromsalicylové kyseliny, trifluormethylovaných a bromovaných anilinů, což je 

obecný rys většiny našich esterů. Ani diethyl-fosfáty se zcela nevyhnuly hepatotoxicitě, byly 

však méně toxické než výchozí salicylanilidy (IC50 1,6-33,8 µM). Design této skupiny 

vycházel z poznatků o fosfotriesterových proléčivech a jejich metabolismu, chemické 

stabilitě a následně snadné enzymatické hydrolýze v místě působení.62 U těchto esterů jsme 

se věnovali také zkoumání mechanismu účinku.63 

Vzhledem k tomu, že fosfátová skupina je všeobecně známý farmakofor 

pro ireversibilní inhibici cholinesteras,71 také diethyl-fosfáty byly testovány na tuto aktivitu. 

Zjištěné hodnoty IC50 byly v rozmezí 0,9 až 86,3 µM, přičemž BChE byla inhibována 

podstatně silněji. Vůči AChE fosfáty překonaly účinnost rivastigminu, některé měly u BChE 

dokonce nižší hodnoty IC50 než léčiva rivastigmin i galantamin. Deriváty 4-chlorsalicylové 

kyseliny se ukázaly nejúčinnější, nejvíce 2-[(3-bromfenyl)karbamoyl]-5-chlorfenyl-diethyl-

fosfát. Oproti předpokladům jsme experimentálně prokázali, že tyto sloučeniny nejsou 

ireversibilními inhibitory jako drtivá většina známých fosfátů, ale působí pseudo-

ireversibilně, podobně jako karbamát rivastigmin. Ačkoli podle literatury by měly být 

fosfáty inhibující cholinesterasy toxičtější než isosterní thiofosfáty, poměřováno mírou 

inhibice AChE jsme nalezli globálně opačnou závislost, ač v případě BChE bylo 

identifikováno několik vysoce účinných fosfátů.64 
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Ve studiu problematiky derivátů kyselin na bázi fosforu jsme pokračovali a pro velmi 

dobré výsledky byla tato skupina sloučenin patentována v České republice72 a dále byla 

podána i mírně rozšířená mezinárodní patentová přihláška.73 Chemicky se jedná o různě O-

substituované fosfáty, fosfináty, fosfonáty a strukturně inovativní 2-substituované 3-difenyl-

3-hydrobenzo[e][1,3,2]oxazafosfinin-4-on 2-oxidy (Obr. 11). Těmto sloučeninám je vlastní 

vysoká antituberkulotická aktivita od 0,5 µM i na MDR a XDR kmeny a snížená toxicita. 

 
Obrázek 11. Obecná struktura 3-difenyl-3-hydrobenzo[e][1,3,2]oxazafosfinin-4-on 2-oxidů 

 

Antimykobakteriální aktivita je prakticky univerzální vlastností salicylanilidových 

esterů. Obecně lze shrnout, že celá řada z nich má účinnost proti Mtb. H37Rv srovnatelnou 

s INH, případně jsou jen o něco méně aktivní. Neexistuje zde zkřížená rezistence s celou 

řadou užívaných antituberkulotik (INH, rifamyciny, EMB, streptomycin, gentamicin, 

amikacin, klofazimin, fluorochinolony), neboť MDR- a XDR-TB kmeny odolné vůči těmto 

léčivům jsou inhibovány ve stejných, velmi často dokonce nižších koncentracích než plně 

citlivý kmen H37Rv, a toto aktivita není závislá na profilu rezistence. Unikátní je účinnost 

proti NTM, zejména M. abscessus. Salicylanilidové estery jsou pochopitelně lepší než INH 

vůči INH-rezistentním kmenům NTM (M. avium, M. kansasii 235/80), u částečně citlivého 

klinického izolátu M. kansasii jsou aktivity srovnatelné, resp. některé estery jsou výrazně 

lepší, jiné mají hodnoty MIC analogické nebo vyšší. Při porovnání účinnosti s PAS, 

strukturně blízkým antimykobakteriálním léčivem druhé linie, vychází naše deriváty (estery 

včetně karbamátů) všeobecně lépe proti všem kmenům. Většina esterů má zároveň 

v porovnání s výchozími salicylanilidy alespoň mírně sníženou cytotoxicitu (bohužel 

testovanou na vzájemně se lišících buněčných liniích i na různých pracovištích), a tudíž 

zlepšené hodnoty SI (v řadě případů vyšší než 10), ačkoli vysloveně nízkou toxicitu mají jen 

některé skupiny (s N-acetyl-L-Phe a vybrané 4-substituované benzoáty). Z hlediska SAR 

jsou všeobecně nejvýhodnější estery halogenovaných salicylanilidů odvozených od 5-Cl- a 

5-Br-salicylové kyseliny (ty bývají nadto zpravidla méně toxické), 3,4-dichloranilinu nebo 

(trifluormethyl)anilinu, ideálně v poloze 4 (obecně preferované), následuje 4-bromanilin. 

Naopak nevýhodné jsou deriváty monofluorované. Estery mají většinově lepší nebo 

podobnou aktivitu jako samotné salicylanilidy. Nenalezli jsme přímou korelaci 

antimykobakteriální účinnost-lipofilita, jakkoli se jedná o klíčový parametr nutný mj. 
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pro nespecifický prostup skrze vysoce lipofilní buněčnou stěnu mykobakterií.  

Estery sdílí také vynikající účinnost vůči stafylokokům, zejména S. aureus včetně 

MRSA kmene, kde neexistuje zkřížená rezistence s β-laktamem methicilinem. Enterococcus 

bývá o něco méně citlivý, gramnegativní bakterie jsou až na výjimky zcela necitlivé, ev. 

mají vysoké hodnoty MIC. Nejefektivnější sloučeniny jsou minimálně srovnatelné 

s benzylpenicilinem u citlivých kmenů a lepší než bacitracin. Přítomnost 4-bromanilinu a 

CF3-anilinu v molekule je spojená s vyšším účinkem, a to i u patogenních hub. Právě 

antimykotická aktivita bývá o něco nižší a není tak univerzální jako v případě bakterií: 

některé série jsou poměrně málo účinné, v jiných se našlo jen několik dobře účinných 

sloučenin. Citlivější než kvasinky jsou vláknité houby (plísně), především Trichophyton 

mentagrophytes. Esterifikace výchozích salicylanilidů pak nemusí vést vždy ke stejné nebo 

lepší aktivitě. 

Inhibitory AChE a BChE na bázi salicylamidů a/nebo fosfátů se zabývají i dvě 

v současné době vypracovávané kvalifikační práce pod vedením autora této práce,74,75 další 

„mutual prodrugs“ (estery salicylanilidů s pyrazinkarboxylovou a isonikotinovou kyselinou) 

jsou připravovány k publikačnímu výstupu a jsou součástí připravované disertační práce.51 

 

3.1.3. Salicylanilidové karbamáty a thiokarbamáty 

Další vývoj salicylanilidových karbamátů (Obr. 6, obecná struktura D), z hlediska 

anti-TB aktivity specifického podtypu esterů, byl motivován především prací Férriz et al.41 

zabývající se N-n-alkyl karbamáty a jejich vynikající účinností zejména proti rezistentním 

kmenům mykobakterií, později byl popsán i jejich bakteriostatický a baktericidní účinek 

vůči MRSA.76 Karbamátová77 a méně i thiokarbamátová skupina patří ve farmaceutické 

chemii mezi často využívané motivy při designu léčiv a proléčiv. 

Nejprve jsme se věnovali N,N-disubstituovaným karbamátům a též thiokarbamátům 

(Obr. 12).78 Thiokarbamáty působily antimykobakteriálně od koncentrace 4 µM, karbamáty 

pak 16 µM, preferovaným substituentem anilinu je jako u samotných salicylanilidů a esterů 

trifluormethylová skupina, halogenace je nezbytná pro dobrou antimikrobní účinnost. 

Thiokarbamáty jsou účinnější než odpovídající karbamáty, výhodné jsou malé substituenty 

na karbamátovém dusíku. Aktivita (thio)karbamátů koreluje s jejich parentními 

salicylanilidy. Pozitivem je vysoký účinek proti INH-rezistentním NTM a lepší aktivita než 

má strukturně blízká PAS. Oproti očekávání nepřinesla příprava N,N-disubstituovaných 

(thio)karbamátů ze salicylanilidů zlepšení antimykobakteriálního účinku, nejlepší deriváty 

byly pouze srovnatelné, jinde došlo k podstatnému zvýšení MIC. Tento jev se v práci 
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pokoušíme vysvětlit. Účinnost vůči stafylokokům včetně MRSA byla podstatně vyšší (MIC 

od ≤0,49 µM), naopak gramnegativní kmeny a většina hub byla rezistentní (výjimkou byl T. 

mentagrophytes s MIC od 1,95 µM), ačkoli výsledky nebyly uniformní. Deriváty účinné 

proti stafylokokům inhibovaly vždy současně T. mentagrophytes, i zde byly výhodnější 

thiokarbamáty a N-methyl. Důležitým zjištěním je fakt, že popsaná modifikace výrazně (až 

18 077×) snižuje cytotoxicitu (HepG2) a vede k vysokým hodnotám SI (až 175). Podařilo se 

identifikovat molekuly – i přes nominálně nižší antimykobakteriální aktivitu – dostatečně 

selektivní jak pro Mtb., tak NTM, S. aureus i T. mentagrophytes.78 U těchto karbamátů byla 

posléze zjištěna významná inhibiční aktivita na cholinesterasy (hodnoty IC50 1,60-

311,0 µM), zejm. na BChE. Někteří zástupci tento enzym inhibovali lépe než standardní 

léčiva rivastigmin a galantamin, výhodná je substituce karbamátového dusíku alespoň 

jedním fenylem. Podle výsledků dockingu se zdá, že karbamáty působí jako kompetitivní 

inhibitory těchto enzymů, navíc z hlediska cytotoxicity dostatečně selektivně.79 

 
Obrázek 12. Obecná struktura salicylanilidových N,N-disubstituovaných (thio)karbamátů 

 

Pro relativně nízkou antimykobakteriální účinnost N,N-disubstituovaných karbamátů 

a také kvůli potížím s rozpustností v testovacích médiích jsme se vrátili k přípravě N-

monosubstituovaných analog (Obr. 13 a 14).46,80 

Salicylanilidy odvozené od 5-chlor- nebo 5-bromsalicylové kyseliny a 4-CF3-, 4-

benzoyl- a 3,4-dichloranilinů byly reakcí s isokyanáty převedeny na N-propyl, N-(2-

chlorethyl) a N-(3-chlorpropyl) karbamáty (Obr. 13). Ty byly aktivní vůči Mtb. H37Rv, 

MDR- a XDR-TB kmenům a také M. abscessus. Za zmínku stojí aktivita právě proti tomuto 

kmeni, kdy osm karbamátů mělo MIC v rozmezí 0,2-2,1 µM, tj. výrazně nižší než standardy 

ciprofloxacin (až 15×) a gentamicin (53×). Mtb. bylo inhibováno v obdobných 

koncentracích, řada sloučenin byla účinnější než INH. Rezistentní kmeny měly obdobné 

nebo jen mírně vyšší hodnoty MIC. Pro aktivitu byly výhodnější halogenované aniliny a 

chlor na salicylovém jádře, karbamáty vedly u Mtb. bez ohledu na rezistenci obvykle 

ke srovnatelným či nižším hodnotám MIC než samotné salicylanilidy. Cytotoxicitu jsme 

stanovili na MonoMac6 buňkách, IC50 se pohybovaly se v rozmezí 1,1-48,0 µM. Přesto měla 
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řada karbamátů dostatečné indexy selektivity pro M. abscessus i Mtb. (až 44), což je 

důsledkem lepší účinnosti, nikoli menší toxicity.46 

 
Obrázek 13. Karbamáty vysoce aktivní vůči M. abscessus 

 

Karbamátový dusík jsme substituovali i cykloalkyly, fenylem a fenylalkyly 

(Obr. 14). Iniciálně byly testovány proti bakteriím a houbám. Potvrdila se předpokládaná 

vysoká aktivita, sloučeniny efektivně inhibovaly stafylokoky (identicky MSSA i MRSA a 

také S. epidermidis) a plíseň T. mentagrophytes (MIC od ≤0,49 µM) a byly srovnatelné nebo 

lepší než referenční léčiva (benzylpenicilin, bacitracin, flukonazol). Žádný derivát nebyl 

inaktivní, cenná byla aktivita na polyrezistentní kmen Klebsiella pneumoniae (31,25 µM) – 

jde o první salicylanilidové sloučeniny poměrně dobře účinné na tento kmen. Halogenace 

opět zvyšuje aktivitu, výhodný je brom v poloze 4 anilidové části molekuly a N-cyklohexyl 

pro antimykobakteriální aktivitu a benzyl pro antifungální.80 Také zde (společně s 4-

chlorfenyl karbamáty) jsme zjistili inhibiční účinek na cholinesterasy s hodnotami IC50 5-

235 µM. Většina z nich byla srovnatelná či lepší než rivastigmin vůči AChE, ale jen některé 

i v případě BChE. Zde se jako nejlepší substituent ukázal N-fenethyl. Vypočtené fyzikálně-

chemické vlastnosti těchto sloučenin odpovídají požadovaným hodnotám pro průnik do CNS 

a tedy centrální působení.81 

 
Obrázek 14. N-Monosubstituované karbamáty 

 

Dále jsme po rozšíření této série o karbamáty odvozené od 5-chlor-2-hydroxy-N-[4-

(trifluormethyl)fenyl]benzamidu hodnotili jejich aktivitu proti mykobakteriím, cytotoxické 

a cytostatické působení na několika buněčných linií a vliv na mykobakteriální isocitrátlyasu 

(ICL). Příslušná publikace je těsně před odesláním do časopisu; potvrdila se vynikající 

in vitro antimykobakteriální účinnost N-monosubstituovaných karbamátů (nejlepší MIC 

nižší než 1 µM), přičemž některé z nich mají jen velmi nízkou toxicitu. Pod vedením autora 
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této práce byla též zpracována a obhájena diplomová práce týkající se salicylanilidových 

karbamátů a příbuzných sloučenin jako potenciálních inhibitorů cholinesteras.82 

Karbamátové deriváty splnily očekávání do nich vkládané, tj. zlepšení selektivity 

výchozích salicylanilidů, zejména vůči mykobakteriím. U N,N-disubstituovaných to bylo 

především díky dramatickému poklesu cytotoxicity, ačkoli aktivita zvýšena nebyla, zatímco 

u N-monosubstituovaných karbamátů se jednalo primárně o vliv snížení hodnot MIC. Dále 

se potvrdila velmi dobrá aktivita N-monosubstituovaných sloučenin vůči MDR- a XDR-TB 

bez zkřížené rezistence ke klinicky užívaným léčivům a také signifikantní účinek 

proti grampozitivním bakteriím včetně MRSA a některým houbám. Podařilo se též připravit 

molekuly účinné vůči polyrezistentnímu kmeni K. pneumoniae a, což je obzvlášť přínosné, 

některé karbamáty velmi efektivně (submikromolární MIC) a zároveň selektivně inhibovaly 

M. abscessus, klinicky velice problematický a rezistentní druh NTM s pouze omezenou 

účinností používané léčby, navíc s rostoucí incidencí.83 Také jsme na základě přítomnosti 

karbamátové skupiny, osvědčeného farmakoforu,79,84 testovali připravené deriváty jako 

potenciální inhibitory AChE a BChE, tj. možná léčiva některých typů demencí, a získali 

zajímavé výsledky. Naše sloučeniny mají navíc vhodné fyzikálně-chemické vlastnosti 

nezbytné pro velkou pravděpodobnost absorpce z trávicího traktu a prostup skrze 

hematoencefalickou bariéru. I na tomto poli se tak otevírá možnost jejich uplatnění, kdy jsme 

připravili na základě zjištěných SAR další analoga s vystupňovanou inhibiční účinností 

(a zároveň nižší antimikrobní aktivitou), u kterých byl také experimentálně stanoven druh a 

typ inhibice. Karbamáty a thiokarbamáty tak mají dobrý potenciál pro další vývoj jak 

antimikrobních agens, tak inhibitorů cholinesteras. 

 

3.1.4. Hledání mechanismu účinku 

Kromě racionálního designu, syntézy a biologického hodnocení připravených 

sloučenin na celých buňkách jsme se věnovali i hledání mechanismu jejich působení proti M. 

tuberculosis. Předchozí poznatky jsme shrnuli v přehledu.22 

Salicylanilidům byly, podobně jako jiným fenolům, přisuzovány nespecifické 

účinky, např. zásah do energetického metabolismu buňky, poškození struktury a funkce 

biomembrán, okyselení intracelulárního prostředí, denaturace proteinů, inhibice uptake 

důležitých biogenních molekul.22 V roce 1998 bylo popsáno, že salicylanilidy inhibují „two-

component regulatory systems“, které zodpovídají za transdukci signálů z vnějšího prostředí 

do nitra buňky, regulují transkripci a jsou potřebné k udržení homeostázy, expresi 

virulentních faktorů, podílí se i na rezistenci. U živočichů se tyto systémy nevyskytují.22,85,86 
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Dalším mechanismem účinku salicylanilidů je jejich „uncoupling“ aktivita, tj. působí jako 

rozpojovače oxidativní fosforylace v mitochondriích. Účinkují jako protonofory, kdy mohou 

cyklicky přenášet protony skrze membránu, a tím snižovat membránový potenciál, resp. 

protonmotivní sílu nezbytnou k syntéze ATP. Tato aktivita je podporována vysoce 

hydrofobními substituenty (t-Bu, isopropyl) a atomem chloru.22,24 Některé novější publikace 

se rovněž přiklánějí k názoru, že za antituberkulotickou aktivitu primárně zodpovídá tento 

účinek.25,37 Nicméně bylo popsáno, že je možné na základě obměn struktury oddělit 

„uncoupling“ od dalšího působení.24 Salicylanilidy byly též reportovány jako inhibitory řady 

mikrobiálních enzymů různých metabolických cest, např. D-Ala-D-Ala ligasy87, sortasy A88 

či transglykosylasy89,90 potřebných k výstavbě buněčné stěny. 

Na základě strukturní podobnosti se známými inhibitory jsme pilotně otestovali 

devatenáct průřezově nejúčinnějších salicylanilidových derivátů (výchozí amidy, benzoáty, 

pyrazinkarboxyláty, benzensulfonáty, estery s N-acetyl-L-Phe) proti validovaným cílům 

isocitrátlyase a methionin aminopeptidase (MAP). Oba enzymy se podílí na udržování 

homeostázy během latentní a chronické fáze mykobakteriální infekce a jejich inhibitory by 

tak mohly být využitelné mj. k léčbě latentní TB a zkrácení doby léčby. ICL je cílem 

především pro latentní mykobakterie s obtížnou „druggability“. Tento enzym katalyzuje 

štěpení isocitrátu na sukcinát a glyoxylát, tvoří součást glyoxylátového cyklu. Tato dráha 

nemá u lidí obdobu. ICL je esenciální pro metabolismus mastných kyselin, virulenci a 

perzistenci infekce. Jeho inhibice neurychluje eliminaci Mtb. během akutní infekce, ale až 

při chronické a latentní infekci. MAP odštěpuje u prokaryot po proteosyntéze N-terminální 

methionin, je nezbytná pro posttranslační úpravy proteinů. Její inhibitory působí jak 

na replikující se buňky, tak latentní formy. Salicylanilidy a estery působí jako mírné 

inhibitory těchto enzymů, 4-brom-2-{[4-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}fenyl-pyrazin-2-

karboxylát inhiboval nejúčinněji a nejselektivněji mykobakteriální MAP (41% inhibice 

v koncentraci 10 µM), většina zbylých derivátů však podstatně ovlivňovala i lidskou formu, 

což může resultovat v toxicitu vůči savčím buňkám. Pyrazinkarboxyláty byly nejúčinnější. 

5-Chlor-2-hydroxy-N-[4-(trifluormethyl)fenyl]benzamid a jeho ester s pyrazinkarboxylovou 

kyselinou vedly v koncentraci 100 µM k 59% inhibici ICL, v koncentraci 10 µM pak nejlépe 

tento enzym inhiboval (22 %) ester s N-acetyl-L-Phe, srovnatelný se standardem 3-

nitropropionovou kyselinou. Toto inhibiční působení se jistě podílí na celkovém anti-TB 

účinku, nelze jej tímto však vysvětlit zcela. Benzoylace a benzensulfonace vedly k poklesu 

aktivity.91 
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Vzhledem k prokázané aktivitě salicylanilidových derivátů jsme také u později 

připravených esterů či celých sérií stanovili inhibici ICL (Tabulka 2). Lze shrnout, že jsme 

nenalezli přímou korelaci mezi IC50 a MIC, ostatně by to vzhledem k roli ICL ani nebylo 

adekvátní, neboť aktivitu stanovujeme na extracelulárně rostoucí buňky, ale účinek inhibice 

by se projevil u latentních mykobakterií, ovšem žádné z našich spolupracujících pracovišť 

tuto assay k dispozici doposavad nemělo. Z teoretického pohledu by však sloučeniny duálně 

inhibující aktivně rostoucí mykobakterie i intracelulárně perzistující subpopulaci – jako naše 

deriváty – měly představovat přínos v terapii tuberkulózy. 

Tabulka 2. Inhibice ICL salicylanilidovými deriváty 

Estery 

Inhibice 

v koncentraci 

10 µM [%] 

Inhibice 

v koncentraci 

100 µM [%] 

Nejúčinnější inhibitor 

(10 µM) 
SAR 

Pyrazin-2-

karboxyláty59 
9-17 

13-59 (část se 

vysrážela) 

5-chlor-2-[(3,4-

dichlorfenyl)karbamoyl]fenyl-

pyrazin-2-karboxylát 

Lepší 3-substituované 

aniliny a deriváty 5-

chlorsalicylové kyseliny 

4-CF3-benzoáty56 12-27 
ND 

(vysrážení) 

4-chlor-2-[(3-

bromfenyl)karbamoyl]fenyl-

4-trifluormethylbenzoát 

idem; naše nejlepší 

inhibitory 

N,N-

disubstituované 

(thio)karbamáty78 

3-22 
ND 

(vysrážení) 

4-chlor-2-[(4-

fluorfenyl)karbamoyl]fenyl-

difenylkarbamát 

Halogeny, CF3 a objemné 

karbamátové substituenty 

zvyšují účinek 

Diethyl-fosfáty63 4-7 ND 

O-{4-brom-2-[(3-

fluorfenyl)karbamoyl]fenyl}-

O,O-diethyl-fosfát 

-; některé deriváty ICL 

dokonce aktivovaly 

ND = netestováno/nebylo možné stanovit 

 

V rámci studia teoretických aspektů funkce a inhibice ICL, rešerše doposud známých 

inhibitorů ICL a hledání SAR jsme sepsali přehledový článek.92 

Mimo výše uvedené sloučeniny jsme otestovali vůči ICL i salicylanilidové N-

monosubstituované karbamáty, článek je připraven k odeslání do časopisu, výsledky jsou 

konzistentní s předchozími zjištěními. Naše nejúčinnější doposud připravené inhibitory ICL 

patří chemicky mezi amidy kyseliny itakonové, interakci s enzymem jsme studovali i pomocí 

dockingu, zatím však výsledky publikovány nebyly. 

V rámci hledání inhibitorů enzymů hrajících důležitou roli v udržování latentní 

infekce/perzistence Mtb. jsme otestovali salicylanilidové diethyl-fosfáty vůči dalším 

enzymům, jejichž inhibitory nejsou používány v klinické praxi:63 L-alanin dehydrogenasa 

(MtAlaDH), lysin ε-aminotransferasa, chorismát mutasa93 a pantothenát syntetasa. Fosfáty 

byly testovány v koncentraci 50 µM. Pantothenát syntetasu inhibovaly jen mírně (max. 

26 %), účinnost vůči lysin 𝜀-aminotransferase a chorismát mutase byla vyšší – až 54 %, resp. 

61 %, ale jednoznačně nejvíce inhibovaným enzymem byla MtAlaDH. Tři estery působily 

více než 70% pokles aktivity, proto jsme stanovili i IC50. Nejúčinnějším inhibitorem byl 
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identifikován 5-chlor-2-[(3-chlorfenyl)karbamoyl]fenyl-diethyl-fosfát (IC50 = 4,96 µM), 

zároveň také nejaktivnější sloučenina proti lysin 𝜀-aminotransferase a druhý nejlepší 

v případě chorismát mutasy. Interakce inhibitor-MtAlaDH byly studovány pomocí 

molekulového dockingu (Obr. 15). Naše fosfáty představují první známou sérii inhibitorů 

tohoto enzymu.63 

 
Obrázek 15. Docking nejúčinnějšího inhibitoru na MtAlaDH63 

 

Popsali jsme tak nové targety salicylanilidů – ICL, MAP, MtAlaDH, lysin ε-

aminotransferasu a chorismát mutasu. Všechny tyto enzymy se podílejí na udržování 

chronické fáze TB, resp. latentní formy infekce. Poprvé jsme prokázali, že salicylanilidové 

deriváty mohou blokovat funkci těchto enzymů. Tato inhibice bude participovat na jejich 

antimykobakteriální aktivitě, ale vysvětlovat ji plně těmito výsledky by nebylo správné. 

Důležitým zjištěním však je, že by salicylanilidové sloučeniny mohly být duálně účinné i 

na mykobakterie v klidové fázi, což vyžaduje ještě experimentální verifikaci. 

Nejnadějnějším identifikovaným targetem je MtAlaDH s hodnotami IC50 v řádu jednotek a 

desítek µmol/l.63 

Je prakticky jisté, že salicylanilidy a jejich O-modifikované deriváty jakožto 

poměrně malé a jednoduché molekuly interagují s celou řadou enzymatických cílů a 

buněčných struktur. Vhodná substituce může zvyšovat preferenci a naopak minimalizovat 

nežádoucí interakce. Tento „multitargeting“ může být výhodný pro antimikrobní účinek, 

neboť ztěžuje vznik získané rezistence, na druhou stranu může vést k nežádoucím účinkům 

na eukaryotické buňky. Lee et al.25 uvádějí neúspěšnou snahu generovat mutanty Mtb. 

rezistentní na salicylanilidy, přisuzují ji ovšem nespecifickému uncoupling účinku.  

Ve studiu mechanismu možného účinku salicylanilidových derivátů 

na mykobakterie dále pokračujeme. 
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3.2. Analoga isoniazidu a inhibitory InhA 

Isoniazid (Obr. 16) hraje klíčovou roli v chemoterapii tuberkulózy. Toto léčivo má 

unikátní aktivitu a specificitu na Mtb. Mechanismus účinku je sice pleiotropní, ale podstata 

spočívá v inhibici enoyl-acyl carrier protein reduktasy (InhA). Tento enzym se podílí 

na biosyntéze mykolových kyselin, esenciálního stavebního prvku mykobakteriální buněčné 

stěny, které jsou zodpovědné za její vystupňovanou lipofilitu. INH je sám o sobě proléčivo, 

musí být uvnitř mykobakteriálních buněk aktivován pomocí multifunkčního enzymu 

katalasy/peroxidasy (KatG). Vzniká tak především isonikotinoylový radikál, ten následně 

reaguje s NADH. Vzniklý komplex (Obr. 16) se naváže na InhA, čímž zablokuje její 

funkci.94,95,96 Objev anti-TB aktivity INH v r. 1952 přinesl přelom v léčbě tuberkulózy, 

ovšem postupem času se na něj začala vyvíjet rezistence. Ta spočívá nejčastěji v mutaci genu 

katG způsobující nedostatečnou aktivaci, ale i inhA – vzniklý enzym má pak nízkou afinitu 

ke komplexu isonikotinoyl-NADH.97 Proto vznikla potřeba takových derivátů isoniazidu, které 

nebudou k aktivaci vyžadovat KatG, či přímých inhibitorů InhA jiných chemických struktur.  

 
Obrázek 16. Aktivace isoniazidu enzymem KatG a vznik komplexu s NADH 

 

Bylo připraveno velké množství isoniazidových analog, některé s výhodnějšími 

vlastnostmi, prakticky všechna však vykazují zkříženou rezistenci s parentním léčivem. Přehled 

známých derivátů INH a jejich SAR lze nalézt v četných souhrnných článcích.95,98,99 Ideální 

léčivo založené na INH by mělo překonat získanou i přirozenou rezistenci vůči INH, mít stejné 

nebo lepší hodnoty MIC a současné nebýt hepatotoxické.100 Modifikace INH lipofilními 

substituenty by měla zlepšovat transport přes biologické bariéry, zejména buněčnou stěnu 

mykobakterií,101 substituent na N2 by měl chránit molekulu před metabolickou acetylací.6 

Modifikacemi INH se naše skupina zabývá systematicky přes deset let (např. 

přehledový článek95 a experimentální práce102,103). Další výzkum navazuje na práci,103 kdy 

byl použit ke spojení INH s další molekulou (substituovaným anilinem) 

hydrazonoformamidový můstek. Tyto deriváty si zachovaly vynikající aktivitu vůči Mtb. 

H37Rv, účinek proti INH-rezistentním atypickým mykobakteriím (M. avium, M. kansasii) 

byl někdy dokonce lepší. Nejaktivnější sloučeniny měly v případě Mtb. dostatečný index 
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selektivity (stanovený na HepG2 a PBMC). Studována byla i jejich stabilita – při neutrálním 

pH jsou stabilní, v kyselém pomalu hydrolyzují. Hydrazonoformamidové uspořádání bylo 

úspěšně použito i pro spojení substituovaných benzohydrazidů s antimykobakteriálními 

léčivy (fluorochinolony, PAS, PZA).104  

Design nových sérií INH derivátů byl založen na záměně methinového můstku 

za karbonylový (Obr. 17):100,105 

 
Obrázek 17. Design karboxamidových derivátů isoniazidu 

 

V práci105 byly k INH připojeny různě substituované aniliny. Nejúčinnějším vůči 

Mtb. se ukázal 2-isonikotinoyl-N-(4-oktylfenyl)hydrazin-1-karboxamid srovnatelný s INH 

(MIC 1-2 μM), proti atypickým kmenům pak 4-isopropylový derivát (8-32 μM, významná 

je vysoká aktivita vůči M. avium), výhodný byl i n-butylový substituent. Pozitivním 

zjištěním je fakt, že řada těchto molekul je účinná vůči INH-rezistentním NTM. 

Mezi halogenovanými sloučeninami se jako nejvýhodnější ukázal anilid odvozený od 2,4,6-

trichloranilinu (4 μM pro Mtb.), vůči NTM je obecně jejich aktivita nižší než u alkylanilidů. 

Protože INH inhibuje InhA, zkusili jsme modelovat in silico interakci nejúčinnějších 

derivátů s tímto enzymem, kde se potvrdila výhodnost delšího alkylu pro afinitu a interakci. 

Podle této studie by mohly karboxamidy – oproti výchozímu INH – inhibovat InhA 

kompetitivně přímo (Obr. 18), bez nutné aktivace KatG,105 čemuž nasvědčuje i účinnost vůči 

M. avium, kterému tento enzym chybí. Na aktivitě se může podílet i usnadněné 

neenzymatické uvolnění isonikotinoylového radikálu z méně stabilního hydrazidu.106 

 
Obrázek 18. Konformace nejaktivnějšího hydrazinkarboxamidu v aktivním centru InhA104 
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Vzhledem k popsané účinnosti 1,3,4-oxadiazolů i na rezistentní mykobakterie107 

jsme přistoupili k cyklizaci 2-isonikotinoylhydrazin-1-karboxamidů na N-substituované 5-

(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy (Obr. 19), pilotní N-fenyl oxadiazoly se však 

ukázaly neaktivními.105  

 
Obrázek 19. Příprava 1,3,4-oxadiazolů cyklizací105 

 

V navazující studii100 jsme třemi syntetickými přístupy připravili INH deriváty 

spojené karboxamidovým můstkem s různě dlouhými alkyly (C1-C18) a následně je stejným 

způsobem cyklizovali na oxadiazoly. Mezi N-alkyl-2-isonikotinoylhydrazin-1-karboxamidy 

byly nejúčinnější sloučeniny s krátkým alkylem (do C3), aktivita proti Mtb. H37Rv byla 

obdobná jako isoniazidu (0,5-2 µM), MDR- a XDR-TB kmeny byly výrazně odolnější (MIC 

≥16 µM). Mechanismus účinku byl experimentálně prokázán jako identický s INH (inhibice 

InhA, a tudíž produkce mykolových kyselin), i když výrazně lépe inhibovaly růst INH-

rezistentních NTM (MIC ≥4 µM). U nejúčinnějších analog cyklizace aktivitu podstatně 

snižuje. V sérii N-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminů se osvědčily decyl, 

undecyl a zejména dodecyl. Nejúčinnější N-dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-

amin (Obr. 20) inhiboval H37Rv i rezistentní kmeny v koncentraci 4-8 µM, zároveň kmen 

Mtb. H37Ra nadprodukující InhA a byl též nejúčinnější vůči M. avium. Experimentálně bylo 

prokázáno, že jeho mechanismus účinku je odlišný od INH, nepůsobí na výstavbu buněčné 

stěny a neexistuje zde zkřížená rezistence s jinými antituberkulotiky. I přes přítomnost 

dlouhého alkylu tento oxadiazol splňuje požadavky Lipinského pravidla pěti pro „drug-

likeness“ při perorálním podání a je tak významnou výchozí molekulou pro další studium. 

Důležitý je i fakt, že žádná z připravených sloučenina nebyla cytotoxická (HepG2), 

u nejlipofilnějších derivátů hodnocení komplikovala malá rozpustnost v testovacím médiu. 

 
Obrázek 20. N-Dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin 

 

Do skupiny inhibitorů InhA patří kromě nepřímých inhibitorů, tj. derivátů INH, také 

přímé inhibitory, které nepotřebují k účinnosti bioaktivaci (nejsou tedy proléčivy). Sem patří 
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například desinfekční látka triklosan (irgasan; Obr. 21), jejíž vývoj a použití jsme shrnuli 

v přehledovém článku.108 Podobně jako v jiných případech nebyl původně biocid triklosan 

vůbec považován za antimykobakteriálně účinné léčivo a jeho mechanismus působení byl 

přisuzován řadě nespecifických efektů (poškození buněčné membrány, narušení 

proteosyntézy, působení jako protonofor aj.). Na přelomu 20. a 21. století byl prokázán jak 

účinek na mykobakterie, tak specifická inhibice InhA v nízkých koncentracích.108 Inhibice 

mykolových kyselin, zejména pak InhA, je považována za velmi nadějný target při vývoji 

nových léčiv proti tuberkulóze.109  

K nevýhodám triklosanu patří zejména nízká bioavailabilita, rozpustnost ve vodě a 

v porovnání s INH i nižší aktivita. Proto byla připravena celá řada jeho derivátů, 

difenyletherů. Existují dva hlavní směry vývoje – jednak difenylethery s A-cyklem 

substituovaným v poloze 5 delším lipofilním alkylem či arylalkylem, u nichž je přítomnost 

fenolické skupiny nezbytná pro inhibici enzymu. Pro substituci B-cyklu jsou preferovány 

substituenty vedoucí k tzv. „slow-onset“ inhibici, zejména o-methyl. Tento strukturní typ 

představuje nejnovější trend analog triklosanu. V této skupině difenyletherů je k dispozici 

rozsáhlejší evidence jak pro inhibici enzymu, tak aktivity vůči mykobakteriím, ačkoli zde 

vždy není přímá korelace. Některé sloučeniny byly testovány in vivo, základním problémem 

stále zůstává nedostatečná bioavailabilita a problémy s optimálním rozsahem lipofility. 

Druhý směr vývoje derivátů odvozených od triklosanu postrádá OH skupinu, jsou v ní 

zastoupeny difenylethery aktivní vůči mykobakteriím, ale nemají přesvědčivá data 

o schopnosti inhibovat InhA. Řada studií se opírá pouze o docking, ale experimentální 

potvrzení enzymové inhibice chybí.108  

 
Obrázek 21. Triklosan 

 

V review108 shrnujeme základní poznatky v oblasti derivátů a analog triklosanu. 

Podařilo se nám postihnout recentní trendy a identifikovat základní směry vývoje. Uvedená 

oblast je poměrně rozpracovaná a hojně studovaná, setkávají se zde zdárně přístupy 

biochemické a farmaceuticko-chemické, ačkoli ne ve všech publikacích. Provedeny byly i 

četné in vivo studie, zatím bohužel s ne zcela uspokojivými výsledky, ale otevírá se prostor 

pro farmaceutickou technologii včetně DDSs. Tato práce nás inspirovala k přípravě proléčiv 

triklosanu na bázi esterů s karboxylovými kyselinami, karbamátů a thiokarbamátů, které 

jsou souhrnně shrnuty v disertační práci.51 Tyto deriváty kromě širokospektrálního 
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antimykobakteriálního účinku potlačují růst patogenních hub, grampozitivních (včetně 

MRSA) a v rámci našich molekul unikátně i gramnegativních bakterií (MIC ≥7,81 µM). 

U mykobakterií je jejich aktivita obdobná jako u výchozího triklosanu, avšak oproti 

literárním údajům, které se shodují ohledně nízké toxicity triklosanu,108 jsou naše sloučeniny 

včetně výchozího léčiva výrazně cytotoxické pro HepG2. Pracujeme také na studii 

kombinující struktury triklosanu a isoniazidu v jedné molekule, přičemž tato série by měla 

duálně cílit na InhA a tlumit růst i INH-rezistentních kmenů. 

Naši další práci inspirovala především velmi slibná aktivita oxadiazolového derivátu. 

Přesvědčivě jsme demonstrovali, že jednoduchou chemickou modifikací (dvoukroková 

syntéza s dobrými výtěžky) zavedeného léčiva lze připravit sloučeniny sice se stejným 

strukturním motivem, ale odlišným mechanismem působení, tj. plně účinné (bez zkřížené 

rezistence) na kmeny, které tolerují výchozí INH. Cesta k novým, inovativním potenciálním 

léčivům tak může být z pohledu organické chemie jednoduchá. Jde o jednu z našich 

nejvýznamnějších prací, kde jsme udělali důležitý krok od syntézy a mikrobiologického 

hodnocení ke zkoumání mechanismu účinku. Oproti původnímu „me-too“ přístupu jsme 

připravili originální molekulu, u které bychom v budoucnu rádi určili přesný mechanismus 

účinku. Ve světle (nejen) této studie se ukazuje, že má stále smysl zabývat se systematickými 

obměnami známých a používaných léčiv, že se nejedná o neefektivní či překonaný přístup. 

V současné době začíná systematická SAR studie nejúčinnějšího oxadiazolu (Obr. 20), 

abychom identifikovali minimální strukturní požadavky pro anti-TB aktivitu a nalezli ještě 

účinnější analoga. Práce Rychtarčíkové et al.105 byla především průpravnou pro klíčovou 

studii,100 ale také jsme se v ní inspirovali ohledně výhodnosti 4-oktylanilinu, který jsme 

poměrně úspěšně začali inkorporovat do potenciálních antituberkulotik. Ze sloučenin INH 

se věnujeme derivátům 2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanové a 2-(2-

isonikotinoylhydrazinyliden)octové kyseliny (tj. opět jiný typ můstku), kdy volný karboxyl 

využíváme ke tvorbě esterů a především amidů za účelem zlepšení aktivity. Metodika a 

příklady takových molekul byly shrnuty v bakalářské110 a diplomové111 práci zpracované 

pod vedením autora této práce. Tento přístup umožnuje i kombinaci více anti-TB léčiv 

v jedné molekule. Připravované sloučeniny jsou zpravidla netoxické, řada z nich má 

několikanásobně lepší aktivitu než INH vůči NTM, často i Mtb. (MIC od ≤0,03 µM), 

hodnocení proti MDR- a XDR-TB probíhá. V budoucnu bychom se chtěli také věnovat 

ověření jejich mechanismu účinku. Drtivá většina námi připravených analog INH jsou 

selektivní antimykobakteriální agens, neovlivňují růst jiných bakterií ani hub. 
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3.3. Modifikace sulfonamidů 

Sulfonamidy, první skutečně efektivní celková antimikrobní léčiva, byly od svého 

objevu používány k léčbě řady bakteriálních a protozoálních infekcí. Prodělaly bouřlivý 

rozvoj, avšak vývoj rezistence a objev účinnějších a méně toxických antibiotik vedl k jejich 

ústupu z klinické praxe. Zpět do širšího použití se dostaly díky kombinaci 

s aminopyrimidinovým derivátem trimethoprimem, který se nejčastěji používá společně 

se sulfamethoxazolem v poměru 1:5 pod názvem kotrimoxazol. Obě složky kombinovaného 

preparátu inhibují synergisticky dva navazující kroky v biosyntéze folátů, hovoří se o tzv. 

sekvenční blokádě, která přispívá k obnově citlivosti u kmenů rezistentních na samotné 

sulfonamidy.1 Kromě této „klasické“ inhibice dihydropteroát synthasy sulfonamidy blokují 

řadu dalších mykobakteriálních enzymů, např. β-karboanhydrasu112 či β-ketoacyl 

synthasu,113 což může participovat na jejich antimikrobní účinnosti.  

Sulfonamidy byly doporučeny jako součást terapeutických schémat pro léčbu 

některých NTM infekcí,114 ne však TB. Sulfonamidy a sulfony se sice staly prvními léčivy 

s mírným antituberkulotickým efektem, ale později byly všeobecně považovány za klinicky 

neefektivní a bylo od nich ustoupeno,115 resp. jejich role byla přinejmenším kontroverzní. 

V návaznosti na publikaci115 vyšly v letech 2012 a 2013 tři významné práce, které 

demonstrovaly, že klinicky dosažitelné koncentrace sulfamethoxazolu (při podávání per os) 

včetně kombinace s trimethoprimem a též sulfadiazinu inhibují jak Mtb., tak komplex 

Mycobacterium avium.116,117,118 Huang a kol.116 demonstrovali, že je za tento účinek 

zodpovědný sulfamethoxazol, neboť vůči trimethoprimu byly testované kmeny necitlivé a 

MIC sulfamethoxazolu a kotrimoxazolu se nelišily. Rovněž konstatovali, že navzdory jeho 

účinnosti je nutné najít účinnější a lipofilnější sulfonamidy s lepšími farmakokinetickými 

vlastnostmi. Článků týkajících se antimykobakteriální aktivity sulfonamidových léčiv, které 

svědčily ve prospěch jejich aktivity, však byla v této době publikována celá řada, některé 

jsou citovány rovněž v naší práci.119 Review z roku 2016120 připouští repurposing 

kotrimoxazolu k léčbě lékově rezistentních forem tuberkulózy vzhledem k jeho in vitro i 

in vivo aktivitě. 

Naše první práce v této oblasti vyšla v r. 2012119 a byla „propojením“ problematiky 

salicylanilidů a sulfonamidů. Rozhodli jsme se zkombinovat dva farmakofory antimikrobní 

aktivity – deriváty salicylové kyseliny a sulfonamidy (sulfamethoxazol, sulfathiazol, 

sulfadiazin, sulfamethazin; Obr. 22). Prvním způsobem, jak uvedené molekuly spojit, byl 

karboxamidový můstek vznikající z karboxylu salicylové kyseliny a aminoskupiny 
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sulfonamidu (tj. vznikl salicylanilid se sulfamoylovým substituentem v poloze 4 anilidového 

jádra), druhým pak iminová vazba pocházející z reakce aminoskupiny se salicylaldehydem 

(Obr. 23). Kromě jiného jsme chtěli porovnat vliv těchto můstků na biologickou aktivitu, 

stejně jako samotnou substituci 4-aminoskupiny benzensulfonamidů, která je považována 

za nezbytnou pro jejich antimikrobní aktivitu.1 Substituce 5-chlorsalicylidenem byla zvolena 

podle předcházejících zkušeností s jejich Schiffovými bázemi.121  

 
Obrázek 22. Struktury použitých sulfonamidů 

 

 
Obrázek 23. Schiffovy báze a amidy získané ze sulfonamidů 

 

Testování ukázalo, že proti Mtb. H37Rv byl nejúčinnější samotný sulfamethoxazol 

(32 µM), MIC všech nových derivátů byly vyšší, a to v rozsahu 32-500 µM, zkoušené 

modifikace tedy nepřinesly zvýšení účinnosti. U M. avium rovněž studovaná modifikace 

(bez ohledu na její typ) nemá výrazný vliv na aktivitu. V případě méně aktivních 

sulfonamidů (sulfadiazin, sulfamethazin) je výhodnější strategií tvorba amidů, u účinnějších 

(sulfathiazol, sulfamethoxazol) naopak Schiffových bází, stejně tomu je i u antibakteriální 

aktivity. Nejcitlivějším druhem bylo M. kansasii (MIC od 1 µM). Zde se překvapivě ukázalo, 

že přítomnost 2-OH skupiny na benzenovém jádře není podmínkou sine qua non. Nejlepší 

antimykobakteriální sloučeninou byl souhrnně 4-(5-chlor-2-hydroxybenzylidenamino)-N-

(thiazol-2-yl)benzensulfonamid, tj. Schiffova báze sulfathiazolu a 5-chlorsalicylaldehydu 

(MIC 2 µM), dobře účinná i proti stafylokokům (31,25 µM).119 

Ačkoli sulfonamidy byly a jsou používány jako antimikrobní léčiva, ukázaly se 

neúčinné vůči čtyřem gramnegativním kmenům, navíc aktivity proti dvěma grampozitivním 
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kmenům (MRSA i MSSA) byly v případě sulfadiazinu a sulfamethazinu nízké (≥500 µM), 

u sulfamethoxazolu a především pak sulfathiazolu zřetelně lepší (31,25-500 µM). Otázkou 

zůstává, zda je tento fenomén kompletní rezistence především u gramnegativních bakterií 

rezistencí primární, nebo získanou. Připravené deriváty byly v převážné většině případů 

účinnější proti stafylokokům než samotné sulfonamidy s MIC od 15,62 µM, přičemž nejlepší 

aktivity dosáhl 5-chlorsalicylamid sulfamethazinu, který navíc oproti ostatním signifikantně 

inhiboval S. epidermidis a enterokoky. U amidové řady byla oproti Schiffovým bázím 

pro nízké hodnoty MIC nezbytná OH skupina. MIC pro gramnegativní bakterie se také 

snížily, i když jenom velmi mírně. Jednoznačným pozitivem je neexistence zkřížené 

rezistence s methicilinem, účinnost byla prakticky identická vůči MRSA i MSSA.119 Ostatně 

kotrimoxazol je doporučován k léčbě MRSA infekcí.122 Snížení hodnot MIC v porovnání 

s výchozími sulfonamidy (až 32×) a rozšíření spektra účinku patří ke kladům námi 

připravených sloučenin. Antifungální vlastnosti byly zanedbatelné (MIC jen některých 

od 62,5 µM).119 

Nejaktivnější produkty a výchozí sulfonamidy byly hodnoceny na cytotoxicitu 

(HepG2). Nově připravené deriváty mají IC50 ve stovkách µM, což je sice ve srovnání 

se sulfonamidy horší, ale přesto jsou hodnoty SI (až 156,5) jak pro M. kansasii, tak S. aureus 

včetně MRSA akceptovatelné. Jejich mírná toxicita je způsobena halogenovaným 

salicylovým fragmentem,119 je však podstatně nižší než v případě samotných 

salicylanilidů.56 Výstupem studie119 oproti záměru nejsou antimykobakteriální sloučeniny 

efektivnější než výchozí sulfonamidy, ale molekuly vysoce účinné proti MRSA, což může 

být terapeuticky využitelné. 

Práce119 obrátila naši pozornost od amidů k Schiffovým bázím. Schiffovy báze, 

zpravidla snadno synteticky dostupné celou řadou metod, jsou považovány za všestranný 

farmakofor mj. pro antibakteriální, antituberkulotickou, antifungální, protivirovou a 

antiparazitární aktivitu, proto patří k hojně využívaným strukturním fragmentům v designu 

potenciálních léčiv.123,124,125 Mohou být samy o sobě nositelem aktivity vázané 

na přítomnosti iminové vazby, ale také slouží k modifikaci známých bioaktivních molekul. 

I mezi sulfonamidovými deriváty byly dříve popsány antimikrobní Schiffovy báze, 

např.126,127 

Vzhledem k účinnosti 4-[(5-chlor-2-hydroxybenzyliden)amino]-N-(pyrimidin-2-

yl)benzensulfonamidu,119 jsme se v navazující práci128 věnovali syntéze a biologické aktivitě 

Schiffových bází sulfadiazinu s řadou monosubstituovaných (zejména v poloze 5) a 3,5-

disubstituovaných salicylaldehydů a 5-nitrofuran-2-karbaldehydem (jejich design a přehled 
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viz Obr. 24). Poloha 5 byla zvolena jako nejvýhodnější pro antimykobakteriální aktivitu. 

Podobně jako v předchozí studii119 bylo využito spojení dvou antimikrobiálních „scaffoldů“, 

sulfonamidu a salicylidenu, v jedné molekule. MIC pro Mtb. H37Rv a M. kansasii se 

pohybovaly v rozmezí 8-250 µM (M. avium bylo odolnější), přičemž z pohledu SI je 

nejvýhodnější Schiffova báze připravená z nesubstituovaného salicylaldehydu. Tyto 

sulfonamidové deriváty byly též účinné zejména proti grampozitivním bakteriím včetně 

MRSA (MIC ≥7,81 µM), ale i některým kvasinkám a vláknitým houbám, dokonce v nižších 

koncentracích od 1,95 µM. 4-[(2,5-Dihydroxybenzyliden)amino]-N-(pyrimidin-2-yl)-

benzensulfonamid byl dostatečně selektivní a netoxický (HepG2 buňky). Oproti 

antimykobakteriální aktivitě je zde, bohužel stejně tak u toxicity, pozitivní korelace účinku 

s dihalogenací salicylového jádra a molární hmotností přítomných halogenů. Některé 

ze sloučenin mají vyšší antibakteriální účinek než výchozí sulfadiazin. Cenná je i aktivita 

na NTM, není však v porovnání se samotným sulfadiazinem výrazně lepší. Identifikovali 

jsme i další vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou, korelace s lipofilitou nebyla 

potvrzena. 5-Nitrofuran-2-karbaldehyd se navzdory dříve popsané antimykobakteriální 

aktivitě jeho derivátů129 neosvědčil, navíc byl produkt silně cytotoxický. 

 
Obrázek 24. Design nových Schiffových bází sulfadiazinu 

 

Primární 4-aminoskupinu sulfonamidů jsme dále modifikovali za vzniku 1,3-

disubstituovaných močovin.130,131 Řada autorů publikovala močoviny se signifikantní 

antituberkulotickou aktivitou,132,133,134 proto jsme přistoupili ke kombinaci sulfonamidů a 

močovin v jedné entitě a připravili je z isokyanátů a sulfamethoxazolu, následně je 

cyklizovali oxalyl chloridem na imidazolidin-2,4,5-triony (Obr. 25). Tyto deriváty vykázaly 

antimykobakteriální aktivitu, zejména vůči NTM s rozsahem MIC od 4-1000 μM. 

Nejúčinnější in vitro a zároveň zcela netoxickou sloučeninou v sérii byl 4-(3-heptylureido)-

N-(5-methylisoxazol-3-yl)benzensulfonamid, jehož indexy selektivity pro M. kansasii a M. 

avium byly 62,5-250, resp. 16-31,25. Účinek vůči grampozitivním bakteriím a Mtb. byl 

všeobecně nižší (≥125 μM), gramnegativní bakterie i houby byly prakticky rezistentní. 
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Ze substituentů močoviny v poloze 3 se kromě n-heptylu osvědčily také 4-substituované 

fenyly a fenethyl, cyklizace nevede k jednoznačnému trendu ve změně biologické aktivity. 

Jistým překvapením byla nízká antimykobakteriální účinnost močoviny substituované 

adamantylem,130 což je známý a hojně využívaný farmakofor pro antituberkulotickou 

aktivitu,135,136 mj. díky jeho vlivu na lipofilitu a prostorové uspořádání. Připravené močoviny 

a imidazolidiny sice nepřekonaly aktivitou a/nebo selektivitou výchozí sulfamethoxazol, 

avšak uvedenou heptylmočovinu lze považovat za selektivní a netoxické agens 

proti atypickým mykobakteriím.130 

 
Obrázek 25. Močoviny a imidazolidin-2,4,5-triony odvozené od sulfamethoxazolu 

 

Povzbuzeni heptylem jsme připravili celou sérii homologních sulfamethoxazolových 

n-alkylmočovin (C1-C12) a dalších příbuzných močovin (cyklopropyl-, 3,3-diisopropyl-, 4-

[N-(5-methylisoxazol-3-yl)sulfamoyl]fenyl-močoviny, Obr. 26) a oxalamid (Obr. 27) jako 

potenciálních chemoterapeutik zejména proti atypickým mykobakteriím, primárně abychom 

zjistili vliv délky alkylového řetězce na aktivitu.131 Močoviny byly připraveny z isokyanátů, 

některých připravených in situ z aminů pomocí trifosgenu, nebo s využitím dalších činidel. 

Nejvyšší antimykobakteriální aktivita byla zjištěna u 4,4´-[karbonylbis(azandiyl)]bis[N-(5-

methylisoxazol-3-yl)benzensulfonamidu] (Obr. 27) s hodnotami MIC 2-62,5 µM, mezi n-

alkyly se ukázal nejvýhodnější methyl. Delší alkyly vedou k vyšším MIC (s výjimkou 

heptylu v případě NTM) a kvůli vystupňované lipofilitě i problémům s rozpustností, naopak 

velmi dobře účinné byly cyklopropylmočovina a oxalamid.131 Cyklopropylový fragment se 

vyskytuje v molekule řady antimykobakteriálně účinných fluorochinolonů, ale i jednoho 

subtypu mykolových kyselin vyskytujících se v buněčné stěně mykobakterií. Význam 

cyklopropylové substituce pro vývoj léčiv je popsán v přehledovém článku.137 Řada derivátů 

byla účinnější než parentní léčivo a také výhodnější než molekuly popsané v naší výchozí 

práci,130 plusem je navíc i in vitro aktivita proti Mtb. (2-4 µM u nejlepších sloučenin).  
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Obrázek 26. 3-Alkylmočoviny a příbuzné močoviny odvozené od sulfamethoxazolu 

 

 
Obrázek 27. 4,4´-[Karbonylbis(azandiyl)]bis[N-(5-methylisoxazol-3-yl)benzensulfonamid] 

 

Kromě výše uvedených derivátů jsme připravili jako potenciální antimikrobní 

sloučeniny také amidy heterocyklických kyselin a n-alkyl, cykloalkyl, aryl a arylalkyl 

močoviny odvozené od sulfathiazolu, některé jsou součástí diplomové práce.138 V současné 

době je připravována publikace reportující antimykobakteriální, antibakteriální, antifungální 

a cytotoxickou (HepG2, erythrocyty) aktivitu dalších Schiffových bází salicylaldehydů a 

sulfamethoxazolu, sulfadiazinu, sulfathiazolu a sulfamethazinu. Některé z nich vykazují 

slibnou biologickou aktivitu (MIC v řádu jednotek µM), a především selektivní účinek vůči 

mikroorganismům, což je obzvlášť důležité v době narůstající rezistence. Efektivně inhibují 

také klinické izoláty multirezistentních stafylokoků včetně kotrimoxazol-rezistentních 

kmenů, v. s. tedy působí jiným mechanismem účinku než samotné sulfonamidy, resp. jejich 

kombinace s trimethoprimem. 

Porovnáním výše studovaných skupin sulfonamidových derivátů lze konstatovat, že 

močoviny účinkují převážně antimykobakteriálně s nízkou aktivitou vůči jiným bakteriím a 

houbám, naopak Schiffovy báze a amidy mají širší spektrum účinku zahrnující 

grampozitivní bakterie včetně MRSA a (i když méně často) také některé kvasinky a vláknité 

houby. Tyto sloučeniny připravené substitucí 4-aminoskupiny mají sice vyšší cytotoxicitu 

než prakticky netoxické výchozí sulfonamidy, nicméně i přesto řada z nich vykazuje 

dostatečné indexy selektivity proti různým patogenům. Podařilo se připravit i četné 

sloučeniny mající širší spektrum účinku a nižší hodnoty MIC než výchozí léčiva, a které jsou 

blízké hodnotám MIC isoniazidu (vůči Mtb.) nebo jeho aktivitu mnohanásobně překračují 

(NTM) a lze zdůraznit, že nemají zkříženou rezistenci.  
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Tato část práce přispěla ke konstatování, že „klasické“ sulfonamidy a jejich deriváty 

se substituovanou primární aminoskupinou zdaleka nejsou „mrtvé“ a mají v designu léčiv a 

ve farmaceutické chemii jako funkční koncept co nabídnout, zejména v oblasti 

antimykobakteriálních a anti-MRSA molekul. V rámci další práce bychom se chtěli zaměřit 

na přípravu dalších analog, kde by se ještě lépe podařilo separovat cytotoxicitu vůči savčím 

buňkám od antimikrobní aktivity. V úvahu připadá také spojení sulfonamidů s jiným 

antimikrobním fragmentem a také konjugace s peptidovými nosiči na bázi tuftsinu. Potřebná 

bude identifikace mechanismu účinku nejúčinnějších derivátů, který námi nebyl zatím 

studován. Závěrem lze říci, že účinnost vybraných testovaných sloučenin na kotrimoxazol-

rezistentní stafylokoky dává velký příslib pro nalezení odlišného mechanismu účinku oproti 

výchozím sulfonamidům. 

 

3.4. Potenciální antimikrobní sloučeniny různých struktur 

Tato kapitola shrnuje připravené deriváty navzájem nepříbuzných struktur. Primárně 

byly designovány jako potenciální antimikrobní léčiva, nicméně u některých byla objevena 

významná inhibice cholinesteras, která je vyšší než standard rivastigmin a zajímavější 

než účinnost vůči patogenům.139,140 Patří sem také přehledové články shrnující biologickou 

aktivitu různých skupin sloučenin, resp. působících na určitou biochemickou dráhu. 

Mezi „privileged scaffolds“ ve farmaceutické chemii náleží mj. rhodaniny (2-

thioxothiazolidin-4-ony), které vykázaly celou řadu biologicky zajímavých účinků, např. 

antibakteriální, antifungální, antiprotozoální, protivirové, protizánětlivé, protinádorové, jsou 

teoreticky využitelné i v léčbě Alzheimerovy choroby či komplikací diabetu, také byla 

popsána řada jimi inhibovaných enzymů.139,141,142,143 Rhodaniny nabízí pro substituci dvě 

místa v molekule – C-5 a vodík situovaný na N-3. Deriváty s arylmethylidenovou substitucí 

uhlíku 5 mohou jakožto Michaelovy akceptory reagovat a interferovat nespecificky s celou 

řadou molekulárních a buněčných nukleofilů včetně glutathionu. Rhodaniny proto bývají 

označovány jako „pan assay interference compounds“,144 nicméně podle nedávného 

review145 se nejedná o striktní pravidlo a musí vždy být ověřeno experimentálně, navíc by 

takovéto „multitarget“ chování mohlo být v jistém ohledu výhodné. 

Připravili jsme nejprve různými metodami sérii anilidů a aromatických esterů 

kyseliny rhodanin-3-octové (2-(4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)octová kyselina). Tyto 

amidy a estery (Obr. 28) byly prvotně publikovány jako potenciální inhibitory cholinesteras. 

Hodnoty IC50 pro AChE byly v rozmezí 24,05-86,85 µM, kdežto pro BChE měly širší 
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rozmezí 7,92-227,19 µM, přičemž deriváty jsou obecně lepší než výchozí kyselina, zejména 

pokud obsahují 4-nitrofenylový fragment. V případě AChE dosáhly lepších výsledků estery. 

Některé rhodaniny měly nižší hodnoty IC50 než léčivo rivastigmin užívané v terapii 

některých demencí, další byly srovnatelné. V této studii jsme jako první prokázali, že 

rhodaniny mohou působit jako inhibitory BChE. Připravené sloučeniny mají navíc vhodné 

fyzikálněchemické parametry pro překonání hematoencefalické bariéry, a tudíž účinek 

v CNS, a splňují podmínky „drug-likeness“. Záměrně jsme se zde vyhnuli substituci uhlíku 

5 rhodaninového jádra, neboť několik dříve známých AChE inhibitorů na bázi rhodaninů 

mělo vždy tento strukturní motiv.139 

 
Obrázek 28. Estery a amidy rhodanin-3-octové kyseliny 

 

Připravené amidy a estery byly hodnoceny také na antimikrobní aktivitu vůči 

obvyklému panelu bakterií a hub. Paralelně jsme na základě dobrých zkušeností se 

salicylidenovým strukturním motivem119 připravili kondenzací 5-(hydroxybenzyliden)-

rhodanin-3-octové kyseliny a stanovili jejich biologickou aktivitu. Na základě výsledků bylo 

provedeno spojení nejúčinnějších zástupců amidů/esterů a 5-substituovaných rhodaninů 

do jedné molekulární entity (Obr. 29). Celkem bylo hodnoceno 24 sloučenin, všechny 

splňují Lipinského pravidlo pěti. Jako nejvýhodnější vůči Mtb. se ukázal (Z)-N-(4-

chlorfenyl)-2-[5-(2-hydroxybenzyliden)-4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl]acetamid (Obr. 29, 

R = H) s MIC 8-16 µM. Koncept spojení dvou fragmentů se osvědčil pouze u tohoto kmene. 

Proti NTM byly totiž nejaktivnější 2-[5-(2-hydroxybenzyliden)-4-oxo-2-thioxothiazolidin-

3-yl]octové kyseliny (tj. s nesubstituovaným karboxylem) a u grampozitivních kmenů 

včetně MRSA dosáhl nejnižších MIC ester s volným C-5: 4-(trifluormethyl)fenyl-2-(4-oxo-

2-thioxothiazolidin-3-yl)acetát (MIC ≥15,62 µM), následován (Z)-2-[5-(2-

hydroxybenzyliden)-4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl]octovou kyselinou a jejím O-acetyl 

esterem. Aktivita vůči gramnegativním bakteriím a houbám byla nevýznamná. U derivátů 

salicylaldehydu vede změna polohy OH skupiny či náhrada za pyridinové jádro 

k neaktivním sloučeninám, halogenace a u mykobakterií i acetylace překvapivě účinnost 

nezvyšují.142 
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Obrázek 29. Design nových rhodaninových derivátů 

 

Východiska pro studii týkající se hydrazidů-hydrazonů na bázi 4-(trifluormethyl)-

benzohydrazidu146 byla dvě: tento hydrazid lze považovat za isoster INH (Obr. 30), přičemž 

hydrazony INH mají dobře známou, zejména antimykobakteriální aktivitu (např.103,147), a 

jednak se deriváty salicylidenu, které jsou v této práci také zahrnuty, u antimikrobních látek 

osvědčily.119,121,142 K modifikaci hydrazidu byly použity různé aldehydy a alifatické ketony, 

produkty byly testovány na antimikrobní aktivitu a také z hlediska jejich cytotoxických a 

cytostatických vlastností (MonoMac6, HepG2, BMMΦ). Žádná ze sloučenin nebyla 

cytotoxická pro HepG2 buňky. Selektivního účinku vůči Mtb. dosáhl derivát kafru 

(Obr. 31A; MIC = 4 µM, zároveň zcela netoxický v koncentraci 100 µM), zatímco N'-4-

chlorbenzylidenový hydrazid (Obr. 31B; R = 4-Cl) dosáhl nejnižších MIC u M. kansasii 

(16 µM), působil mírně antifungálně a nijak negativně neovlivňoval HepG2 a MonoMac6. 

Hydrazon 5-chlorsalicylaldehydu (Obr. 31B, R = 5-Cl-2-OH) se ukázal nejúčinnější 

vůči čtyřem kmenům grampozitivních bakteriím včetně MRSA a enterokoků a také 

některým kmenům hub (Candida glabrata, Trichophyton mentagrophytes) s rozsahem MIC 

≤0,49-3,9 µM. Také nebyl cytotoxický pro HepG2 a BMMΦ, má ale cytostatické 

vlastnosti.146 Takovéto cytostatické chování se současnou absencí cytotoxicity bylo dříve 

popsáno pro některé salicylanilidové estery.57 Nejlepší hydrazidy-hydrazony svou aktivitou 

byly účinnější než INH vůči NTM, analogicky pak překonaly bacitracin u bakterií a 

flukonazol u hub, ev. s nimi byly srovnatelné. V rámci série jsme ovšem identifikovali i 

neaktivní sloučeniny (hydrazony získané z benzaldehydu, 2-Cl-benzaldehydu, 4-

CH3/OCH3/CF3/Br-benzaldehydu). Pro signifikantní in vitro efektivitu je tak nezbytný chlor 

v poloze 4, OH skupina v poloze 4 nebo 2; halogenace aktivitu zlepšuje a oproti předchozím 

výsledkům dokonce paradoxně snižuje toxicitu.146 
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Obrázek 30. Isosterie isoniazidových a 4-CF3-benzohydrazidových hydrazonů 

 

 
Obrázek 31. Nejúčinnější hydrazidy-hydrazony 

 

Další naše publikace se věnuje třiceti jednoduchým a synteticky snadno dostupným 

aromatickým amidům a esterům tří isomerních fluor-DL-fenylalaninů (Obr. 32).140 

K přípravě nás vedl fakt, že estery salicylanilidů s N-acetyl-L-Phe52 mají výbornou 

antibakteriální účinnost a literární údaje potvrzují antifungální,148 antibakteriální149 včetně 

antimykobakteriální150 či cytotoxickou151 aktivitu derivátů nefyziologických aminokyselin 

obsahujících fluor. Např. nové proléčivo cytostatika melfalanu, melflufen, je odvozen od 4-

fluor-L-fenylalaninu.152 Lipofilnějšími amidy a estery fluorovaných fenylalaninů jsme 

zamýšleli zvýšit průnik do buněk pasivní difuzí. Z hlediska antimikrobní aktivity se 

připravené sloučeniny neosvědčily, nejúčinnější estery měly MIC vůči mykobakteriím, 

grampozitivním bakteriím a vláknitým houbám 125 µM a vyšší; amidy a výchozí kyseliny 

byly ještě méně aktivní, resp. zcela neúčinné. Sloučeniny však inhibovaly jak AChE, tak 

BChE, a to s hodnotami IC50 57,88-130,75 µM, resp. 8,25-289,0 µM, některé srovnatelně či 

lépe než rivastigmin a v případě BChE jsou účinnější než výchozí kyseliny (až 27,5×). 

Fenyl-2-acetamido-3-(4-fluorfenyl)propanoát byl identifikován jako nejúčinnější a zároveň 

selektivní inhibitor BChE. Všeobecně platí, že estery jsou lepšími inhibitory BChE 

než amidy, 4-substituce anilinu skupinami NO2 i CH3 a u fenolu 4-CF3 skupina vedou k lepší 

aktivitě. Poloha fluoru neměla významný vliv. Deriváty vykazují relativně nízkou 

cytotoxicitu pro HepG2 buňky (IC50 226,5-922,2 µM). Náš původní předpoklad o možném 

využití jako protinádorových léčiv zatím nebyl potvrzen, hodnocení komplikují problémy 

s rozpustností v testovacím médiu.140 

 
Obrázek 32. Estery a amidy fluor-DL-fenylalaninů 
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V rámci studia antimykobakteriální aktivity molekul odlišných od zavedených 

struktur jsme také sepsali několik přehledových prací.13,93,153 

V práci153 jsme shrnuli poznatky o antimykobakteriální aktivitě kvarterních 

pyridiniových solí a pyridin-N-oxidů. Ačkoli pyridiniové soli jsou hojně využívané 

v medicíně, zejména jako desinficientia a antiseptika, jen velmi malá část z nich byla 

testována vůči mykobakteriím. Nicméně některé klinicky používané molekuly skutečně 

působí antimykobakteriálně (cetylpyridinium, dechalinium aj.), ačkoli samotná přítomnost 

nabitého dusíku nezaručuje účinnost, někdy kvarternizace působí dokonce 

kontraproduktivně. Dlouhý N-alkyl potřebný pro dezinfekční účinek naproti tomu není 

pro anti-TB působení nezbytný, i když zpravidla pozitivně moduluje aktivitu. Většina 

pyridiniových solí má mírnou aktivitu vůči pomalu i rychle rostoucím mykobakteriím, N-

oxidace pyridinového dusíku nevede obvykle ke zlepšení MIC. Nehledě na dílčí poznatky, 

mechanismus účinku většiny sloučenin nebyl systematicky studován a plně vysvětlen, 

předpokládá se kombinace nespecifických a specifických zásahů do buňky mykobakterií. 

Pyridiniový fragment se též vyskytuje v řadě cefalosporinů, u kterých byl opakovaně 

reportován antimykobakteriální účinek (např. ceftazidim a cefsulodin), nicméně se nejedná 

o výlučný vliv pyridiniové soli a toto působení je vlastní i cefalosporinům, které jej 

neobsahují.153 

Nadějnější výsledky byly referovány u sloučenin obsahujících sirné heterocykly 

thiofen a thiadiazoly, zejména 1,3,4-thiadiazol.13 Sirné heterocykly lze obecně považovat 

za výhodné pro antimykobakteriální aktivitu, mohou fungovat jako isostery (thiofen 

benzenového jádra, thiadiazol oxadiazolů či pyrimidinu) a jsou nedílnou součástí výzkumu 

orientovaného jak na screening aktivity na celých buňkách, tak enzymového cílení. Některé 

sloučeniny dosahují submikromolárních hodnot MIC a také se podařilo identifikovat jejich 

buněčné cíle (InhA a jiné enzymy podílející se na biosyntéze buněčné stěny jako Pks13, 

DprE1 či MmpL3, dále karboanhydrasy, ATP synthasy či syntéza mykobaktinu), takže lze 

jednoznačně hovořit o potenciálních „leads“, některé efektivně potlačují i nereplikující se 

mykobakterie. Sirné heterocykly se v designu léčiv využívají jednak jako jeden z řady 

substituentů modifikujících základní účinnou strukturu v rámci studia SAR, ale také jsou 

známy sloučeniny, kde je aktivita vázána výhradně na jejich přítomnost. Výhodná je i 

molekulární hybridizace s jiným antimykobakteriálním derivátem, hojně se připravují 

hydrazony a Schiffovy báze. Opět však platí, že ne každá molekula obsahující thiofen či 

thiadiazol musí být automaticky účinným antituberkulotikem.13 
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Třetí review93 není zaměřeno na chemicky definovanou skupinu sloučenin, ale jeho 

jednotící linií je přehled potenciálních inhibitorů chorismát utilizujících enzymů, tj. skupiny 

šesti enzymů podílejících se na metabolismu chorismátu na esenciální produkty (chorismát 

mutasa, anthranilát synthasa, chorismát pyruvát-lyasa, isochorismát synthasa, 4-amino-4-

deoxychorismát synthasa a salicylát synthasa), např. aromatické aminokyseliny, foláty či 

siderofory. Tyto enzymy vykazují strukturní homologii a podobný mechanismus katalýzy, 

jeden inhibitor tedy může zasáhnout více enzymů (multitargeting).93 Další výhodou, 

podobně jako v případě ICL,92 je absence těchto enzymů u člověka, u bakterií jsou naopak 

nezbytné pro přežití i virulenci. Prvotně popsané inhibitory byly strukturně podobné 

substrátu, resp. jeho transitnímu stavu během katalýzy, kde byl studován zejména 

mechanismus účinku, kinetika inhibice a účinnost ve smyslu hodnot Ki. Později se objevily 

i sloučeniny bez strukturní podobnosti substrátu, které byly spíše ojediněle hodnoceny 

proti Mtb., navíc většina publikovaných hodnot MIC nebyla excelentní – a to navzdory 

vysoké in vitro inhibiční účinnosti proti izolovaným enzymům. Velké množství testovaných 

derivátů je navíc hydrofilní, což komplikuje jejich potenciální aplikaci zejména ve smyslu 

omezeného průniku do mykobakteriální buňky.93 

V rámci tří uvedených rešerší jsme shrnuli antituberkulotickou, antimykobakteriální 

aktivitu pyridiniových solí a pyridin-N-oxidů, vybraných sirných heterocyklů a inhibitorů 

chorismát utilizujících enzymů. První skupina sloučenin sice zahrnuje zástupce 

s antimykobakteriální aktivitou, ale výsledky nejsou příliš robustní ani predikovatelné, navíc 

většina z nich je založena pouze na fenotypickém screeningu aktivity, který, jakkoli cenný, 

je pouze iniciálním krokem k dalšímu vývoji. Největší potenciál v naší další práci mají 

konjugáty pyridiniového fragmentu a vhodné lipofilní molekuly, nejlépe s vlastní 

antimykobakteriální aktivitou, spojené pomocí delšího lipofilního linkeru. Mezi thiofeny a 

thiadiazoly jsme nalezli řadu derivátů se zajímavou biologickou aktivitou, jejichž některé 

strukturální fragmenty jsou vhodné jako součást systematických obměn námi dříve a nyní 

připravovaných sloučenin. Review týkající se inhibitorů biosyntetických drah vycházejících 

z chorismátu, vznikajícího z šikimátu, se zabývá převážně inhibitory zajímavými především 

z biochemického pohledu, farmaceuticko-chemické aspekty byly v době publikace práce 

(2015) spíše v plenkách, nemnohé inhibitory účinné i při fenotypickém screeningu měly 

poměrně vysoké hodnoty MIC, navíc není zcela jisté, zda působí výlučně tímto 

mechanismem. 

Z hlediska derivátů rhodaninu, hydrazonů 4-(trifluormethyl)benzohydrazidu a 

fluorovaných fenylalaninů jsou cenné zejména první dvě skupiny, kdežto estery a amidy 
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nefyziologických aminokyselin zaostaly v antimikrobní aktivitě a cytotoxicitě 

za očekáváním. U derivátů rhodanin-3-octové kyseliny je přínosem zjištění, že obměnou 

substituentů na karboxylu i C-5 můžeme modulovat jejich vlastnosti směrem 

k vystupňované inhibici jednotlivých cholinesteras, antituberkulotické aktivitě či inhibici 

grampozitivních kmenů. Předmětem další studie by mohl být můstek spojující 

heterocyklický dusík s karboxylem či kombinace rhodaninového jádra s jinými 

antimykobakteriálními „scaffoldy“. Také u hydrazidů-hydrazonů lze pomocí odlišných 

substituentů připravit sloučeniny se selektivní anti-TB aktivitou, se zvýšenou účinností vůči 

NTM nebo aktivní vůči grampozitivním bakteriím a některým houbám. I zde byla zjištěna 

výborná účinnost in vitro vůči stafylokokům včetně MRSA kmene, která se nijak neliší 

od MSSA. Na základě práce146 byla připravena rozsáhlá série hydrazidů-hydrazonů 

modifikovaných jak v části benzohydrazidu (různé substituenty, polohové isomery aj.), tak 

lišících se použitým aldehydem/ketonem. Ačkoli nejsou výsledky biologického hodnocení 

stále kompletní, podařilo se připravit sloučeniny s vylepšeným antituberkulotickým 

působením, aktivitou vůči MRSA a dalším grampozitivním rezistentním kmenům (u nich se 

zkoumá na spolupracujících pracovištích mechanismus účinku), některé deriváty mají i 

slibné cytotoxické účinky. Část těchto výsledků se stala součástí diplomové práce.154 

Do této skupiny náleží i Schiffovy báze aminobenzoových kyselin, zatím zpracované 

jako jedna bakalářská155 a rigorózní práce,156 opět s nadějnou aktivitou vůči grampozitivním 

bakteriím, některým houbám a v případě derivátů PAS i mykobakteriím. Močoviny 

odvozené od PAS a jejího methylesteru jsou součástí disertační práce,51 některé z nich 

aktivitou značně překonaly výchozí léčivo, značná část z nich si zachovává jeho netoxicitu. 
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4. Peptidové nosiče pro antimykobakteriální léčiva 

na bázi tuftsinu 

4.1. Drug delivery systémy ve vývoji antituberkulotik 

V současné době směřuje velké úsilí při vývoji antimykobakteriálních léčiv 

k identifikaci nových „drug candidates“, především malých molekul, nejlépe s inovativním 

mechanismem účinku. Ačkoli byla identifikována řada slibných targetů v buňce 

mykobakterií a mnohé z připravených malých molekul mají nízké hodnoty MIC, jedním 

z hlavních problémů nově vyvinutých sloučenin je jejich nedostatečná rozpustnost ve vodě, 

biodostupnost a/nebo prostupnost buněčnými membránami.157  

Tyto, ale i jiné nevýhody, např. toxicitu, imunogenicitu, problémy spojené 

s podáváním léčiva pacientům aj., mohou být překonány pomocí metod farmaceutické 

technologie včetně použití nosičů, tzv. „drug delivery systems“. Lze je s výhodou využít i 

pro cílený transport („targeted delivery“), a to jak v rámci organismu, tak v rámci buněk a 

míst zásahu antimikrobních látek. DDSs umožňují kontrolovat nejen místo uvolňování 

léčiva, resp. bioaktivní molekuly, ale i jeho míru.158,159,160 

Drug delivery systémy hrají významnou roli i ve výzkumu orientovaném 

na efektivnější léčbu TB a dalších mykobakterióz. Mohou přispět k dosažení dílčích cílů 

globální kontroly tuberkulózy tak, jak je definovali Koul et al.,161 tj. zkrácení doby léčby, 

zjednodušení léčby snížením frekvence, počtu i dávky podávaných léčiv a možnost 

současného podávání antiretrovirální léčby při koinfekci s HIV. DDSs proto byly a jsou 

studovány jako jeden z klíčových pilířů162 vývoje vedle „klasické“ farmaceutické chemie (tj. 

přípravy nových antimykobakteriálních molekul) a repurposingu známých léčiv. Recentní 

přehledy162,163 uvádí mezi takovéto nejvýznamnější skupiny DDSs liposomy, niosomy, 

tekuté krystaly, pevné lipidové nanočástice, micely, dendrimery, nanoemulze, 

nanosuspenze, mikročástice, komplexy s cyklodextriny, nanočástice na bázi SiO2 a také 

polymerní nanočástice. V současnosti jsou hojně studovány polymery na bázi kyseliny 

mléčné a glykolové a zejména jejich kopolymery (PLGA). Z antituberkulotik byly takovéto 

polymerní částice připraveny a úspěšně ověřeny u INH, RIF, PZA, EMB, aminoglykosidů 

či fluorochinolonů.162,163,164,165 

Specifickým cílem při léčbě TB je zasažení intracelulární populace mykobakterií; ty 

jsou převážně nitrobuněčnými patogeny. Značná část lidstva je nakažena bezpříznakovou 

latentní formou tuberkulózy, kdy bakterie přežívají, perzistují po mnoho let „ukryty“ 
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ve fagocytech (monocyty, makrofágy) hostitele. Osoby infikované latentní TB mají 

celoživotní riziko 10 %, že nemoc přejde do otevřené, aktivní formy. Při aktivní tuberkulóze 

plic mykobakterie mj. vstupují do alveolárních makrofágů, kde intracelulárně přežívají, 

do značné míry chráněny před imunitním systémem, a replikují se v endosomech.44,166 

Pro kompletní vyléčení je nezbytná inhibice intracelulárních mykobakterií či jejich úplná 

eliminace z infikovaných makrofágů.167 Proto je výhodné dosáhnout vysoké koncentrace 

léčiva přímo v makrofázích. K tomuto cílení do makrofágů lze principálně využít receptory 

pro manosu168 či nosiče na bázi tuftsinu, které mají také specifické receptory. Odhaduje se, 

že na povrchu fagocytů je exprimováno na 70 000 vazebných míst pro tuftsin. Vazba ligandu 

na takovýto receptor vede k internalizaci komplexu léčivo-nosič (endocytóze), což následně 

vede k podpoře intracelulární eliminace patogenu.44 

 

4.2. Nosiče na bázi tuftsinu 

Tuftsin je přirozeně se vyskytující tetrapeptid (lidský TKPR, L-threonyl-L-lysyl-L-

prolyl-L-arginin) známý od 70. let 20. století. V organismech je produkován pomocí dvou 

enzymů, leukokininasy a tuftsin-endokarboxypeptidasy, které odštěpují tuto tetrapeptidovou 

sekvenci z Fc domény těžkého řetězce imunoglobulinu G (aminokyseliny 289-292). Vzniklý 

peptid následně aktivuje některé složky imunitního systému včetně makrofágů a 

granulocytů, stimuluje fagocytózu, migraci imunitních buněk, má chemotaktický účinek 

na monocyty.44,169,170 

Mező et al.169 připravili pilotní řadu oligopeptidů na bázi tuftsinu. Podobně jako 

předlohová molekula jsou i tyto deriváty biodegradabilní, netoxické, neindukují tvorbu 

protilátek, velmi dobře se rozpouští ve vodném prostředí, mají polyvalentní imunostimulační 

efekt. Při jejich designu posloužil jako základ psí tuftsin (TKPK), lišící se pouze v C-

terminální bazické aminokyselině (arginin→lysin), což ale nemá podstatný vliv 

na biologické chování. Zavedení druhého lysinu do molekuly nabídlo další aminoskupinu 

v postranním řetězci (ε-NH2) vhodnou pro chemické modifikace (připojení fluorescenční 

značky, další molekuly léčiva, zbytku mastné kyseliny aj.). C-Konec byl navíc modifikován 

připojením glycinu, aby se předešlo možné racemizaci při kondenzaci více fragmentů 

za vzniku větších oligomerů. Tento derivát tuftsinu (TKPKG) si zachoval vlastnosti 

předlohového peptidu, v některých ohledech byl dokonce výhodnější. Oproti již dříve 

popsanému monomernímu TKPKG,171 byly v práci169 popsány navíc oligomery o struktuře 

[TKPKG]n, kde n = 2, 4, 6 a 8. 
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K problematice peptidových nosičů pro antimykobakteriální léčiva se autor práce 

dostal během stáží na Maďarské akademii věd (MTA-ELTE Research Group of Peptide 

Chemistry), kde se nosičům na bázi tuftsinu a jeho analog systematicky věnují nejméně 

od roku 2004.44,165,169,172,173,174,175,176 Kromě antituberkulotik jsou zde studovány i jako 

nosiče pro cytostatika.177 

V r. 2009 Horváti et al.172 konjugovali INH s tuftsinovými deriváty (Obr. 33, n = 1, 

4). Průlomová práce nastartovala intenzivní spolupráci týkající se konjugátů tuftsinových 

analog s našimi antituberkulotiky, která vedla k řadě experimentů, stáží a publikačních 

výstupů.44,165,173,174 Ukázalo se, že tyto konjugáty mají obdobnou antimykobakteriální 

aktivitu jako výchozí léčivo (po přepočtení na jeho obsah v molekule), přičemž samotné 

peptidové nosiče (TKPKG, [TKPKG]4) byly neúčinné. Měření hydrolytické stability 

konjugátů ukázalo, že zůstávají při pH 6,5 stabilní po dobu 6 hodin (>90 %), teprve potom 

dochází k uvolňování parentního INH. Studované konjugáty s nosiči tak slouží jako 

proléčiva, která by měla cíleně proniknout do makrofágů a tam uvolnit samotnou molekulu 

působící baktericidně vůči intracelulárním mykobakteriím. Benefitem by měly také být 

imunostimulační účinek, snížení vedlejších účinků a dávek.172 

 
Obrázek 33. Konjugáty INH s tuftsinovými nosiči 

 

Strukturu a vlastnosti tuftsinových nosičů je možné modulovat nejen počtem 

opakování sekvence, ale i navázáním substituentů buď na N-konec, nebo na postranní 

aminoskupiny lysinu. První popsanou modifikací bylo navázání palmitové kyseliny na N-

konec sekvence TKPKG nesoucí dvě molekuly isoniazidu (lipopeptid; Obr. 34)165,178 

za účelem zvýšení lipofility a membránové afinity. Také tento derivát vykazoval 

antimykobakteriální aktivitu (Mtb. H37Rv) srovnatelnou s výchozím INH, navíc byl 

signifikantně účinnější proti intracelulárně rostoucím mykobakteriím (infikované 

MonoMac6), kde byl samotný INH inaktivní. Konjugát navíc postrádal toxicitu in vitro 

(PBMC) i hemolytické vlastnosti a po enkapsulaci do PLGA nanočástic za účelem dalšího 
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zvýšení bioavailability se ukázal být perorálně účinným in vivo v morčecím modelu TB, 

rovněž bez jakýchkoli známek toxicity. 

 
Obrázek 34. Konjugát INH s palmitoylovaným monotuftsinovým nosičem 

 

Efektivita tuftsinových nosičů byla ověřena pro známá léčiva, ale i pro sloučeniny 

v preklinickém vývoji.173,174,175,176 Tetraoligotuftsinový nosič byl použit pro in silico 

identifikované inhibitory mykobakteriální dUTPasy. Inhibitor byl připojen na N-konec 

pomocí můstku tvořeného kyselinou glutarovou, přičemž jedna vazba byla esterová 

(napojení malé molekuly), druhá amidová s NH2 skupinou threoninu. Antimykobakteriální 

aktivita konjugátu byla oproti výchozí molekule přibližně poloviční (MIC 46, resp. 73 µM), 

na základě čehož autoři konstatují, že navázání na nosič podstatně neovlivňuje 

antimykobakteriální účinnost. Připravený konjugát (Obr. 35) byl pouze mírně toxický (IC50 

= 201 µM, výchozí derivát piperazinu i peptid >300 µM). Průtoková cytometrie a 

fluorescenční mikroskopie demonstrovaly, že studovaný konjugát byl vychytáván lidskými 

monocyty (MonoMac6) v desetkrát větší míře než samotná malá molekula. Ukázal se také 

být intracelulárně účinný (baktericidní aktivita vůči Mtb.), přičemž obě složky konjugátu 

samy o sobě byly inaktivní.173 

 
Obrázek 35. Konjugát tetraoligotuftsinu s derivátem piperazinu 
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Pro inhibitory dUTPasy byl využit také heterotrimerní nosič založený jak na lidském, 

tak psím tuftsinu: TKPR[TKPKG]2 (Obr. 36). I zde vedla vazba malé molekuly 

(pyridopyrimidinů) na nosič oximovým můstkem na dvě nejlépe přístupné postranní 

aminoskupiny (Lys8 a Lys13) k nižší aktivitě vůči extracelulárně rostoucím mykobakteriím 

(pokles maximálně o jeden řád), nízká toxicita (>500 µM) zůstala nezměněna, zatímco 

buněčný uptake byl v porovnání se samotnými pyridopyrimidiny signifikantně vyšší. I zde 

byl samotný peptid neaktivní.175 Obdobný N-terminálně palmitoylovaný monotuftsinový 

derivát (Obr. 37) inkorporovaný do PLGA nanočástic byl úspěšně studován in vivo 

na modelu tuberkulózy na morčatech.176 Vliv na aktivitu a toxicitu byl analogický jako 

v práci.175 

 
Obrázek 36. Tuftsinový konjugát inhibitorů dUTPasy 

 

 
Obrázek 37. Konjugát pyridopyrimidinu s palmitoylovaným tuftsinovým nosičem 
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Tuftsinová analoga lze principiálně využít ke kovalentní modifikaci povrchu 

nanočástic, které obsahují inkorporované biologicky aktivní molekuly, a to právě za účelem 

lepšího cílení do makrofágů. Tento přístup byl úspěšně aplikován u PLGA nanočástic.174 

 

4.3. Konjugáty tuftsinových nosičů s námi připravenými 

antimykobakteriálními molekulami 

Na základě uvedených faktů jsme přistoupili ke studiu tuftsinových nosičů a jejich 

konjugátů s našimi antituberkulotickými malými molekulami, především na bázi derivátů 

salicylanilidů, ale i vhodně modifikovaných klinicky používaných léčiv, zejména 4-

aminosalicylové kyseliny. Část získaných výsledků byla publikována ve společném článku 

s maďarským pracovištěm,44 prezentována řadou konferenčních příspěvků a jsou dále 

zpracovávána do nových publikačních výstupů. 

Předchozí studie nebyly z pohledu použitých nosičů příliš konzistentní (počet 

jednotek, modifikace struktury mastnými kyselinami, počet a poloha navázaných aktivních 

molekul), proto jsme přistoupili k jejich systematickému zkoumání. Začali jsme zkoumat 

vliv opakování tuftsinových jednotek, počtu molekul antituberkulotika a místa jeho navázání 

na nosič (N-konec či postranní řetězce lysinu), modifikace mastnými kyselinami či 

přítomnosti dalšího spaceru mezi malou molekulou a nosičem. Připravili jsme také 

fluorescenčně značené deriváty ke studiu buněčného uptake pomocí fluorescenční 

mikroskopie a průtokové cytometrie, neboť naše antituberkulotika nemají sama o sobě 

vhodné spektrální vlastnosti.  

Syntéza konjugátů zahrnuje tři kroky: 

1) syntéza samotného peptidového nosiče (syntéza na pevné fázi), 

2) modifikace struktury antituberkulotika, pokud samo o sobě neobsahuje skupinu 

vhodnou pro tvorbu vazby s nosičem (tj. zavedení takovéto skupiny či chemická 

modifikace funkční skupiny v molekule již přítomné), a/nebo zablokování dalších 

funkčních skupin, které by mohly reagovat nežádoucím způsobem, 

3) konjugace malé molekuly s nosičem pomocí linkeru (na pevné fázi, v roztoku). 

Obecnou strukturu vzniklých konjugátů lze vyjádřit zjednodušeným schématem (Obr. 38):

 
Obrázek 38. Obecná struktura konjugátů oligotuftsinu s antimykobakteriálními deriváty 

 

4.3.1. 1. Krok: syntéza nosiče 

Peptidy jsou připravovány pomocí syntézy na pevné fázi (solid-phase synthesis, 
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SPS), s využitím Fmoc/t-Bu strategie. Ta spočívá v protekci -aminoskupiny aminokyselin 

Fmoc skupinou, reaktivní skupiny v postranních řetězcích threoninu a lysinu jsou ochráněny 

pomocí t-Bu, resp. terc-butyloxykarbonylu (Boc), k jejichž odštěpení dochází až 

při uvolňování peptidu z pryskyřice. Fmoc skupinu lze selektivně odstranit pomocí 2% DBU 

a 2% piperidinu nebo 40% piperidinu v DMF. Jako kondenzační činidlo se využívá DIC 

s přídavkem HOBt (3 ekvivalenty vztažené ke kapacitě pryskyřice). SPS lze realizovat buď 

manuálně, nebo pomocí peptidového syntetizátoru (konkrétně používán přístroj Syro I ®). 

V případě manuální syntézy je efektivita každé kondenzace a deprotekce ověřována tzv. 

Kaiser testem, který je založen na ninhydrinové reakci, resp. isatinu v případě prolinu. 

Po dokončení syntézy je peptid odštěpen z pryskyřice pomocí směsi 95 % TFA, 2,5 % vody 

a 2,5% TIS jako scavengeru. Podle zvoleného typu pryskyřice je peptid získán s C-koncem 

v podobě amidu nebo s volným karboxylem. Následně je peptid izolován precipitací 

etherem, purifikován pomocí HPLC a charakterizován pomocí hmotnostní spektrometrie, 

analytické RP-HPLC a analýzy aminokyselin. 

Tato syntéza umožňuje následnou modifikaci N-terminální skupiny různými 

substituenty – léčivem (přímo či přes spacer), zbytkem karboxylové kyseliny 

(pro modifikaci lipofility a membránové afinity, např. acetyl, butanoyl, dekanoyl, palmitoyl) 

či fluorescenční značkou (derivát fluoresceinu), viz Obr. 39. Pokud je do řetězce peptidu 

zabudován lysin s odlišnou postranní chránicí skupinou – Mtt (4-methyltrityl) a Dde (1-(4,4-

dimethyl-2,6-dioxocyklohex-1-yliden)ethyl), lze takto modifikovat i uvolněné 

aminoskupiny těchto lysinů (Obr. 40, ilustrováno na Mtt skupině). 

 
Obrázek 39. Schéma modifikace N-konce peptidu (R = pryskyřice; obrázek podle 

grantového návrhu projektu GAČR 17-27514Y) 
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Obrázek 40. Schéma modifikace postranních řetězců lysinu (R = pryskyřice, X = pozice 

lysinu v řetězci peptidu; obrázek podle grantového návrhu projektu GAČR 17-27514Y) 

 

Mezi libovolnou primární aminoskupinu peptidu a antimikrobiálně aktivní molekulu 

je možné kromě samotného spojovacího můstku „vložit“ i vhodný spacer k úpravě 

vlastností. Studovali jsme především tetrapeptidovou sekvenci GFLG, ale i další kratší 

peptidy jako pentaglycin (G5) či GFYA. GFLG byl navržen k vystupňovanému 

intracelulárnímu uvolňování léčiva z DDSs v lysozomech, neboť je specificky štěpen 

lysozomálním enzymem kathepsinem B.179 

 

4.3.2. 2. Krok: příprava konjugabilních antituberkulotik 

Dalším dílčím krokem je syntéza „konjugabilních“ derivátů malých 

antimykobakteriálních molekul. Je důležité, aby měly vhodnou skupinu pro jednoznačně 

definované připojení na peptidový nosič. Preferovány jsou reakce jednoduché, synteticky 

nenáročné a levné, aby bylo možné připravit požadované množství sloučenin v relativně 

krátkém čase a v dostatečném množství. Z hlediska studia malých molekul jsme zatím 

získali největší zkušenosti s deriváty salicylanilidu a PAS.  

Nejprve jsme vyšli z našich dříve připravených salicylanilidů,48,56 které mají 

širokospektrální in vitro antimykobakteriální aktivitu včetně MDR a XDR kmenů a NTM, 

nepůsobí však na intracelulární mykobakterie. Jejich dalšími nevýhodami jsou špatná 

rozpustnost ve vodě i nedostatečná lipofilita nutná k průniku biologickými bariérami, 
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signifikantní toxicita pro savčí buňky, a tudíž nedostatečná selektivita. Proto jsou ideálními 

kandidáty k evaluaci efektivity tuftsinových nosičů.44,46 

Původně jsme využili pro navázání nejúčinnějších námi připravených salicylanilidů 

(MIC pro Mtb. 1 µM) na nosič jejich hydroxylovou skupinu, kterou jsme modifikovali 

Steglichovou esterifikací s kyselinou 4-formylbenzoovou (Obr. 41). Formylová skupina 

sloužila k tvorbě oximové vazby s příslušně modifikovaným peptidem. Estery samotné byly 

antimykobakteriálně účinnější a méně toxické než výchozí salicylanilidy, což potvrzuje námi 

popsaný obecný trend.22,52,57,91 Ze syntetického pohledu nepředstavovala esterifikace ani 

navazující konjugace s peptidem (po optimalizaci podmínek) problém. Při hodnocení 

biologické aktivity (anti-TB, cytotoxické a cytostatické vlastnosti vůči různým savčím 

liniím) se však neočekávaně ukázalo, že MIC a IC50 salicylanilidových esterů a jejich 

peptidových konjugátů si jsou velmi blízké. Následně bylo zjištěno, že v podmínkách 

biologického hodnocení je esterová vazba velmi rychle hydrolyzována (t1/2 v řádu jednotek 

až několika málo desítek minut) a de facto tak dochází k evaluaci směsi výchozího 

salicylanilidu a peptidu s navázaným 4-karboxybenzylidenovým fragmentem. Proto jsme 

další vývoj tohoto typu sloučenin opustili, i když v předchozí práci byla esterová vazba 

v konjugátech prezentována jako úspěšná.173 Principiálně lze estery ke konjugaci použít, 

avšak, jak uvádí i s příklady Majumdar a Siahaan,180 je nutné ověřit jejich stabilitu.  

 
Obrázek 41. 4-Formylbenzoáty nejaktivnějších salicylanilidů 

 

Pro konjugaci s peptidy jsme také připravili estery nejaktivnějších salicylanilidů s 5-

chlorpyrazin-2-karboxylovou kyselinou. Tyto „mutual prodrugs“ obou složek působí 

antimykobakteriálně s odlišnými mechanismy účinku.44 Chlor na pyrazinovém jádře měl být 

nukleofilní substitucí nahrazen cysteinem (přes -S- můstek), který by byl navázán 

na tuftsinový nosič. V práci46 byly připraveny další dva typy konjugovatelných derivátů – 

karbamáty připravené z 2-chlorethyl či 3-chlorpropyl isokyanátu (Obr. 13) a také N-(4-

benzoylfenyl)-5-halogen-2-hydroxybenzamidy (Obr. 5). Tyto karbamáty s vynikající 

účinností vůči H37Rv, MDR a XDR kmenům i M. abscessus a sníženou toxicitou se bohužel 

ukázaly být pro konstrukci DDSs nevhodné, a to kvůli nízké hydrolytické stabilitě (t1/2 <1 h). 
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Podobně se chovaly estery 5-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny (Obr. 9), tj. jako „mutual 

prodrugs“ uvolňovaly opět salicylanilid a výchozí kyselinu, i když s delším, ale stále 

poměrně krátkým poločasem (≈3,7 h).44 Nevýhodou N-(4-benzoylfenyl)-2-

hydroxybenzamidů je relativně nízká reaktivita „benzofenonové“ ketonické skupiny, která 

je v podmínkách provádění konjugace s nosiči za vzniku oximové vazby nedostatečná.46 

Na základě hydrolytické lability esterových/karbamátových derivátů a malé 

reaktivity N-(4-benzoylfenyl)-2-hydroxybenzamidů jsme proto přistoupili k zavedení 

reaktivnější skupiny (formyl, acetyl) přímo na salicylanilidový skelet při zachování volného 

hydroxylu (Obr. 4).44 

Modifikace struktury za účelem jejich vazby na nosič byly provedeny i v případě 

„klasických“ antituberkulotik INH, PAS a cykloserinu, ale i dalších léčiv, která mají 

antimykobakteriální účinek – sulfonamidů (sulfamethoxazol, sulfathiazol, sulfadiazin, 

sulfamethazin)115,119 a triklosanu.108 Zde se však ukázalo, že řada připravených 

„konjugabilních“ derivátů (příklady na Obr. 42) je v porovnání s výchozími léčivy mnohem 

méně účinná (až o dva řády) nebo prakticky ztrácejí aktivitu (ω-chloralkylmočoviny, 

monoamidy kyselin jantarové a itakonové), a proto nebyly navázány na nosiče, podobně 

jako triklosanové N-ω-chloralkylkarbamáty, které jsou sice srovnatelně účinné jako samotný 

triklosan, ale nevyhovují svou nízkou hydrolytickou stabilitou. ω-Chloralkylmočoviny a 

karbamáty měly být navázány na cystein inkorporovaný do molekuly nosiče (sulfidový 

můstek), monoamidy dvojsytných karboxylových kyselin (v případě kyseliny itakonové 

s vlastním antimykobakteriálním účinkem92) byly zamýšleny ke tvorbě amidové vazby. 

Také jsme z důvodu nestability (hydrolýza vazby -N=CH-) během odštěpování hotového 

konjugátu z pryskyřice opustili přípravu sloučenin, které byly určeny ke konjugaci na pevné 

fázi (přes COOH skupinu) a nesly zároveň hydrazonovou či iminovou vazbu (deriváty 

glyoxalové či 4-formylbenzoové kyseliny a molekul obsahujících NH2 skupinu). 
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Obrázek 42. Příklady „konjugabilních“ derivátů antimykobakteriálních léčiv 

 

Vedle uvedených neaktivních močovin a amidů se nám podařilo připravit několik 

efektivních antimykobakteriálních derivátů vhodných pro konjugaci. Jedná se o močoviny 

odvozené od PAS a jejího methylesteru, které byly konjugovány přes oximový můstek, dále 

o [3-hydroxy-4-(methoxykarbonyl)fenyl]glycin (Obr. 43) vázaný přes karboxyl. 

 
Obrázek 43. Deriváty PAS vázané na peptidový nosič 

 

Původně jsme připravili a studovali také Schiffovu bázi methyl-4-aminosalicylátu 

s glyoxalovou kyselinou (2-{[3-hydroxy-4-(methoxykarbonyl)fenyl]imino}octová 

kyselina), nicméně se ukázalo, že po její konjugaci s nosičem na pevné fázi amidovou 

vazbou, jejíž vznik vyžadoval delší reakční čas a použití účinnějšího katalyzátoru (Oxyma 

Pure ® místo standardně používaného HOBt), není tento konjugát za podmínek štěpení 
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peptidu z pryskyřice stabilní a hydrolyzuje na výchozí malou molekulu a peptid nesoucí 

zbytek glyoxalové kyseliny, který může reagovat s volnými NH2 skupinami (Obr. 44): 

 
Obrázek 44. Štěpení hydrazonové vazby v konjugátu v kyselém prostředí 

 

4.3.3. 3. Krok: Spojení malé molekuly a nosiče 

Při studiu linkeru mezi peptidem a účinnou molekulou jsme se nejvíce věnovali 

oximové44 a karboxamidové vazbě. Pro vznik oximu typicky využíváme karbonylovou 

skupinu (formyl, ale i méně reaktivní acetyl) v aktivní sloučenině a zbytek aminooxyoctové 

kyseliny (Aoa) navázaný na peptid. Ten se zavádí do nosiče podobně jako aminokyseliny 

při jeho výstavbě, tj. pomocí couplingu s HOBt a DIC (Obr. 45), aminoskupinu chrání Boc. 

Při odštěpení peptidu z pevné fáze dojde současně k odchránění Aoa fragmentu, který pak 

může v roztoku kondenzovat s karbonylovou funkcí. K navázání Aoa lze využít jak N-

terminální aminoskupinu, tak po selektivní deprotekci jednu či více postranních 

aminoskupin lysinu. K tomu je možné využít Mtt skupinu, kterou lze odštěpit acidolyticky 

za mírných podmínek, jež Fmoc toleruje (2% TFA v dichlormethanu), vyžaduje však 

následnou neutralizaci, nebo Dde skupinu odštěpitelnou 2% hydrazinem v DMF.181 

V takovémto případě lze selektivně modifikovat pouze postranní řetězce, zatímco N-konec 

zůstává zablokován Fmoc skupinou a následně může nést další bioaktivní molekulu, 

substituent kontrolující lipofilitu či fluorescenční značku. 

 
Obrázek 45. Modifikace nosiče Aoa fragmentem 

 

Jak již bylo uvedeno, konjugace nosiče s potenciálním léčivem probíhá v roztoku 

za eliminace vody. Zde se objevuje problém s rozpustností malé molekuly, peptid sám 

o sobě bývá rozpustný dostatečně, a to i v případě substituce vyšší mastnou kyselinou. 

Standardně se volí jako reakční prostředí acetátový pufr s přídavkem 2-ethoxyethanolu, 2-

methoxyethanolu, MeCN, ev. DMF jako možnými kosolventy. U aldehydů není třeba reakci 

katalyzovat, u ketonů používáme CH3COOH. Kondenzace v tomto provedení vyžaduje 

dlouhý reakční čas (řádově dny) a mírně zvýšenou teplotu, výtěžky jsou v rozmezí 40-65 % 

a vznikají i vedlejší produkty. Tento přístup toleruje přítomnost acidolabilních skupin a 
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výhodou je také možná regenerace nezreagované malé molekuly při následné HPLC 

purifikaci. 

Lze však také uvažovat o opačném designu, kdy je karbonylová skupina součástí 

peptidu a malá molekula obsahuje aminovou či hydrazidovou skupinu. Takto postupovali 

Horváti et al.,172 kdy nejprve zoxidovali postranní hydroxylovou skupinu serinu na karbonyl, 

který pak kondenzoval s INH za vzniku hydrazonu. 

Na základě literatury180 jsme předpokládali, že oximová vazba bude hydrolyzována 

při nízkém pH a dojde tak k uvolnění výchozí malé molekuly, což by bylo obzvlášť výhodné 

s ohledem na fakt, že Mtb. perzistuje v makrofázích ve fagozomech, kde je fyziologicky 

nízké pH.179 Minimálně pro salicylanilidové konjugáty jsme však prokázali, že tomu tak není 

a tato vazba zůstává při simulaci intracelulárního prostředí v makrofázích (inkubace 

s lysozomálním homogenátem získaným z jater potkana) intaktní.44 V tomto případě tedy 

konjugát nepůsobí jako proléčivo v klasickém slova smyslu. Také podle zdroje182 je oximová 

vazba při kyselém pH stabilní. 

Pro tvorbu amidové vazby je principiálně možné využít COOH skupinu v bioaktivní 

molekule a libovolnou primární aminoskupinu peptidu (N-konec, postranní řetězec lysinu). 

Preferenčně z důvodu snazší syntézy využíváme N-terminální skupinu, kde je možné provést 

deprotekci (odstranění Fmoc skupiny) pomocí 2% DBU a 2% piperidinu v DMF, tj. 

analogicky jako při samotné syntéze nosiče. Odchránění ε-NH2 lysinu je pracnější, navíc 

vyžaduje jiná činidla (v závislosti na použitém chránění). Coupling s malou molekulou pak 

probíhá na pevné fázi, kde lze snadno ověřit, zda proběhla reakce kompletně, proto 

dosahujeme vysokých výtěžků, získaný surový konjugát má vyšší čistotu, reakce je navíc 

poměrně rychlá (v řádu hodin), nevýhodou je naopak větší spotřeba reaktantu a coupling 

činidel (přidávají se v nadbytku, typicky 3 molární ekvivalenty vztažené k peptidu) a také 

to, že v malé molekule nesmí být vazby inkompatibilní s podmínkami štěpení 

peptidu/konjugátu z pryskyřice, např. iminové či hydrazonové uskupení. Amidová vazba by 

měla být v podmínkách biologického testování konjugátů stabilní, nepodléhat degradaci a 

konjugát by proto měl dosáhnout cílového místa účinku nezměněný.180 

Dále jsme se zabývali např. možností sulfidového a disulfidového můstku, 

(thio)močovinové, acidolabilní hydrazonové a karbamátové vazby, která by měla být 

stabilnější než esterová.180 V této oblasti zatím nebyla realizována ucelená studie, 

na výsledcích se dále pracuje. 
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4.3.4. Peptidové konjugáty se salicylanilidy 

V oblasti peptidových konjugátů jsme publikovali rozsáhlou práci,44 kde jsme jako 

malé antimykobakteriální molekuly použili formylované a acetylované salicylanilidy a jako 

nosiče různě modifikované deriváty tuftsinu lišící se: 

 délkou: tetramer [TKPKG]4, heterotrimer TKPR-[TKPKG]2, dimer [TKPKG]2 

a monomerní TKPKG, lidský tuftsin TKPR a tuftsinový antagonista TKPPR, 

 modifikací nosiče karboxylovými kyselinami (palmitová, dekanová, máselná, 

octová kyselina) či bez tohoto lipofilitu ovlivňujícího substituentu, 

 (ne)přítomností GFLG spaceru, 

 C-koncem peptidu: buď jako COOH, nebo CONH2, 

 počtem nesených antimykobakteriálních molekul, 

 ev. přítomností 5(6)-karboxyfluoresceinu ke studiu buněčného uptake. 

K syntéze peptidů jsme využili Fmoc/t-Bu strategii, postranní řetězce lysinu byly 

chráněny Boc skupinou. U některých nosičů jsme vybrané ε-aminoskupiny lysinu chránili 

pomocí Dde nebo Mtt skupiny (ta není v publikaci uvedena, ač byla hojně používána), tyto 

skupiny pak byly využity pro coupling s mastnými kyselinami, Boc-Aoa, ev. včetně spaceru, 

či 5(6)-karboxyfluoresceinu (Obr. 46). N-Konec byl substituován analogickým způsobem. 

Spojení malé molekuly s nosičem bylo realizováno oximovou vazbou za katalýzy 

CH3COOH (pH cca 4,5) v reakčním prostředí acetátového pufru a 2-ethoxyethanolu.44 

 
Obrázek 46. Přehled struktur salicylanilid-tuftsinových konjugátů44 (nezahrnuje varianty 

s fluorescenčním značením; spacer GFLG nemusí být přítomen) 

 

Připravené konjugáty byly stabilní v dimethylsulfoxidu i v médiích používaných 

při hodnocení biologické aktivity. Jejich lipofilita byla stanovena pomocí RP-HPLC, 

přičemž podle očekávání byly nejlipofilnější výchozí salicylanilidy, spojením s nosičem 

roste hydrofilita. Také další výsledky (typicky vliv mastných kyselin o různé délce řetězce) 

byly v souladu s očekáváním, ačkoli i místo vazby kyseliny ovlivňuje lipofilitu.44 

Antimykobakteriální aktivita (extracelulárně rostoucí buňky) „konjugabilních“ 

salicylanilidů (Obr. 4) byla studována u H37Rv, MDR-TB a M. abscessus. Účinnější než 5-
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formyl-2-hydroxy-N-[4-(trifluormethyl)fenyl]benzamid byly N-(4-acetylfenyl)-5-halogen-

2-hydroxybenzamidy, zejména bromovaná varianta (SAL2), i když byly méně aktivní než 

dříve popsané polyhalogenované salicylanilidy. Aktivita vůči M. abscessus byla menší než 

u TB kmenů. Zároveň byly cytostatické pro linie HepG2 i MonoMac6 (SI 0,7-2,5), ale 

relativně netoxické (SI>10) pro BMMΦ.44 

Tato antimykobakteriální aktivita zůstává po konjugaci s nosiči zachována, ačkoli 

jsou hodnoty MIC poněkud vyšší, jak už bylo zjištěno v dřívějších pracích (např.173,175). 

Z hlediska délky nosiče je nejúčinnější monotuftsinový TKPKG derivát (MIC SAL2-Aoa-

TKPKG = 21,8 µM), následovaný tetratuftsinem [TKPKG]4, nejméně aktivní byl 

dituftsinový nosič [TKPKG]2. C-Konec v podobně karboxylu nemá proti amidu výhodu, 

také GFLG spacer antimykobakteriální účinnost nezlepšuje, u tetratuftsinu je dokonce 

kontraproduktivní. Naopak přítomnost dvou aktivních molekul v jednom DDS vede 

ke zlepšené inhibici bakterií. Zbytek mastné kyseliny moduluje u delších nosičů účinnost 

mírně pozitivně, jejich vliv je ale nejvíce patrný u kratších peptidů, kde je ovšem 

dysterapeutický. Obecně lze říci, že kratší peptidové konjugáty (tj. nosiče TKPKG, TKPKG-

OH, TKPR-OH, TKPPR-OH) mají nejlepší aktivitu vůči extracelulárním mykobakteriím. 

Aktivita vůči MDR-TB a M. abscessus je obecně poněkud nižší než proti lékově citlivému 

Mtb., některé konjugáty byly plně srovnatelné či dokonce lepší než výchozí salicylanilidy. 

U atypického kmene byly nejvýhodnější tetratuftsinové, dituftsinové a heterotrimerní 

konjugáty, kdežto monotuftsiny měly – v kontrastu s Mtb. – nejnižší aktivitu, mírně 

výhodnější byly konjugáty obsahující GFLG fragment.44 

Cytostatické a cytotoxické účinky byly hodnoceny na stejných liniích jako výchozí 

salicylanilidy. Většina kontrolních acetylovaných peptidů byla netoxická v koncentraci 

200 µM, palmitoylované nosiče naproti tomu vykázaly značné cytostatické vlastnosti, které 

jsou vázány na kovalentní vazbu, neboť mechanická směs nosiče a kyseliny vykazovala 

nízkou toxicitu odpovídající samotné kyselině. Konjugáty salicylanilidů s monotuftsiny, ev. 

i se spacerem, jakož i tetra- a dituftsinové deriváty byly netoxické (>200 µM) 

pro MonoMac6 buňky a většinou i HepG2. Podobně jako v případě nosičů, tak i u konjugátů 

nesoucích mastné kyseliny došlo ke značnému zvýšení cytostatických vlastností, které 

rostou s délkou řetězce kyseliny. Ačkoli většina konjugátů měla mírnou nebo nulovou 

toxicitu při 200 µM, jejich indexy selektivity byly spíše nízké z důvodu vyšších hodnot MIC. 

Dostačující selektivita ≈10 a více byla nalezena u dvou konjugátů: SAL2-Aoa-TKPPR-OH 

a SAL2-Aoa-TKPKG. K výsledkům hodnocení toxicity a selektivity lze konstatovat, že 

konjugace salicylanilidů s peptidy snižuje toxicitu vůči savčím buňkám a zlepšuje 
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selektivitu. Přímá toxicita hodnocená na BMM buňkách byla nízká, dostatečně selektivní 

byl i výchozí SAL2, ale i zde byl popsán analogický negativní vliv mastných kyselin.44 

Dále jsme studovali závislost intenzity fluorescence značených nosičů a konjugátů 

na pH. Zde se ukázalo, že zbytek palmitové kyseliny i salicylanilidu v blízkosti fluoroforu 

má zhášecí efekt. Buněčný uptake jsme hodnotili u značených derivátů na linii MonoMac6 

(Obr. 47), a to fluorescenční mikroskopií a průtokovou cytometrií. Uptake pozitivně koreluje 

s počtem tuftsinových jednotek, naopak je nezávislý na typu C-konce (amid nebo volná 

kyselina) a GFLG spacer internalizaci mírně snižuje. Jednoznačně nejvyšší uptake měly 

peptidy modifikované kyselinou palmitovou, bohužel však byly ve vyšších koncentracích 

značně toxické, narušovaly integritu membrány. Dekanová kyselina pak představuje vhodný 

kompromis mezi zvýšeným vychytáváním buňkami a přijatelnou toxicitou. I navázání 

salicylanilidu (pravděpodobně zvýšením lipofility) uptake zvyšuje.44 

 
Obrázek 47. Porovnání buněčného uptake různých tuftsinových nosičů a konjugátů44 

 

U konjugátů byla také stanovena stabilita, resp. degradace při působení 

lysozomálního homogenátu získaného z jater potkana po dobu 24 h, abychom zjistili, jak se 

malá molekula intracelulárně uvolňuje. V lysozomech panuje fyziologicky kyselé pH (4,5-

5) a je v nich přítomna řada proteolytických enzymů. Očekávali jsme hydrolytické uvolnění 

výchozího salicylanilidu, ale jako nejmenší metabolity byly překvapivě identifikovány SAL-

Aoa-Thr-OH (u konjugátů bez spaceru), H-Lys(SAL-Aoa)-OH (pokud byl SAL navázán 

na postranní řetězec lysinu) a SAL-Aoa-Gly-OH (Obr. 48) v případě přítomnosti GFLG 

spaceru, který zvyšoval dle očekávání degradaci. Oximová vazba zůstává zachována. Lze 
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také konstruovat „mapy“ popisující místa a rychlost štěpení jednotlivých vazeb (Obr. 49). 

I zde se ukázal vliv jednotlivých substituentů a vlastností samotného nosiče na stabilitu.44 

 
Obrázek 48. Nejmenší fragmenty obsahující účinnou molekulu vznikající působením 

lysozomálních enzymů na konjugáty 

 

 
Obrázek 49. Degradační „mapy“ konjugátů při působení lysozomálních enzymů44 

 

Potvrdilo se, že vazba na nosič zvyšuje intracelulární anti-TB aktivitu výchozích 

salicylanilidových molekul v infikovaných MonoMac6 buňkách, a to i přes celkově nižší 

lipofilitu konjugátů; salicylanilidy jsou samy o sobě inaktivní. To je důležité zejména 

z pohledu působení na chronickou a latentní formu TB závisející na intracelulární 

availabilitě léčiva. Infikované buňky jsou inkubovány s testovanými deriváty 

v koncentracích 125 a 250 µM. Všechny konjugáty redukovaly v závislosti na koncentraci 

počet CFU intracelulárně rostoucího Mtb., při 125 µM jich několik bylo inaktivních 
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(Obr. 50). Obecně lze říci, že nejúčinnější byly konjugáty substituované kyselinou 

palmitovou a dekanovou, výhodné jsou tetra- a monotuftsinové deriváty. C-Konec v podobě 

karboxylu není výhodnější než odpovídající amid, stejně tak více fragmentů léčiva v jedné 

molekule ani GFLG spacer aktivitu nezlepšují.44 

 
Obrázek 50. Intracelulární aktivita salicylanilidů a jejich konjugátů proti Mtb. H37Rv44 

 

V rámci práce44 jsme připravili řadu nosičů a jejich konjugátů s vhodně 

substituovanými salicylanilidy. Konjugáty si zachovávají antimykobakteriální aktivitu vůči 

extracelulárně rostoucím mykobakteriím, i když mírně sníženou, naopak s výjimkou 

především palmitoylovaných DDSs u nich klesá toxicita pro savčí buňky. Významné je též 

podstatné zvýšení buněčného uptake a intracelulární anti-TB aktivity, která je u výchozích 

molekul prakticky nulová. Z hlediska extracelulární aktivity a selektivity se zdají být 

nejlepšími monotuftsinové deriváty bez substituce karboxylovými kyselinami, ovšem 

z hlediska vychytávání buňkami a intracelulární účinnosti se jako nejperspektivnější jeví 

nosiče substituované mastnými kyselinami, které jsou však současně středně či vysoce 

cytostatické. Nadějným kompromisem mezi těmito protichůdnými požadavky je konjugát 

SAL2 s decylovaným tuftsinovým monomerem (Obr. 51), dobrou intracelulární aktivitu 

mají ale i některé netoxické a extracelulárně účinné monotuftsinové konjugáty (SAL2-Aoa-

TKPKG, SAL2-Aoa-GFLG-TKPKG či SAL2-Aoa-TKPR-OH).  

 
Obrázek 51. Perspektivní konjugát SAL2 s decylovaným monotuftsinovým nosičem 
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Nosiče na bázi tuftsinu a jejich konjugáty s malými antimykobakteriálními 

molekulami mají tedy perspektivní potenciál, podařilo se redukovat některé z nevýhod 

výchozích salicylanilidů (nízká rozpustnost, selektivita a intracelulární aktivita, 

nedostatečný uptake) při zachování či jen mírném snížení aktivity proti extracelulárním 

mykobakteriím. 

V současné době nadále na studiu nosičů a především jejich konjugátů s anti-TB 

léčivy pracujeme, pozornost je věnována zejména obměnám spaceru, studiu dalších linkerů 

(spojovacích můstků) mezi aktivní sloučeninou a peptidem, připravujeme také nové 

„konjugabilní“ malé molekuly. V současné době pracujeme na bioevaluaci konjugátů 

derivátů PAS s kratšími peptidy, kde cílíme především na vystupňování extracelulární a 

intracelulární aktivity (toto léčivo 2. linie nepatří k těm nejúčinnějším, navíc vzhledem 

k hydrofilitě poměrně obtížně proniká do buněk) a také lepší toleranci, byť je PAS relativně 

netoxická. Perspektivní bude také konjugace s takovými antimykobakteriálními 

molekulami, které mají nízké MIC, např. chinolony vyšších generací. Na základě opakovaně 

prokázané hydrolytické lability, resp. krátkého t1/2, esterové vazby jsme z dalšího vývoje 

vyloučili fenolické sloučeniny, které by musely být připojeny esterovou vazbou, např. 

triklosan, bedachilin, u PAS se pak k vazbě využívá karboxylová či NH2 skupina. Plánováno 

je i spojení tuftsinových nosičů, našich malých molekul a modifikovaných PLGA nanočástic 

za vzniku DDSs podobných tomu, jaký recentně publikovali Horváti et al.174 

Další potenciální oblastí uplatnění tuftsinových nosičů a jejich konjugátů s našimi 

malými molekulami, tentokráte co nejvíce cytotoxickými a cytostatickými, je vývoj 

protirakovinných léčiv, zaměřený konkrétně na terapeuticky značně problematický 

glioblastom. 
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5. Závěr a perspektivy 

Vzhledem k nárůstu rezistence, ale i z dalších důvodů existuje objektivní potřeba 

nových antiinfekčních léčiv. Předložená habilitační práce se proto věnuje malým molekulám 

aktivním zejména proti Mycobacterium tuberculosis (H37Rv i lékově rezistentní kmeny), 

atypickým mykobakteriím, grampozitivním bakteriím včetně MRSA a patogenním houbám, 

dále pak jejich konjugátům s peptidovými nosiči na bázi tuftsinu. 

Nejvíce připravených sloučenin bylo z oblasti salicylanilidů a jejich esterů včetně 

karbamátů. Podařilo se syntetizovat celou řadu vysoce účinných derivátů s nízkými 

mikromolárními nebo dokonce submikromolárními hodnotami MIC. Estery zpravidla 

v porovnání s výchozími salicylanilidy působí účinněji na Mtb. (bez ohledu na přítomnost 

rezistence), dobrou aktivitu mají i na atypické kmeny a jsou méně toxické, i když u některých 

sérií nebylo cíle dosažení podstatně nižší toxicity dosaženo. Oba efekty (zlepšení aktivity a 

snížení toxicity) vedou ke zlepšení selektivity, ačkoli i zde je prostor pro další optimalizaci. 

Salicylanilidové deriváty také obvykle inhibují růst grampozitivních bakterií, zejm. 

stafylokoků, a někdy též fungálních patogenů, zde však účinnost není uniformní. Podařilo 

se také identifikovat vztahy mezi strukturou a antimikrobní aktivitou, optimální substituci 

shrnuje Obr. 52, výhodnou se ukázala aplikace konceptu „mutual prodrugs“. 

 
Obrázek 52. Preferované substituenty pro salicylanilidový „scaffold“ (antimikrobní 

aktivita) 

 

Vedle prokázané inhibice isocitrátlyasy, L-alanin dehydrogenasy, methionin 

aminopeptidasy a dalších enzymů s potenciálem zásahu také latentních forem TB i nadále 

zkoumáme se spolupracujícími pracovišti mechanismus antimykobakteriálního účinku 

salicylanilidů a jejich derivátů. Velmi perspektivní je jejich aktivita vůči rezistentnímu a 

klinicky problematickému patogenu Mycobacterium abscessus, na nějž jsou naše sloučeniny 

unikátně vysoce aktivní, i zde bude probíhat další vývoj, podobně jako u MRSA, kde 

popsané molekuly (především salicylové, ale i sulfonamidové a hydrazidy-hydrazony) 
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slouží jako základ pro další design. Zamýšlíme a částečně již realizujeme i spojení s jinými 

antimikrobními strukturami v jedné molekule. 

Také modifikace známých léčiv isoniazidu a sulfonamidů vedly k vysoce účinným 

derivátům, které byly s parentními molekulami buď srovnatelné, nebo dokonce účinnější. 

Mnohé naše sloučeniny INH měly dobrou účinnost proti INH-rezistentním 

mykobakteriálním kmenům. Podařilo se nám identifikovat analoga INH (1,3,4-oxadiazoly) 

účinná i proti MDR- a XDR-TB kmenům bez zkřížené rezistence a s experimentálně 

prokázaným odlišným mechanismem účinku, než jaký má výchozí léčivo. U sulfonamidů 

jsme připravili deriváty účinné i proti kotrimoxazol-rezistentním grampozitivním 

bakteriálním kmenům, kde také plánujeme objasnění mechanismu účinku. V budoucnu 

počítáme s vývojem nových modifikací INH, především spojením s dalšími biologicky 

aktivními sloučeninami tak, aby si zachovaly účinnosti i proti INH-rezistentním 

mykobakteriím, a též přímých InhA inhibitorů. Klíčové zjištění této části práce představuje 

fakt, že jednoduchou syntetickou obměnou lze ze zavedených a široce dostupných léčiv 

připravit molekuly, které mají jednak dobrou aktivitu, ale také si – průlomově – zachovávají 

účinnost i u kmenů necitlivých na původní léčivo, tj. působící inovativním mechanismem 

účinku.  

Druhý směr představuje progresivní trend studia potenciálních nosičů jakožto DDSs, 

v naší práci konkrétně peptidových nosičů založených na tuftsinu. Připravili jsme „mini-

knihovnu“ různě modifikovaných nosičů, pilotně je konjugovali s vhodnými 

salicylanilidovými deriváty a následně hodnotili jejich biologickou aktivitu. Stěžejním 

poznatkem je, že volbou vhodného nosiče lze dosáhnout zachování antimykobakteriálního 

působení (Mtb. H37Rv, MDR-TB, M. abscessus), podstatného zlepšení intracelulární 

antituberkulotické aktivity (model infikovaných makrofágů) i buněčného uptake a zároveň 

snížení nežádoucího toxického působení malých molekul na savčí buňky. Popsali jsme 

vztahy mezi strukturou a aktivitou peptidových nosičů. V budoucnu se budeme nadále 

zabývat především dalším studiem linkerů (vazeb) spojujících malé molekuly s nosiči a 

konjugací nejvýhodnějších nosičů s dalšími sloučeninami s nízkými hodnotami MIC 

po jejich ev. předchozí chemické modifikaci na vhodné „konjugabilní“ deriváty. Primárními 

cíli jsou především vystupňování intracelulární aktivity a zlepšení selektivity. 

Při „doplňkovém“ biologickém hodnocení jsme identifikovali několik našich sérií 

jako účinné inhibitory acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy s možným využitím 

pro léčbu demencí, jejich vlastnosti odpovídají obecným požadavkům na léčiva pronikající 

do CNS. 
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Závěrem lze konstatovat, že se nám podařilo připravit celou řadu slibných sloučenin, 

které jsou účinné mimo jiné vůči lékově rezistentním patogenům, tj. s inovativním 

mechanismem účinku, identifikovat vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou, 

syntetizovat a vyhodnotit biologické vlastnosti konjugátů vybraných malých molekul 

s peptidovými nosiči na bázi tuftsinu. Od těchto výsledků se odvíjí náš pokračující výzkum, 

který nadále směřuje do oblasti malých molekul (jak originálních, tak „me-too“ analog) a 

primárně jejich antimikrobní aktivity, ev. inhibice cholinesteras, peptidových nosičů a 

vzájemných konjugátů. Některé dosud nepublikované výsledky jsou velice nadějné. 
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