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ABSTRAKT

Tématem této bakalarské prace je problematika ziskané rezistence u methicilin-
rezistentniho Staphylococcus aureus (MRSA), vankomycin-rezistentniho Staphylococcus
aureus, Staphylococcus aureus se snizenou citlivosti k vankomycinu a vankomycin-
rezistentnich enterokokl, soucasnych moznosti |écby infekci zplUsobenych témito
kmeny, pfipravou a hodnocenim antimikrobnich sloucenin potencialné uc¢innych nejen

vUci témto rezistentnim Gram-pozitivnim patogen(im.

Antibioticka rezistence je globalni problém, a proto je nutné vyvijet stdle nova
|é¢iva. Zakladem vSech nové pripravenych sloucenin je mafenid, coz je molekula
vyuzivana k lé¢bé lokdlnich infekci zplsobenych Gram-pozitivnimi i Gram-negativnimi
bakteriemi. Jeho cilové iminy byly ptipraveny z mafenid-acetdtu a karbonylovych
slouc¢enin jednokrokovou syntézou. VétsSina téchto nové syntetizovanych latek jsou
derivaty salicylaldehydd, dale byly pfipraveny derivaty odvozené od 5-nitrothiofen-2-
karbaldehydu a isatinu. VSech tfinact sloucenin bylo pfipraveno v dostacujicim vytézku
(50-95 %) a byla u nich otestovdna antibakteridlni (Gram-pozitivni i Gram-negativni
bakterie véetné MRSA), antimykobakteridlni a antifungalni aktivita pomoci mikrodilu¢ni
antibakteridlniho, antimykobakteridlniho i antifungalniho hodnoceni vykazovaly (E)-4-
{[(2-hydroxy-3,5-dijodbenzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid, (E)-4-{[(5-chlor-2-
hydroxy-3-jodbenzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid a (E)-4-({[(5-nitrothiofen-2-
7,8 umol/l pro bakterie véetné MRSA, 3,9 umol/l pro houby a 3,9 pg/ml
pro mykobakterie. Vyhodnou se ukazala zejména substituce tézsSimi halogeny a
pfitomnost dvou halogenl v molekule. VSechny nové derivaty zaroven vykazovaly vyssi
in vitro antimikrobidlni ucinek nez vychozi mafenid, nékteré z nich byly stejné ucinné i

lepsi nez standardy pouzité ke srovnani.



ABSTRACT

The topic of this bachelor thesis is an alarming global problem of acquired resistance
of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), vancomycin-
resistant Staphylococcus aureus, vancomycin-intermediate susceptible Staphylococcus
aureus and vancomycin-resistant enterococci strains, their limited current treatment
options for infections caused by these pathogens, synthesis and evaluation of potential

antimicrobial compounds active also against these resistant Gram-positive strains.

The development of novel drugs against drug-resistant pathogens is challenging.
Designed compounds are based on sulfa drug mafenide, which is used in the treatment
of topical infections caused by Gram-positive and Gram-negative bacteria. The targeted
imines were prepared from mafenide acetate and carbonyl compounds in one step.
Most of these novel compounds are derivatives of salicylaldehyde, furthermore,
derivates of 5-nitrothiophene-2-carbaldehyde and isatin were also synthesized. Thirteen
compounds were prepared with good yields (50-95%). All these compounds were tested
against Gram-positive (including MRSA) and Gram-negative bacteria, mycobacteria, and
fungi by the broth microdilution method. The lowest minimum inhibitory concentration
(MIC) values against bacteria, fungi as well as the highest antimycobacterial activity
were found for (E)-4-{[(2-hydroxy-3,5-
diiodobenzylidene)amino]methyl}benzenesulfonamide, (E)-4-{[(5-chloro-2-hydroxy-3-
iodobenzylidene)amino]methyl}benzenesulfonamide and (E)-4-({[(5-nitrothiophene-2-
yl)methylene]lamino}methyl)benzenesulfonamide. The lowest MIC values reached were
7.8 umol/L for bacteria including MRSA, 3.9 umol/L for fungi and 3.9 pg/mL for
mycobacteria, respectively. The substitution by heavier halogens as well as halogen
disubstitution are beneficial. In general, all the novel derivatives showed a higher in vitro
antimicrobial effect than the parent molecule of mafenide and some of the were

comparable or even superior to standards used for a comparison.
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VRSA vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus

VISA Staphylococcus aureus se snizenou citlivosti k vankomycinu
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1 UvVOoD

Antibiotika nepatfi mezi ,klasicka” |éCiva, a proto by tak na né mélo byt také
nahliZzeno. VétsSina béznych |éciv plisobi na burky tkani u vsech lidi stejné nebo alespon
priblizné stejné, mizeme tedy predvidat jeho Ucinek. U antibiotika je Zadouci plsobeni
pouze na patogenni bakterie, které momentalné osidluji tkan, a neovliviiovani ostatnich
bunék dané tkané. Zamérem podavani antibiotik je usmrceni cilovych bunék, tzn.
bakterii. Bunky se usmrceni brani svymi obrannymi mechanismy, které jim napomahaji
prezit, mohou pfitom ménit vlastnosti, ale zejména se stavaiji vice a vice rezistentnimi

k tomuto antibiotiku.

Zavedeni antibiotik do klinické praxe zpUsobilo doslova revoluci v [écbé infekénich
onemocnéni. DoSlo totiz konecné k objevu léciv, ktera byla ucinna, cilend, také

odstranovala pfi¢inu onemocnéni a velmi vyznamné snizovala mortalitu.

O objev a nasledné vyuZiti antibiotik se zaslouzili védci ze dvou na sobé nezavislych
proud(, které se postupem casu spojily, a to némecko-zidovska skola a na druhé strané
francouzsko-anglicka pozitivistickd Skola. DulezZitost selektivniho antibakteridlniho
ucinku védecky popsal jako prvni Paul Ehrlich. Do té doby se pro Ié€bu infekénich
onemocnéni vyuzivaly jako Iéciva slouceniny siry, arsenu a rtuti, které vsak byly kvili
nespecificité malo U¢inné a zejména toxické. Ehrlichovym cilem bylo zhotoveni
pfipravku, ktery by znicil patogenni mikroby v lidském téle bez poSkozeni okolni tkané.
Po dlouhém badani objevil spole¢né se svym Zakem Sahachiro Hatou arsfenamin, ktery
se v té dobé vyuzival zejména k |é¢bé syfilis. Gerhard Domagk o dvacet pét let pozdéji
zavedl do praxe jesté ucinnéjsi slouceniny — sulfonamidy. Zlom ovSsem nastal v roce
1940, kdy védci vychazejici z prace Alexandra Fleminga dokazali z mikrobidlnich kultur
pfipravit prvni celkové pouZzitelny antibakteridlni lék pfirodniho plvodu — penicilin.
Timto objevem zacala éra objevovani podobnych latek s antibakterialnim G¢inkem, které
se oznacuji jako antibiotika. Tento souhrnny nazev zaved| mikrobiolog Selman Abraham

Waksman, mimo jiné objevitel streptomycinu. [1]

Nanestésti s objevenim novych antimikrobidlnich latek se zde wvyskytl velmi

vyznamny globalni problém, a tim je bakterialni rezistence.
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Rezistenci patogennich bakterii k antibiotikim lze vysvétlit jako schopnost dané
bakterialni populace prezit Ucinky urcité koncentrace prislusného antibiotika, coz mlize
pozdéji vést k nefunkéni terapii. Mnoho bakteridlnich kmenu je prirozené rezistentnich
k urcitym antibiotikim. Napfiklad vSechny Gram-pozitivni bakterie jsou pfirozené
rezistentni k aztreonamu, temocilinu ¢i kyseliné nalidixové a vSechny Gram-negativni
bakterie ke glykopeptidim ¢i linezolidu. Pfirozenou rezistenci lze rovnéz pozorovat i
konkrétnich kmen( spadajicich do vyse popsanych skupin. Bohuzel se u bakterii objevuje
i rezistence ziskana, kterd se u mnohych kmen( objevila po zavedeni antibiotik jako
ucinnych Iéciv proti infekénim onemocnénim. Mechanism, které ziskanou rezistenci
zpUsobuiji, bylo doposud popsano sedm. Jedna se o enzymatickou inaktivaci antibiotika,
zabranu pristupu antibiotika k cilové burice, aktivni odstranéni antibiotika z bakterialni
buniky, zdbranu aktivace daného antibiotika, preménu cilového mista, nahrazeni

zablokované metabolické drahy a vytvoreni nadbytku cilovych mist. [1]

At uZ se jedna o rezistenci pfirozenou ¢i ziskanou, pfedstavuje obrovsky globalni
problém zejména do budoucna. Proto je nutné neustale pracovat na vyzkumu novych

antibiotik, kterd by méla pozitivni ucéinek v terapii infekénich onemocnéni.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Bakteridlni rezistence u Gram-pozitivnich kmenu

Jak jiz bylo zminéno v Uvodu, nékteré bakteridlni kmeny jsou ptirozené rezistentni
vaci uréitému typu antibiotik, ale zaroven si rezistenci mohou vybudovat. Pfispivajicimi
faktory ke vzniku rezistence jsou napf. nadmérné uzivani antibiotik ¢i pouzivani
Sirokospektrych antibiotik. Tato prace je vénovdna zejména rezistenci u Gram-

pozitivnich kokd, proto jsou ndsledujici kapitoly vénovany predevsim jim.

2.1.1 Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA)

Staphylococcus aureus (Obr. 1) je Gram-pozitivni bakterie kulovitého tvaru, ktera
se vyskytuje v lidském organismu jako soucdst pfirozené mikrofléry klize, nosni sliznice
¢i hltanu, méné casto se vyskytuje v gastrointestindlnim traktu, vaginé ¢i axilach. Bézné
je Staphylococcus aureus oznacovan jako zlaty stafylokok. Ackoliv je soucasti prirozené
mikroflory, jednd se o velmi zdsadni patogen. Pfitomnost toho stafylokoka na nosni
sliznici je trvald zhruba u 30 % populace, u zbylych 70 % je pfitomnost na sliznici pouze
docasna. Za vhodnych podminek se stava pavodcem infekce, spektrum téchto infekci je
Siroké, je schopny vyvolat napf. bakteremii, sepsi, purulentni onemocnéni mékkych
tkani a klze, artritidy, infekce mocovych cest nebo napfiklad infekéni endokarditidu.
Dale zplsobuje hnisavé komplikace ran a popalenin, zejména u jedincd se slabsi

imunitou. [2]

Obr. 1 Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

Zdroj obrazku: https://microbenotes.com/wp-content/uploads/2018/12/Methicillin-Resistant-
Staphylococcus-aureus-MRSA .jpg
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Po zavedeni penicilinu do klinické praxe ve 40. letech minulého stoleti se zacaly
objevovat rezistentni kmeny k tomuto antibiotiku, v r. 1946 uz tvofily rezistentni kmeny
tohoto druhu 60 %. Od 60. let minulého stoleti doslo k Sifeni multirezistentnich kmend,
véetné téch rezistentnich k methicilinu (Obr. 2), vzta’eno na Ceskou republiku
k oxacilinu (Obr. 3). [3] Prvotni mechanismus rezistence na penicilin spocival ve tvorbé
B-laktamadzy, jenz hydrolyzuje B-laktamovy kruh |éciva. Produkci tohoto enzymu ma
na svédomi gen bla, ktery se nachdzi na plazmidu. Tento mobilni geneticky element se
velmi snadno Sifi jak vertikalné, tak i horizontalné. V dlsledku této skutecnosti se zacaly
vyvijet tzv. protistafylokokové peniciliny (methicilin, oxacilin, nafcilin apod.), lécCiva
stabilni vici plsobeni B-laktamazy, jejichz zavedeni do praxe bylo predpokladem k tomu,
Ze se problém s narUstajici rezistenci povede vyresit. Nanestésti se zacala objevovat
postupem casu rezistence i k témto antibiotik(im. [2] Mechanismus této rezistence tkvi
v pfitomnosti mecA genu. Jedna se o gen, ktery zodpovida za preménu proteinu PBP2
na PBP2a. Protein PBP2 je enzym potiebny k tvorbé bunécné stény, potazmo jeji slozky
peptidoglykanu, coZ je jedine¢nd prokaryotickd struktura. PBP2a neni rozpozndavan
antibiotikem (oxacilin, ale soucasné i vétSina B-laktamovych antibiotik) jako vazebné

misto, tudiz se nenavaze a nedochazi zde k zddnému ucinku. [3]

/
OH o )
N, N,
0 - S S
(0] (0]
< TO<
(@] /: (0] B
OH ~—~0H
O/\ O/\
Obr. 2 Vzorec methicilinu Obr. 3 Vzorec oxacilinu

Predpoklada se, Ze MRSA pochazi hned z nékolika Uspésnych linii methicilin-
rezistentniho Staphylococcus aureus, u kterych se nezdvisle na sobé vyskytla
chromozomalni mec kazeta s genem rezistence. Dle epidemiologického a genetického
charakteru rozdélujeme kmeny MRSA na komunitni (CA-MRSA), nemocni¢ni (HA-MRSA)
a zvireci (LA-MRSA). Nakaza kmenem HA-MRSA hrozi u zejména starSich pacientu
pobyvajicich v nemocnicich ¢i Ié¢ebnach dlouhodobé nemocnych. U téchto pacientd

dochdzi kinfekcim v krevnim frecisti, katetrovym sepsim nebo naptiklad k infekcim
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mocového ¢i respiracniho systému. U HA-MRSA kmen( se ¢asto vyskytuje rezistence
na vice skupin antibiotik, zatimco infekce vyvolané kmenem CA-MRSA se vyskytuji
¢astéji u mladych zdravych lidi a objevuje se zde rezistence pouze na beta-laktamova
antibiotika. CA-MRSA se v Evropé vyskytuje spiSe ojedinéle. Kmen LA-MRSA byl popsan
v Nizozemi v roce 2004, objevuje se zejména u koni, prasat a turu. Pro LA-MRSA je
charakteristickd rezistence na tetracyklin, coZz je antibiotikum v minulosti hojné
pouzivané v ramci ZivocCisné vyroby. Tyto kmeny maji sice zvife jako primarniho
hostitele, ale mohou vsak osidlovat i lidsky organismus a za vhodnych podminek v ném

vyvolat infekci. Tato skutecnost se tykd zejména chovatell nebo veterinara. [3]

Podle pridzkumu European Antimicrobial Resistance Network dochazi k fluktuaci
vyskytu infekci zplsobenych MRSA v jednotlivych statech Evropy mezi 1-50 %. Mezi

zemé s nejvysSim vyskytem patfi stfedomorské staty, naopak severské staty patfi

evvs

2.1.2 Soucasna lécba MRSA infekci

2.1.2.1 Glykopeptidy

Antibiotika patfici do této skupiny inhibuji tvorbu peptidoglykanu podobné jako
B-laktamova antibiotika, ale vyuzivaji k tomu jiny mechanismus. Glykopeptidy se vazou
na konec pentapeptidu, cozZ je jedna ze zakladnich stavebnich sloZek peptidoglykanu.
Tato skupina antibiotik plsobi pouze proti Gram-pozitivnim bakteriim, a proto se tato
antibiotika oznacuji jako uUzkospektrad. Molekuly glykopeptidi jsou pomérné velké a
obecné lze fici, Ze jsou tvofeny peptidovym fetézcem tvofenym sedmi aminokyselinami,
péti az sedmi propojenymi aromatickymi kruhy a dvéma az tfremi cukry ¢i aminocukry.
Aromatické kruhy tvori okolo peptidového skeletu cyklické formace a cukry se vyskytuji
po obvodu molekuly. Kromé vankomycinu a teikoplaninu patfi do této skupiny i napft.

telavancin, dalbavancin nebo oritavancin. [1]

2.1.2.1.1 Vankomycin
Vankomycin (Obr. 4) fadime mezi glykopeptidovd antibiotika. Ackoliv byl
v padesatych letech minulého stoleti zaveden do praxe, nebyl kvili svym ototoxickym

a nefrotoxickym ucinklm tolik vyuzivan, nicméné postupem casu se diky purifikacnim
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postuplm a ddvkovacim schématlim povedlo se tyto nezddouci Uc¢inky znacné omezit.
Vankomycin inhibuje tvorbu bunécéné stény, Ucinkuje zejména proti Gram-pozitivnim
bakteriim a nékterym anaerobUm. Pfi [écbé MRSA infekci se vyuZiva jako antibiotikum
prvni volby. Nevyhodou vankomycinu je skutecnost, Ze hiife pronikd do plic kvali svoji
velké molekule a jak jiz bylo zminéno, je nefrotoxicky, proto neni vhodny pro pacienty
trpici rendlni insuficienci; u téchto pacientl se jako varianta pfi [é¢bé podava linezolid.
Podani vankomycinu by v idedlnim pfipadé mélo probéhnout prodlouzenou infuzi.
Nanestésti rozsahlé vyuzivani vankomycinu zpusobilo vznik novych rezistentnich kmena

— VISA, VRSA a VRE. [2][3]

Obr. 4 Vzorec vankomycinu

2.1.2.1.2 Teikoplanin

Teikoplanin je svoji strukturou podobny vankomycinu, maji stejny mechanismus
ucinku i podobné spektrum plsobeni, na rozdil od vankomycinu je soucasti molekuly
teikoplaninu i postranni fetézec, ktery mize mit pét variant, a proto se rozlisSuje pét typu
teikoplaninu (Obr. 5). V béznych lécivych pfipravcich je pouZita smés téchto typu.
Teikoplanin ma priblizné dvakrat vyssi uUcinek proti streptokokim, enterokokim
a pneumokoklm oproti vankomycinu, nicméné proti druhu Staphylococcus aureus je
ucinek srovnatelny. Nevyhodou teikoplaninu oproti vankomycinu je pomalé nasycovani
organismu, z ¢ehoz plyne pomaly nastup ucinku a nemoZnost monitorovani jeho

sérovych koncentraci v plazmé kvili jeho nehomogennosti. Nehodi se proto pro lécbu
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prudce probihajicich infekci a k Ié¢bé u pacientd na jednotkach intenzivni péce. Nicméné
oproti vankomycinu zde pozorujeme dlouhy polocas, ktery umozZnuje poddvat toto
antibiotikum jednou denné. Také je zde lepsi snasenlivost, mensi vyskyt nezadoucich
Ucinkd a moznost podani intramuskularni injekci nebo pomalou nitrozZilni injekci. Proto

je teikoplanin vhodny k |é¢bé dlouhodobych infekci. [1]
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Obr. 5 Vzorec teikoplaninu

Zdroj obrazku:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/c/c9/Teicoplanin_core_and_major_compone
nts.svg/1920px-Teicoplanin_core_and_major_components.svg.png

2.1.2.2 Daptomycin

Z hlediska systematiky radime daptomycin (Obr. 6) mezi cyklicka lipopeptidova
antibiotika. Jeho Ucinek se vztahuje pouze na Gram-pozitivni bakterie, mezi které
zahrnujeme MRSA i stafylokoky se sniZenou citlivosti k vankomycinu (VISA). Jeho
mechanismus ucinku spociva ve vazbé na cytoplazmatickou membranu, kde inaktivuje
nékteré metabolické funkce bez toho, aniz by musel proniknout do bunky. Vnika
do lipidové dvojvrstvy, vytvori v ni kanal, jimz unikaji malé vodikové a draselné kationty
ven, ¢im dochazi k depolarizaci membrdany a nasledné bunécné smrti. Plsobeni tohoto
antibiotika je rychlé, v klidovém stadiu ochotné pronikd do biofilmu. Vznik rezistence je
pomérné vzacny a byvd spojovan se spontannimi mutacemi. Daptomycin je
doporucenym antibiotikem v |écbé stafylokokové infekéni endokarditidy, infekci kosti a
kloubl, sepsi apod., nicméné neni pfilis vhodny pro |écbu pneumonie, jelikoz ho
surfaktant inaktivuje. Neni vhodny ani pro lé¢bu infekci centralni nervové soustavy,
jelikoz Spatné pronika skrz hematoencefalickou bariéru. Pfi podavani daptomycinu je
nutné sledovat hladiny kreatinkinazy, jelikoZ nejvyznamnéjsim negativnim ucinkem byva
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myopatie, svalovd slabost, ve vyjimeénych pripadech rhabdomyolyza, periferni
neuropatie, lékova horecka nebo eozinofilni pneumonie. Myopatie byvd vratna
a odezniva po vysazeni béhem nékolika dnd nebo tydn(. Tyto nezadouci Ucinky zavisi
spiSe na frekvenci poddvani neZ na mnoistvi antibiotika. V praxi se nejednd
o antibiotikum prvni volby, ale vyuZiva se se jako cenny rezervni lék, pokud antibiotikum

prvni volby selZze nebo nemuze byt pouzito. [1][2][3]
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Obr. 6 Vzorec daptomycinu

2.1.2.3 Ceftarolin

Ceftarolin (Obr. 7) se vyznacuje zvySenym ucinkem proti Gram-pozitivnim
bakteriim, fadi se do 5. generace cefalosporinli a do jeho spektra plisobeni spadaji i
kmeny MRSA, které jsou k pripravkiim 1.-4. generace (i jinym B-laktam(m) rezistentni.
Ucinek proti MRSA je podminény afinitou ceftarolinu k PBP2a, zp(isobi zde zménu
konformace aktivnich molekul a inhibuje aktivitu enzym0. V Ceské republice je ceftarolin
jedinym B-laktamovym antibiotikem, které lze pouZit proti infekcim zplsobenych MRSA,
coz je jeho hlavnim potencidlem v terapii. Jednd se o antibiotikum s rychlym
baktericidnim dcinkem, které je zaroven netoxické a je minimalné ndachylné k rozvoji
lékovych interakci. VyuZivd se pro Ié¢bu komunitnich pneumonie a komplikované
infekce klize a mékkych tkani, dale je mozné ho vyuzit k Ié¢bé smiSenych infekci, které
jsou kromé MRSA zplisobené i jinymi Gram-pozitivnimi a Gram-negativnimi bakteriemi.
Ceftarolin nepusobi proti nefermentujicim Gram-negativnim tycinkam, jako jsou napfr.
pseudomonady, ale ani proti Bacteroides fragilis. Je vcelku pravdépodobné, Zze v zemich
s vysokym vyskytem penicilin-rezistentnich pneumokokt bude toto antibiotikum vyuZito

v |é¢bé pneumokokovych infekci. [1][2][3]
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Dal$im zastupcem 5. generace cefalosporin( s u¢innosti vici MRSA diky afinité

k PBP2a je ceftobiprol, ktery ma potencidl i v Iécbé VRSA a VRE infekci. [5]
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Obr. 7 Vzorec proléciva ceftarolinu (ceftarolin fosamilu)

Zdroj obrazku: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2d/Ceftaroline_fosamil2DCSD.svg

2.1.2.4 Oxazolidinony

Jedna se o pomérné ,,mladou” skupinu antibiotik. Oxazolidinony byly pfipraveny
az koncem 80. let minulého stoleti, jedna se o latky vyrobené Cisté chemickou cestou.
Jejich mechanismus Ucinku je zaloZen na inhibici proteosyntézy, ovsem odliSnhym
zpUsobem, neZ vyuZivaji ostatni antibiotika stouto vlastnosti. Kromé linezolidu

a tedizolidu do této skupiny patfi také napf. posizolid, radezolid nebo sutezolid. [1]

2.1.2.4.1 Linezolid

Systematicky radime linezolid do skupiny oxazolidinon(. Linezolid (Obr. 8) je
v soucasné dobé prvnim a také prozatim jedinym zastupcem oxazolidinond s ¢astym
vyuzitim. Primarné se u néj neobjevuje zkfizend rezistence s jinymi skupinami antibiotik,
diky tomu setrvava ucinny proti vétsiné multirezistentnim stafylokok(, enterokoklm ¢i
pneumokokdm (plsobi proti MRSA, VISA, VRSA, VRE a dalSim), ale také mykobakteriim.
Mechanismus Ucinku spociva v inhibici proteosyntézy jinym zpUsobem, neZ béiné
vyuziva vétsina antibiotik zasahujicich ribozomy. Vaze se primarné na 50S podjednotku
v misté A, ¢im zabrani ribozomu ve funkénim usporadani vSech jeho casti. Paralelné
s timto je blokovan pfisun t-RNA nesouci aminokyseliny pro stavbu peptidového retézce.
Dale je inhibovana translokace rfetézce z mista A do mista P, coz vede k celkovému
zablokovani proteosyntézy a ovlivnéni produkce bakteridlnich toxin(. Tento zplsob

zastaveni proteosyntézy predstavuje nejefektivnéjsi zpUsob, jak dostat infekci
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pod kontrolu. Linezolid se vyznaduje dobrym prinikem do mékkych tkdni, centraini
nervové soustavy a plicniho parenchymu. Dalsi kladnou vlastnosti linezolidu je jeho
témér dokonalé vstfebavani z GIT. Vyuziva se jako antibiotikum prvni volby v I1é¢bé
nekrotizujici pneumonie vyvolané bakteriemi produkujicimi PantonUv-ValentinGv
leukocidin. Dale se vyuziva v 1écbé infekci kiize a podkoZi nebo napf. kosti a kloub(, neni
vSak pfili§ vhodny pro lé¢bu Gram-pozitivni sepse, infekéni endokarditidy Cci
pneumokokové meningitidy; u téchto onemocnéni zUstava linezolid zaloznim
antibiotikem. Linezolid mize byt podavan i pacientim s vyznamnou renalni insuficienci.
Jako nezadouci ucinky tohoto antibiotika se ¢asto objevuji bolesti hlavy, nevolnost,
kostni dfené, metabolismus ¢i nervovou soustavu, plivod téchto ucinkd ziejmé spociva
v poskozeni mitochondrii a zdroven predispozici mohou byt jiz dfive probihajici

onemocnéni jako napf. diabetes, epilepsie ¢i anemie. [1][2][3]

Yo
A

F O
Obr. 8 Vzorec linezolidu

2.1.2.4.2 Tedizolid

Tedizolid (Obr. 9) vznikl odvozenim od linezolidu, obsahuje vétsi substituent
(misto pavodni morfolinové struktury obsazené v linezolidu) a fosfatovou skupinu
na druhém konci molekuly. V Ceské republice je tedizolid schvaleny jako antibiotikum
pro lécbu zavainych infekci kGize a mékkych tkani. Jeho spektrum ucinku je velmi
podobné jako u linezolidu, ucinkuje zejména proti streptokokim, stafylokokim a
enterokoklim. Oproti linezolidu je tedizolid minimalné 4x vahové efektivné;jsi, dale ma i
delSi biologicky polocas. Prozatim nejsou s timto antibiotikem velké zkuSenosti v klinické
praxi, tudiz neexistuje mnoho informaci o uc¢innosti a bezpecnosti |éCby. Tedizolid by
do budoucna mohl predstavovat efektivni [é¢bu stafylokokovych ¢i pneumokokovych
pneumonii, infekci kosti, kloubll nebo i cévniho fecisté, nicméné v tomto pripadé bude

zfejmé zapotrebi podavat dlouhodobé vyssi davky. [1][2][3]

20



F 0
N=N N=

| N>\\O
/N\N/ N\ / \)\/0\#/0

HO/ \OH

Obr. 9 Vzorec tedizolidu

2.1.2.5 Tigecyklin

Tigecyklin (Obr. 10) spada systematicky do skupiny tetracyklinl, konkrétné
glycylcyklinG. Vznikl odvozenim z minocyklinu, ke kterému byl pfipojen postranni
fetézec na prvni aromaticky kruh tetracyklinového jadra. Soucasti tohoto postranniho
fetézce je glycin, ktery dal ndzev celé skupiné antibiotik. Molekula tigecyklinu ma
strukturu odolnou vici efluxu a ochrané ribozomd, coZz jsou hlavni mechanismy
rezistence proti tetracyklindm. Tigecyklin je obtizné transportovatelny pomoci efluxnich
pump, které vyuZivaji napf. enterobakterie nebo stafylokoky. Dale ma daleko vétsi
afinitu  k bakteridlnim ribozomim nez zbytek tetracyklinl a ochranné bilkoviny
proti nému neplni efektivné svoji funkci. Diky témto vlastnostem pUsobi tigecyklin
proti mnoha patogennim bakteriim, u kterych se vyvinula rezistence vici B-laktamovym
antibiotikim i jinym casto vyuZivanym antibiotikiim vcetné klasickych tetracyklin(.
Tigecyklin typicky inhibuje MRSA, VRE, ale i VISA ¢&i VRSA. Nicméné poutziti pfi 1é¢bé
MRSA neni zdaleka tak jednoduché, jelikoZ pfi standardni davce dosahuje tigecyklin
nizkych sérovych koncentraci. Proto je dané pouZiti ponékud kontroverzni. Toto
antibiotikum na rozdil od tetracyklind 1.a 2. generace musi byt podavano nitrozilné kvli
nizkému vstfebavani z GIT. Lé€ebny potencial tigecyklinu je velky, avsak v soucasnosti je
registrovan jen pro lécbu infekci klZe, mékkych tkani a tézkych intraabdominalnich
infekci, a jelikoz se jednd o bakteriostatické antibiotikum, neni vhodny pro 1é¢bu akutni

tézké sepse ani empirickou lé¢bu tézkych infekci. [1][2][3]
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Obr. 10 Vzorec tigecyklinu

2.1.2.6 Kyselina fusidova

Kyselina fusidovd (Obr. 11) se vsoucasné dobé zacdind opét castéji vyuZivat
v souvislosti s nardstajici rezistenci. Jedna se o ptirozeny produkt houby Fusidium
coccineum. Tato sloucenina ma steroidni jddro, nicméné nema hormondlni aktivitu.
Jednd se o jediného zdastupce steroidnich antibiotik, jelikoz se doposud nepodaftilo
vyvinout strukturdlné podobnou molekulu se srovnatelnou biologickou aktivitou.
Kyselina fusidova ma biologickou aktivitu zejména proti stafylokok(im, na citlivé bakterie
pUsobi staticky, nicméné vici velmi citlivych kmenlim muze pUsobit az baktericidné.
Mechanismus Ucinku spociva v inhibici elongaéniho faktoru G, tento faktor je soucasti
ribozomu a podili se na proteosyntéze. Nedoporucuje se podavat kyselinu fusidovou
samostatné, jelikoZ zde hrozi riziko snadného vzniku rezistence, nejcastéji je podavana
v kombinaci s rifampicinem. Tato kombinace se ukazala byt UuspéSnou v [éCbé MRSA
infekci. Kyselina fusidovd velmi ochotné pronikd do tkani, a proto je vhodna
pro stafylokokovych hnisavych infekci a infekci kosti a kloubu, lokalné se podava napft.
pfi 1é¢bé impetiga nebo povrchovych infekci v ranném stadiu. V Ceské republice jsou

zatim registrovany pouze lokalné podavané pfripravky. [1]

Obr. 11 Vzorec kyseliny fusidové

2.1.2.7 Mupirocin

Tato latka je pfirozenym produktem bakterie Pseudomonas fluorescens.

V soucasné dobé je znam fakt, Ze tento kmen tvori ¢tyri antibakteridlni [atky, v anglictiné
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se oznacuji souhrnné jako ,pseudomonic acids“. Mupirocin (Obr. 12) neboli
»pseudomonic acid A“ je ztéto skupiny latek nejucinnéjsSi. Ma naprosto unikatni
strukturu, jeho mechanismus uUcinku spocivda v navazadni se na aktivni centrum
bakterialni izoleucyl-t-RNA-syntetdzy jako faleSny substrat. Tento enzym je jiny neZ
lidsky, a proto toto antibiotikum pUsobi selektivné na bakteridlni burnky. Izoleucyl-t-RNA-
syntetdza spojuje izoleucin s kompatibilni t-RNA, coZz je jedna zkliovych reakci
pro spravny pribéh proteosyntézy. Diky unikdtnimu mechanismu Ucinku se
u mupirocinu neobjevuje Zadna zktizena rezistence s ostatnimi lécivy. Intenzita ucéinku
zavisi na koncentraci, napt. pfi lokalnim podani je koncentrace natolik vysoka, Ze pUsobi
baktericidné. Ug&inek zavisi ale i na pH, pfi poklesu pH se ucinek zvy$uje, diky této
vlastnosti plsobi [épe na povrchu kiiZe Ci sliznice nez v krvi. VyuZziva se pti l[écbé béznych
koznich a slizni¢nich infekci, pisobi efektivné na patogeny, ale ptitom nehubi pfirozenou
mikrofléru. Dale se vyuZiva k topické dekolonizaci MRSA, ale také MSSA na nosni sliznici,
coz je vyznamné napf. pro prfedoperacéni pfipravu pred nékterymi zakroky, kde by vyskyt
téchto bakterii v dychacich cestach byl pro pacienta znacné rizikovy. Déale se vyuZiva
pfi lécbé drobnych traumat nebo malych chirurgickych vykonl na kuizi, kde doslo

ke zmnozeni bakterii. [1]

Mupirocin je vyrabén zejména v podobé masti, neni ale pfilis vhodné ho poddvat
dlouhodobé ¢i opakované s kratSimi pauzami, jelikoz by to mohlo vést k selekci
rezistence. Ziskana rezistence se u tohoto antibiotika vyskytuje dvojiho typu a spociva

ve zméné cilového enzymu. U prvniho typu dochazi k bodovym mutacim pfislusného

genu, coz nasledné vede k nizkému stupni rezistence, ktera se da prekonat zvySenou

vrve

vznik enzym0 s velmi malou afinitou k antibiotiku. Tyto geny mohou byt pfenaseny

pomoci transposon( ¢i plazmidd, nicméné jejich vyskyt je prozatim ojedinély. [2]
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Obr. 12 Vzorec mupirocinu
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2.1.2.8 Kotrimoxazol

Kotrimoxazol (TMP-SMX) je kombinovany sulfonamidovy pfipravek, ktery
obsahuje diaminopyrimidin trimethoprim (Obr. 13) a sulfonamid sulfamethoxazol
(Obr.14) ve vahovém poméru 1:5. Tato kombinace zpuUsobuje inhibici dvou
souvisejicich/navazujicich metabolickych pochodl syntézy kyseliny listové u bakterii;
kyselina listova je klicovym prekurzorem pfi tvorbé nukleotidd. Navic trimethoprim
a sulfamethoxazol spolec¢né plsobi synergicky, coz znamena, Ze k zastaveni mnozeni
bakterie postaci nizsi koncentrace antibiotika, nez kdybychom tyto latky podavali
samostatné. Jinymi slovy, jestlize kazdou latku podame samostatné, bude jejich Ucinek
bakteriostaticky, ale pokud se latky spoji, plisobi baktericidné. Dale kombinace téchto
latek sniZuje vznik a selekci rezistence k obéma slozkdm. Kotrimoxazol je vhodny
k dlouhodobé 1écbé MRSA infekci, dale se vyuzivd k lé¢bé akutnich infekci ledvin,
mocovych cest a prostaty, GIT infekci, stafylokokovych infekci kiiZe, sliznic a pojivovych
tkani, infekci dychaciho systému, infekci pohlavnich orgdn(, ale i k 1é¢bé vzacnéjsich
bakteridlnich infekci. Ve vysokych davkach se wvyuzivd v terapii pneumocystové
pneumonie nebo ho lze vyuzZit jako alternativu s niz§im ucinkem u toxoplazmodzy.
Naopak je kotrimoxazol kontraindikovan v téhotenstvi, nesmi byt podan ani
novorozenclm nebo pfi tézkych funkénich poruchdch jater a ledvin. Neni pftilis vhodny
pro polymorbidni osoby, u kterych by mohlo dochdazet k lékovym interakcim, dale
pro alkoholiky, kde hrozi komplexni metabolické poruchy, ¢&i jedince nachylné
k alergickym reakcim, u kterych by mohlo dojit napf. k toxické epidermalni nekrolyze.

[1][2](3]
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Obr. 13 Vzorec trimethoprimu Obr. 14 Vzorec sulfamethoxazolu

2.1.2.9 Trimethoprim

Trimethoprim (Obr. 13) se fadi do skupiny diaminopyrimidin, coZ jsou

bakteriostaticka antibiotika s pomérné Sirokym spektrem Ucinku, nicméné se u nich
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nanestésti vyskytuje ziskand rezistence. VyuzZivaji se vice v kombinaci se sulfonamidy,
jejich samostatné poufZiti je méné casté. Trimethoprim je z této skupiny nejvyznamné;jsi,
je registrovany a vyuzivany jako samostatné |écivo, ale vyuziva se predevsim v kombinaci
se sulfamethoxazolem, se kterym tvofi antibiotikum kotrimoxazol. Trimethoprim je
zaroven jedinym zastupcem skupiny, ktery je registrovany v Ceské republice. Do jeho
spektra pasobeni spadaji enterobakterie, zejména Escherichia coli, ale také stafylokoky,
konkrétné Staphylococcus aureus. Trimethoprim je primdrné vyuzivany k lécbé infekci
mocovych cest, ale jelikoZ se objevuje vic¢i tomuto antibiotiku rezistence, vyuziva se
pouze pro cilenou lé¢bu téchto onemocnéni. Dale je toto antibiotikum vhodné pouzit
vramci jednorazové profylaxe pfi ambulantnich vykonech na mocovych cestach a
prostaté u pacient(l pfichazejicich z komunity, napf. pfi diagnostické punkci prostaty ci
katetrizace méchyre. Trimethoprim neni pfili§ vhodny k dlouhodobé 1écbé ani k [écbé
zavaznéjSich infekci ¢i chronické prostatitidy. Vyskytuji se zde kontraindikace
pfi poruchach krvetvorby, tézsich anémiich, Zloutence ¢i tézkych poruchach jater a
ledvin. DalSimi pripady, kdy se nesmi toto |éCivo podavat, jsou téhotenstvi nebo

protinddorova terapie. [1][7]

2.1.3 Staphylococcus aureus rezistentni viici vankomycinu (VISA a
VRSA)

JelikozZ se v poslednich letech stal vankomycin antibiotikem prvni volby v terapii
MRSA infekci, zacala se u toho druhu objevovat vici tomuto antibiotiku rezistence. Prvni
pfipad byl zaznamenan a popsan v Japonsku v r. 1997, konkrétné se jednalo o vyskyt
Staphylococcus aureus s intermediarni rezistenci vic¢i vankomycinu (VISA). ZvySovani
minimalni inhibiéni koncentrace je vtomto pfipadé spojeno s mutacemi, které se
vyvinuly béhem prodlouzené lécby. Nalezy VISA jsou popisovany celosvétové a
podrobnéjsim zkoumanim populace byla zjisténa heterogenni citlivost k B-laktamovym
antibiotikim. Mechanismus rezistence tkvi ve zmohutnéni bunécné stény, pres kterou
nemohou ucéinné prochazet velké molekuly antibiotik do buriky. Dal$i mechanismus
rezistence by mohl spocivat ve zvySeni syntézy D-alanyl-D-alaninu v bunécéné sténé, coz

ma za nasledek vyvazovani vankomycinu. [2][7]

25



Prvni vyskyt vankomycin-rezistentniho Staphylococcus aureus (VRSA) byl
zaznamendam v roce 2002 v USA. Slo v tomto piipadé o izolat, ktery byl nalezen sou¢asné
s izolatem vankomycin-rezistentniho enterokoka (VRE). Po prozkoumani genomu VRSA
bylo zjisténo, Ze obsahuje nejen gen mecA zplsobuijici rezistenci vici B-laktamovym
antibiotikim, ale také gen vanA podminujici rezistenci na vankomycin u rodu
Enterococcus. Toto zjisténi vede k predpokladu, Ze zde dochazi k pfenosu rezistence
mezi druhy, jelikoz byla soucasné prokazana identicnost DNA obou genld pomoci

sekvenace. [2][7]

Z epidemiologického hlediska jsou kmeny VISA mensi hrozbou neZ VRSA, jelikoz
u VISA byly popsany nepfenosné mechanismy rezistence, které mizi v momenté, kdy
vankomycin neni v prostfedi pritomny, protoZe jsou pro buriku velmi energeticky
narocné. Nicméné i pres vyskyt rezistence zUstava vankomycin antibiotikem prvni volby

v lé¢bé MRSA infekci, zejména endokarditidy a bakteriemie. [2][7]

2.1.4 Soucasnd lécba VRSA/VISA infekci

U VISA kmen( se objevuje pomérné velkd variabilita ohledné rezistence
k uréitym antibiotik(im, neni proto zadné uniformni doporuceni pro to, které Iécivo
v terapii pouzit. Pro Ié¢bu VISA infekci mize byt pouzit napf. chinupristin-dalfopristin,
linezolid, TMP-SMX, tigecyklin nebo daptomycin. Tato IéCiva mohou byt v ramci terapie
poddvana samostatné, ale i v kombinaci s ostatnimi |éCivy proti VISA infekcim.
U telavancinu, antibiotika ze skupiny glykopeptidli, byl zaznamenan Gcinek proti VISA,
nicméné vaci VRSA je jeho aktivita slaba, zatimco u antibiotika ceftarolinu byl

zaznamenan in vitro Ucinek jak proti VISA, tak proti VRSA. [7]

2.1.4.1 Telavancin

Struktura telavancinu (Obr. 15) pfipomina strukturu vankomycinu, lisi se vSak
tim, Ze obsahuje navic dva postranni fetézce, z nichz je jeden hydrofobni a jeho funkci
je napojeni léCiva na bakterialni membranu, jeho dalsi vlastnosti je schopnost poskodit
strukturu membrdany, pokud dojde k vklinéni vétsiho poctu molekul antibiotika, a tim
zpUsobit smrt burky. Telavancin ma tedy rychly baktericidni Gcinek, ale na druhou

stranu ma také dlouhy postantibioticky ucinek. Vykazuje tak dudini u¢inek a mizeme ho
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zaradit mezi antibiotika inhibujici tvorbu peptidoglykanu, ale i mezi antibiotika, ktera
destruuji membrany bakterii. Druhy postranni fetézec tvofi fosfomethylova skupina, je
tudiz hydrofilni a diky tomuto retézci dochazi k relativné rychlému vylucovani antibiotika
rendlni cestou, ale zfejmé se podili i na fadé nezddoucich ucink(, mezi které patfi napft.
pachut v Ustech, nauzea, nespavost, zavraté, zicpa nebo prijem. Objevuje se zde i
alergie, kterd muze byt zkfizend salergii navankomycin. Telavancin muZe byt
potencidlné nefrotoxicky a ototoxicky, u nékterych osob muzZe pfrispivat k rozvoji
arytmie. Vzemich Evropské unie byl zaregistrovan pro terapii nozokomialnich
pneumonii u dospélych pacientd, jejichz plivodcem je MRSA. Nicméné mohl by najit
uplatnéni i vterapii infekci zpUsobenymi multirezistentnimi Gram-pozitivnimi
bakteriemi, napft. i proti VISA, jak bylo jiz uvedeno vyse. Z epidemiologického pohledu
ma telavancin pomérné vysoky vyskyt nezadoucich ucinkl, které brani jeho SirSimu

vyuziti. [1][7]
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Obr. 15 Vzorec telavancinu

2.1.4.2 Chinupristin/dalfopristin

Chinupristin/dalfopristin se fadi mezi streptograminy. Tato skupina antibiotik ma
podobnou strukturu i mechanismus ucinku jako makrolidova antibiotika. Kazdé
antibiotikum spadajici do této skupiny se sklada ze dvou c¢asti, obé tyto casti pUsobi
na ribozomy a navzajem se dopliuji. Prvni slozka (Obr. 16) je tvofena nenasycenym
makrocyklickym laktonem a vdze se na peptidyl-transferazu obsazenou v ribozomech,
¢im zpUsobi zménu prostorového usporadani ribozomu a umoziiuje snadnéjsi navazani
druhé slozky. Druha slozka (Obr. 17) je tvorena cyklickym hexadepsipeptidem a jejim
ukolem je stabilizace ,,nového” usporadani ribozomu, coZ vede k trvalému poskozeni
funkce ribozomu a ddle k uvolnéni nedokonéeného peptidového retézce z ribozomu,

ktery se nasledné v cytoplazmé jevi jako nefunkéni bilkovina. Samostatné ucinky obou
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slozek jsou vratné a plsobi bakteriostaticky, nicméné spojeni ucinkl obou téchto slozek
jiz plsobi baktericidné. Chinupristin/dalfopristin je vsoucasné dobé jedinym
antibiotikem z této skupiny, které je vyuzivdano v humanni mediciné. Toto lécivo je
ucinné predevsim proti stafylokokdm, jinak je to uzkospektré antibiotikum spolehlivé
pUsobici jen proti Gram-pozitivnim bakteriim. Dalsi nevyhodou tohoto |éCiva je omezeny
pranik do tkani, proto jeho poddvani musi probihat pouze pres centralni Zilni katétr, coz
do znaéné miry omezuje jeho vyuZiti v praxi. Chinupristin/dalfopristin byl registrovan
za Ucelem lécby komplikovanych infekci mékkych tkani a klze, ale jeho hlavni vyuZiti
spocCivd v lécbé infekci zpUsobenymi multirezistentnimi bakteriemi, zejména
rezistentnimi stafylokoky jako jsou VISA a VRSA. Ackoliv pusobi proti témto kmenim
efektivné, najde se v praxi malo vhodnych situaci pro vyuziti tohoto IéCiva, jelikoZ je

zatim mozné vyuZzivat v terapii stafylokokovych infekci i fadu jinych ucinnych antibiotik.

[11(7]

HO—\. /

Obr. 16 Vzorec chinupristinu Obr. 17 Vzorec dalfopristinu

28



2.1.5 Vankomycin-rezistentni enterokoky (VRE)

Enterokoky byly plivodné zafazovdny mezi streptokoky, jelikoz se u nich
vyskytuje skupinové specificky antigen D, nicméné diky jejich vyrazné odliSnym
vlastnostem byly nakonec zafazeny do svého vlastniho rodu Enterococcus. Z hlediska
barveni podle Grama je zafazujeme mezi Gram-pozitivni bakterie. Jednd se
o fakultativné anaerobni koky vyskytujici se jednotlivé nebo tvofici kratké retizky.
Enterokoky jsou pomérné nendrocné na kultivaci, vyrlstaji na zakladnich kultivacnich
plGdach, tzn. nepotrebuji krev a jiné specidlni latky, také jsou schopny narUstu v Sirokém

rozmezi pH a jsou odolné i vici fadé chemickych a fyzikalnich vliva. [8]

Diky témto vlastnostem dokdaZou prezit v podstaté vSude, coz je predurcuje k roli
vyznamnych plvodct rliznych infekci. Zplsobuji komunitni i nozokomidlni infekce, jsou
plvodci infekci mocCového ustroji, bficha, respira¢niho traktu, vzacnéji mohou byt
plvodci subakutnich endokarditid. Mohou osidlovat i chirurgické rany a krevni fecisté.

[8][9][10]

Do rodu Enterococcus patfi mnoho druh(, ale klinicky nejvyznamnéjsi jsou
jednoznacéné druhy Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium. [8] PGvodcem vétSiny
enterokokovych ndkaz je druh Enterococcus faecalis, u kterého byla zaznamenana
pomérné dobra citlivost k aminopenicilinlm, nanestésti se objevila u nékterych izolatd
rezistence vUci této skupiné antibiotik, v takovych pfipadech terapie spociva v podavani
glykopeptidl, zejména vankomycinu nebo teikoplaninu. [9][10] V 80. letech minulého
stoleti doSlo i u druhu Enterococcus faecium kvyznamnému rozsifeni fenotypu
s vysokou rezistenci vici ampicilinu. Tato rezistence byla podminéna transpeptiddzou
PBP5, nicméné tento narUst rezistence byl fesitelny, a to konkrétné terapii glykopeptidy,
které blokuji syntézu peptidoglykand a tim i stavbu bunécné stény. Nanestésti doslo
k rozvoji rezistence i vlci glykopeptidlm, jelikoz se zacaly Sifit vankomycin-rezistentni

enterokoky (VRE) a nastal tim vyznamny terapeuticky problém. [8][10]

Vyskyt VRE byl poprvé popsan v roce 1988 v Anglii, principem rezistence je
zména terminalni struktury D-alanyl-D-alanyl v peptidoglykanu na D-alanyl-D-laktat
nebo D-alanyl-D-serin. Geny, které kéduji tyto premény, jsou obsaZeny v prenosnych

genetickych elementech, pfi jejichz transportu dochazi ke snadnému Sifeni rezistence,
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zejména k Sifeni fenotyplli VanA a VanB. Nyni je zndmo celkem pét fenotypl
u enterokokd rezistentnich k vankomycinu. Jsou to fenotypy A, B, C, D a E. V Ceské
republice byl prvni vyskyt VRE popsan v roce 1997. Je pravdépodobné, ze VRE v ramci
Evropy pochdzeji z hospodarskych zvifat a k rozsifeni doslo diky vyuZivani avoparcinu,
antibiotika patticiho mezi glykopeptidy, jehoZ pouzivani bylo v Evropé zakazano pravé
vroce 1997. Dle dostupnych dat z databaze EARS-net Cinilo vroce 2017 procento

Enterococcus feacium rezistentniho k vankomycinu v Ceské republice 4-13 %. [8][10]

2.1.6 Lécba VRE infekci

Antibioticka léc¢ba infekci zplsobenymi vankomycin-rezistentnimi enterokoky
zavisi na typu infekce, ale i na citlivosti organismu k danému antibiotiku. Mnohdy musi
byt antibiotikum vybrané ,na miru“. Zahdjeni cilené 1é¢by VRE by mélo probéhnout,
v pfipadé divodného podezieni, Ze se jedna o VRE infekci nebo pokud selZze predchozi
terapie. Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 4.1.3, valnou vétsSinu infekci zpUsobuje druh
Enterococcus faecalis, ktery ma tendenci byt citlivy k B-laktamdm a aminoglykosidam.
U nediferencovanych E. faecalis je Castéjsi rezistence kvankomycinu neZ
k aminopenicilinim a je kladen dlraz na to, aby k B-laktamova antibiotika zUstavala
prvni volbou u vétsiny téchto infekci. U Enterococcus faecium se zase naopak objevuje
vysoka rezistence vici B-laktamlm a aminoglykosidiim. Obecné lze fici, Ze pokud je
enterokok rezistentni k vankomycinu, vyuZivaji se pro Ié¢bu rezervni antibiotika linezolid
a daptomycin. DalSimi antibiotiky, ktera lze vterapii vyuZivat, jsou ampicilin,

nitrofurantoin, fosfomycin nebo napf. chloramfenikol. [9]

2.1.6.1 Ampicilin

Ampicilin (Obr. 18) se fadi mezi aminopeniciliny, stejné jako jemu strukturné
velmi podobna latka amoxicilin. Jedinym rozdilem ve strukture téchto latek je ten, ze
u amoxicilinu je pfitomna jedna hydroxylova skupina na benzenovém jadre navic, coz
napomahd lepsSimu vstiebavani z traviciho Ustroji i v pfitomnosti potravy, zatimco
pro dobré vstfebavani ampicilinu je nutno laénit. Obé tyto latky maji shodné spektrum
ucinku s penicilinem G a navic plsobi na Gram-negativni tycky. V pfipadé Enterococcus

faecalis vykazuji aminopeniciliny dokonce lepsi U€innost nez penicilin G. Aminopeniciliny

30



podléhaji plsobeni B-laktamdz, coz je i dlivodem vyskytu ziskané rezistence vici nim.
V praxi se vyuZivaji ptipravky, které kombinuji tato antibiotika s inhibitory B-laktamaz.
Nicméné pro terapii infekci zplsobenych Enterococcus faecalis se vyuzivaji pripravky
bez téchto inhibitord, jelikoZ tento druh B-laktamdazu neprodukuje. Mechanismus tGcinku
ampicilinu spociva v inhibici stavby bunécné stény pomoci blokady proteind, které vazou
penicilin (PBP, transpeptidazy), tudiz ampicilin plsobi baktericidné blokadou vystavy
bunécné stény. Aminopeniciliny se mohou predepisovat také v ptipadé infekci, které by
se mohly Ié¢it i pomoci penicilinu, nicméné aminopeniciliny se jevi jako vyhodnéjsi volba
pravé diky jejich dobrému vstfebavani z traviciho traktu. Jedna se o infekce zpUsobené
streptokoky, pneumokoky, spirochetami ¢i aktinomycetami. Na druhou stranu neni

vhodné poddvat tato léCiva pacientlim pravé trpicim infekéni mononukledzou. [1][9]

Obr. 18 Vzorec ampicilinu

2.1.6.2 Nitrofurantoin

Radi se do skupiny nitrofurand, co? je skupina pomérné starych antibiotik, které
vykazuji nizkou ucinnost, nepfilis vyhodnou farmakokinetiku i omezenou snasenlivost,
ale jejichz velmi vyznamnou vyhodou je vzacny vyskyt rezistence vici nim. Nitrofurany
maji prevainé bakteriostaticky Ucinek a jejich mechanismus ucinku je zaloZen
na plsobeni enzym uvnitf buriky na nitroskupinu léciva, ktera se redukuje. Diky redukci
molekula Ié¢iva produkuje velmi reaktivni radikaly, které se navazou na struktury v okoli,
napf. ribozomy, nukleové kyseliny i na enzymy, které jsou soucasti metabolismu.
Nitrofurantoin (Obr. 19) je zndmy ve dvou formach, a to v mikrokrystalické a
makrokrystalické. V soucasné dobé se vyuZzivaji pripravky, které kombinuji obé tyto
formy nebo obsahuji pouze makrokrystaly. Nitrofurantoin nasel uplatnéni v terapii
infekci dolnich mocovych cest, nicméné nikoliv infekci ledvin ¢&i prostaty. Spolu
s fosfomycinem je nitrofurantoin jedinym antibiotikem u nas, které je mozné vyuzit

v rdmci spolehlivé terapie nekomplikované komunitni urocystitidy za predpokladu, Ze
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nezname citlivost plivodce infekce. Vyuzivd se i dlouhodobé k prevenci recidiv
u urocystitid, jelikoZz vyvoj rezistence je v téchto podminkach (oproti trimethoprimu

nebo kotrimoxazolu) obtizny. [1][9]
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Obr. 19 Vzorec nitrofurantoinu

2.1.6.3 Fosfomycin

Fosfomycin (Obr. 20) tvofi v podstaté sam ,,skupinu” mezi ostatnimi antibiotiky,
ktera inhibuji syntézu peptidoglykan(. Plsobi totiZz na Urovni prvnich reakci tvofricich
peptidoglykanové prekurzory v bakteridlni cytoplazmé. Jedna se o ptirozeny produkt
bakterie Streptomyces fradiae. Fosfomycin ma pomérné jednoduchou strukturu, kterou
tvofi tfi uhliky, na které jsou napojeny epoxidovy kyslik a fosfonatova skupina. Vyznacuje
se baktericidnim ucinkem, ktery v porovnani s P-laktamy nastupuje pomaleji.
Nevykazuje zktizenou rezistenci s ostatnimi antibiotiky, jelikoz plsobi na unikatni misto
v bakterii. Jeho plsobeni vyuZivd podobnosti s fosfoenolpyruvatem, ktery se v burce
bakterie pfipojuje na N-acetylglukosamin za vzniku N-acetylmuranové kyseliny, ktera je
jednou ze zakladnich sloZek pro tvorbu peptidoglykanu. Fosfomycin zastava funkci
faleSného substratu, ktery se vaze na aktivni centrum enzymu zprostfedkovavajiciho
vazbu fosfoenolpyruvatu na N-acetylglukosamin a tim znemozZnuje tvorbu stavebnich
slozek peptidoglykanu. Do jeho spektra ucinku spadaji zejména enterobakterie,
stafylokoky a Enterococcus feacalis. Vzhledem k jedine¢nému mechanismu pusobeni byl
u néj zaznamenan i ucinek proti bakteriim rezistentnim na béznd antibiotika véetné
MRSA. Ackoliv je fosfomycin uUcinny proti Enterococcus faecalis, tak u druhu
Enterococcus faecium se objevuje vic¢i tomuto antibiotiku ziskana rezistence. Je vhodny
pro lécbu infekci mocovych cest. Nevyhodami jsou nizkd vahova ucinnost, kvali které se
fosfomycin podava v pomérné vysokych davkach, a snadno vznikajici rezistence.

Z dtvodu rizika rezistence se fosfomycin nepouziva jako antibiotikum prvni volby, ale
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spiSe jako zalozni léCivo, napf. u pacientll, ktefi nemohou byt IéCeni nitrofurantoinem.
[1][9]
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Obr. 20 Vzorec fosfomycinu

2.1.6.4 Chloramfenikol

Chloramfenikol (Obr. 21) se fadi do skupiny amfenikoll. Antibiotika ztéto
skupiny se vyznacuji Sirokym spektrem pusobeni, dale vyborné pronikaji do tkani,
nicméné velkd nevyhoda spociva v toxicité vuci krvetvornym bunkam v kostni dreni.
Chloramfenikol pochazi z bakterie Streptomyces venezuelae. Po pomérné kratké dobé,
kdy byl vyuZivan k I[é€ebnym ucelim, byla odhalena jeho myelotoxicita, a na zakladé
tohoto zjisténi se (nelspésné) hledala latka, ktera by byla bezpecnéjsi, ale pfitom stejné
ucinnd. Jedna se o malou lipofilni molekulu, ktera snadno pronikd pres fyziologické
bariéry v organismu, coz spole¢né se Sirokym spektrem ucinku patfi mezi hlavni vyhody
tohoto antibiotika. Mechanismus ucinku spociva v reverzibilni vazbé chloramfenikolu
na 50S ribozomovou podjednotku a nasledné inhibici proteosyntézy. Diky tomuto
mechanismu plsobi primarné bakteriostaticky, ovsem vUici nékterym druhdm jako napf.
Neisseria meningitidis nebo Streptococcus pneumoniae muze pUsobit aZ baktericidné.
Chloramfenikol zpUsobuje jak nespecifické nezadouci ucinky jako nauzea, cefalea,
alergické reakce ¢i dysmikrobie, tak i zdvaznéjsi neurologické projevy, které mohou vést
az k parézam. Kvali nezadoucim ucinkm se chloramfenikol vyuZiva pouze v pfipadé
zavaznych infekci, které jsou jinak nelécitelné. Momentalné byvaji dlivodem podani
chloramfenikolu polymikrobialni komunitni infekce, u kterych se predpoklada ucast
anaerob(. Diky skvélému priniku tkdnémi se chloramfenikol vyuziva v terapii infekci
vznikajicich na mistech Spatné pfistupnych pro jina antibiotika, ale i chirurgicky zasah.
S vyhodou se toto léCivo pouziva u l1ééby mozkového abscesu ¢i aspiracni pneumonie.
Dale je ho moZno vyuzit v terapii tézkych infekci, které zplsobuji atypické bakterie,
prikladem takové infekce je skvrnity tyfus nebo Q-horecka. Chloramfenikol muze byt
efektivné vyuzit i za bioteroristického utoku, kde je potieba postizené jedince chranit

soucasné pred tularemii, antraxem, morem a jinymi bakteridlnimi nakazami. [1][9]
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Obr. 21 Vzorec chloramfenikolu

34



2.2 Design cilovych molekul

Pfi syntéze novych latek byl vyuZit jako predlohova struktura mafenid a dale
Schiffovy baze odvozené od salicylaldehyd( a dalSich aldehydd. Tyto latky byly vybrany

na zakladé jejich biologickych aktivit vici bakteriim, mykobakteriim a houbam.

2.2.1 Mafenid

Mafenid (MAF), ¢asto pouzivany jako mafenid-acetat (Obr. 22), je synteticka
latka, strukturné podobnad sulfonamidim stejné jako kyseliné p-aminobenzoové (pABA).
Chemicky se jednd o 4-(aminomethyl)benzensulfonamid. Od , klasickych® sulfonamid(
se liSi tim, Ze ma na benzenovém jadie v pozici para aminomethyl skupinu namisto
nesubstituované aminoskupiny. Tato molekula vykazuje bakteriostaticky ucinek
vUci Sirokému spektru Gram-pozitivnich i Gram-negativnich bakterii, zejména pak
Pseudomonas aeruginosa, a také u ni byla prokdzana u nékolika druhl antifungalni
aktivita. [11] Byl predstaven poprvé v 60. letech minulého stoleti. Dalo by se
predpokladat, Ze mechanismus Ucinku bude stejny jako u sulfonamidd, které jsou
strukturnimi analogy pABA a soutéZi s ni o vazebné misto na dihydropteroat syntaze,
¢im pfimo zasahuji do syntézy kyseliny dihydropteroové, kterd je prekurzorem
pro kyselinu tetrahydrofolovou — koenzymatickou aktivni formu kyseliny listové.
Nicméné na zakladé urcitych nepfimych pozorovani Ize fici, Ze se mechanismus ucinku
mafenidu lisi od mechanismu Uc¢inku sulfonamidl, spociva totiz v inhibici enzymu
karboanhydrazy a popsana byla i inhibice biosyntézy nukleotidd. [12] Inhibi¢ni ucéinek
mafenidu neni antagonizovan pABA, sérem, hnisem ¢i tkanovymi exsudaty, a tudiz zde
neexistuje Zadna korelace mezi bakterialni citlivosti vici mafenidu a sulfonamidim. [13]

Dalsi vyhodou této latky je biologicka aktivita vici rezistentnim kmenam. [12]

Bylo prokazano, ze MAF je schopen pronikat do tkani a strup(, ¢imz se lisi od rady
ostatnich |é¢iv podavanych lokdlné. Diky této vlastnosti se hojné vyuziva pro lécbu
tézkych popalenin, jelikoz umoziuje hojeni i velmi hlubokych ran. Dale se vyuziva
v doplnujici 1écbé jako profylaktikum snizujici bakteridlni zatéz. [14] Mafenid je
kontraindikovdn u pacientd s poruchou funkce ledvin nebo precitlivélych
na sulfonamidy. MUzZe také potencidlné vést k metabolické aciddze, pravé kvali inhibici

karboanhydrazy. [15]
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Obr. 22 Vzorec mafenid-acetatu

2.2.2 Schiffovy bdze odvozené od salicylaldehydii

Obecné se jedna o slouceniny, které vznikly jako kondenzaéni produkty
primdrnich  aromatickych amind s karbonylovymi slou¢eninami a nesouci
azomethinovou ¢ast -CR=N-, kterd je stéZejni pro biologickou aktivitu. At uz se jedna
o latky pfirodniho plvodu ¢i uméle ptipravené, vykazuji Siroké spektrum pulsobeni.
Uplatnuji se mj. jako potencidlni antibakteridlni, antituberkuloticka i antifungdlini Cinidla
a jedna se o pomérné hojné vyuzivané struktury v mediciné. Schiffovy baze odvozené
salicylaldehydu (Obr. 23) jsou znamé jak ve formé ligandu, kdy tvoti komplexy s kovy,
tak ve volné formé. Byla popsdna celd rada biologicky aktivnich Schiffovych bazi

odvozenych od sulfonamida. [16][17]

K antibakteridlnimu a antifungdlnimu plsobeni pfispiva i vazba jednoho ¢i vice
halogenovych atom( na aromatickém kruhu. Chlor, brom a zejména jod v malé
organické molekule méni rozlozeni ndboje, coz molekule umoznuje dalsi interakce. Dale
pfitomnost halogend muze zlepSovat prichod membranami a jinymi biologickymi
bariérami, ¢im je umoznéna mj. lepsi absorpce po perordlnim podani nebo zvyseni

prostupnosti hematoencefalickou bariérou. [18]
O
CL
OH
Obr. 23 Vzorec salicylaldehydu

2.2.3 Schiffovy bdze odvozené od 5-nitrovanych péticlennych
heterocykli

U péticlennych heterocykll byva jejich chemoterapeutickd aktivita spojovana
s vazbou nitroskupiny na patém uhliku jejich kruhu. U slou¢enin obsahujicich strukturu

5-nitrothiofenu zasazenou do rdznych heterocyklickych systém( byla prokazana
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antifungdlni aktivita napt. vici Candida sp. ¢i Cryptococcus neoformans [19], ale také

aktivita antibakteridlni ¢i antiprotozoalni. [20]

Schiffovy baze odvozené od 5-nitrovanych péticlennych heterocyklld vykazuji
také biologickou aktivitu vici mykobakteriim. At uz se jedna o latky, jejichz zakladem je
thiofen nebo furan, spektrum ucinku je u nich v podstaté stejné. Pfi porovnavani téchto
nitrovanych derivatl s jejich nenitrovanymi ekvivalenty bylo zjiSténo, Ze nitrované

Schiffovy baze vykazuiji lepsSi antimykobakterialni G¢inek nez latky bez nitro skupiny. [21]
S
O,N Q| e

Obr. 24 Vzorec 5-nitrothiofen-2-karbaldehydu

2.2.4 Antimikrobidlni latky odvozené od isatinu

Isatinova struktura (1H-indol-2,3-dion; Obr. 25) je v pfirodé vsudypfitomna.
Derivaty odvozené od isatinu maji rlzné farmakologické vlastnosti, plsobi napf.
proti maldrii, HIV, karcinom(m, ale také maji antituberkulotickou a antibakterialni
aktivitu. Nékteré slouceniny na bazi isatinu jako napf. semaxanib a indirubin byly
studovany jako potencidlni I1é¢iva a postoupily do klinické faze vyvoje. Derivaty isatinu
jsou strukturné velmi rozmanité a jejich chemicka diverzita vedla k jejich rozsdhlému
vyuziti pfi syntézach biologicky aktivnich latek. Napfiklad hybridni latky vychazejici
ze struktury isatinu a hydrazonU, potazmo semikarbazon(, maji Siroké spektrum ucink
a byla u nich prokazana vynikajici biologicka aktivita vic¢i Gram-pozitivnim bakteriim

v&etn& VRE a MRSA. [22][23]

@)
N
H

Obr. 25 Vzorec isatinu
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3 CiL PRACE

Cilem bakaldrské prace je shrnuti zakladnich poznatk( o problematice antibiotické
rezistence zejména u Gram-pozitivnich kok( a sou¢asnych moznosti Ié¢by infekci, které

zpUsobuiji.

Cilem praktické casti je syntéza celkem tfinacti novych Schiffovych bazi, které
vychdzi se struktury mafenid-acetdtu a ddle ve své molekule obsahuji fragment
odvozeny od salicylaldehydu, halogenovaného salicylaldehydu, 5-nitrothiofen-2-
karbaldehydu a isatinu. Tyto karbonylové slouceniny byly vybrany na zakladé znamé
biologické aktivity jejich derivatl a jejich vzdjemnou kombinaci do jedné molekuly
sledujeme zvySeni antimikrobni aktivity a uéinnost i proti rezistentnim Gram-pozitivnim
koklm. VSechny pfipravené slouceniny budou charakterizovany a bude otestovana
aktivita v0C¢i Gram-pozitivnim a Gram-negativnim bakteriim, mykobakteriim a
patogennim houbdm a vysledky budou porovnany s mafenidem. Ocekavame, Ze latky
vykazujici biologickou aktivitu v(ic¢i Gram-pozitivnim kokiim by mély vykazovat ucinek

proti mykobakteriim.

38



4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Chemie

4.1.1 Obecné metody

Pfi syntézach byly pouzZity komeréné dostupné chemikalie a rozpoustédla
od firem Sigma-Aldrich/Merck (Darmstadt, Némecko), Lach-Ner (Neratovice, Ceska
republika) a Penta Chemicals (Praha, Ceskd republika), které byly déle pouZity

bez dalsiho Cisténi, vyjimkou byl hexan, ktery byl pfecistén destilaci.

Pribéh vSech reakci byl pravidelné monitorovan pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC). Jako stacionarni faze byly pouzity desticky s 0,2 mm vrstvou
silikagelu 60 F254 od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Jako mobilni faze byla
pouZivana soustava dichlormethan/methanol/hexan v poméru 4:1:1 (v/v/v), detekce
byla provadéna UV lampou (A. Kriiss Optronic, Hamburk, Némecko) pfi vinovych délkach

254 a 366 nm.

Teploty tani byly stanoveny v oteviené kapilare v pfistroji Melting Point Machine

B-540 (Biichi, Flawil, Svycarsko) a nejsou korigovény.

Infracervenad spektra byla zmérena technikou ATR (attenuated total reflectance;
Ge krystal) spektrofotometrem Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) vrozmezi 650-4000 cm™. MéFeni probihala na Katedfe organické a
bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (pani Iva

Vencovska).

NMR spektra byla zméfena na Katedfe organické a bioorganické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové doc. PharmDr. Jifim Kunesem,
CSc. Méreni probihala pfi laboratorni teploté na pfistrojich Varian VNMR S500 (500 MHz
pro 'H a 126 MHz pro 3C; Varian Comp., Palo Alto, CA, USA) a JNM-ECZ 600R (600 MHz
pro'H a 151 MHz pro 3C; JEOL, Tokio, Japonsko). Jako rozpoustédlo byl pouZit
deuterovany dimethylsulfoxid (DMSO-ds) a aceton (aceton-ds). Hodnoty chemického
posunu & (v ppm) v protonovych spektrech jsou vztazeny k tetramethylsilanu jakozto
vnitfnimu standardu, uhlikové posuny byly stanoveny podle centrdini linie signdlu

rozpoustédla (DMSO-ds pfi 6 = 39.5 ppm, aceton-ds pfi 6 =29.8 a 206.3 ppm). Interakéni
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konstanta (J) je uvedena v Hz. NMR spektra byla vyhodnocena pomoci programu

MestReNova (Mestrelab Research, Santiago de Compostela, Spanélsko).

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

Karlovy. Vypoctené i zmérené hodnoty jsou udany v procentech.

Chemické vzorce areakini schémata byly vytvoreny a chemické nazvy byly
zkontrolovany pomoci programu ChemDraw Ultra 20.0 (CambridgeSoft, Cambridge,

MA, USA).

Cistota pripravenych slougenin byla ovéfena pomoci TLC, NMR spektroskopie,

teploty tani a elementdrni analyzy.

4.1.2 Priprava cilovych sloucenin

4.1.2.1 Obecny postup pripravy

Derivaty odvozené od salicylaldehydl a 5-nitrothiofen-2-karbaldehydu byly
syntetizovany dle nasledujiciho obecného postupu pfipravy (Obr. 26 a Obr. 27):
0,001 mol mafenid-acetatu (246,3 mg) bylo rozpusténo v 8 ml methanolu a za stalého
michani bylo pfiddno v jednom podilu 1,1 ekvivalentu (0,0011 mol) aldehydu. Reakéni
smés byla pfivedena kvaru pod zpétnym chladiéem a zahfivana za teploty varu
rozpoustédla 2-3 hodiny, pak ponechdna zchladnout a nasledné ponechana 12 hod
pfiteploté +8 °C. Reakéni smés byla nasledné zfiltrovana, krystaly byly promyty na filtru

malym mnozstvim vody a diethyletheru a nasledné vysuseny.
Pro syntézu derivatu isatinu (Obr. 28) byl vyuzit nasleduji postup:

1,1 ekvivalentu isatinu (167,1 mg) bylo suspendovano ve 12 ml destilované vody,
pridany byly tfi kapky kyseliny octové a isatin byl nasledné za varu rozpustén. Nasledné
byl pfiddn 1 ekvivalent mafenid-acetatu (246,3 mg) a reakéni smés byla zahtivana
pod zpétnym chladicem na teplotu varu rozpoustédla po dobu 6 hodin. Poté byl pfidan
octan sodny (2 ekvivalenty, 161,1 mg) a smés byla zahfivana ddle 30 minut, nasledné

ponechana zchladnout a michana za laboratorni teploty po dobu 12 hodin. Vzniklé
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krystaly byly odfiltrovany, promyty malym mnoZstvim vody, poté diethyletherem a
vysuseny.
Pfipravené slouceniny byly charakterizovany pomoci NMR, IR spekter (viz Pfiloha

IR spekter), teploty tani a hodnot Ry.

/ ~
CH3COOH o NH2

NS

TN N
S NH, —————> R /O
MeOH = OH S/

Obr. 26 Schéma syntézy derivatl odvozenych od salicylaldehydu

5 N
ozN\<f MeOH ’Q

CH3COOH

Obr. 27 Schéma syntézy derivatu odvozeného od 5-nitrothiofen-2-karbaldehydu

NH2
1. CH3COOH/H,0 o)
O +H,N > HZN\S”
2. CH3COONa/H,0 4

. CH;COOH

Obr. 28 Schéma syntézy derivatu odvozeného od isatinu
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4.1.2.2 Pripravy a charakterizace jednotlivych pripravenych sloucenin

(E)-4-{[(2-hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid [A 1]

o)
\ 0 ~
S e S A )

H,N O
o 2 0 MeOH - -

CH3COOH o> NH,

Sumarni vzorec: C14H14N203S

Relativni molekulovd hmotnost: 290,34

Popis: velmi svétle Zluté krystaly
Vytézek: 66 %

Teplota tani: 158,4 °C (lit. 162 °C) [24]
Ry: 0,82

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 13.26 (1H, s, OH), 8.75 (1H, s, N=CH), 7.84-7.81 (2H, m,
H2, H6), 7.54-7.51 (2H, m, H3, H5), 7.50 (1H, dd, J = 7.6, 1.7 Hz, H6’), 7.38-7.33 (3H, m,
SO2NH,, H4'), 6.93 (1H, td, J = 7.5, 1.1 Hz, H5'), 6.89 (1H, dd, J = 8.3, 1.1 Hz, H3"), 4.88
(2H, s, CHo).

13C NMR (126 MHz, DMSO): § 167.39, 160.56, 143.18, 142.88, 132.76, 132.01, 128.36,
126.17,118.96, 118.89, 116.65, 61.64.

EA: vypocteno: C, 57.92; H, 4.86; N, 9.65, nalezeno: C, 58.01; H, 4.83; N, 9.69.
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(E)-4-{[(5-fluor-2-hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid [A 2]

0
E ‘ C”) F. >
+ S-NH; —— \©\/\ N/\©\
HoN o) MeOH 0
OH CH3COOH OH S

o’ "NH;
Sumarni vzorec: C14H13FN203S
Relativni molekulova hmotnost: 308,33
Popis: Zluté krystaly
Vytézek: 92 %
Teplota tani: 141,1°C
Rs: 0,87

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6): & 12.90 (1H, s, OH), 8.68 (1H, s, N=CH), 7.81-7.78 (2H, m,
H2, H6), 7.51-7.48 (2H, m, H3, H5), 7.35 (1H, dd, J = 9.0, 3.3 Hz, H6"), 7.20-7.16 (1H, m,
H4'),7.31 (2H, s, SO2NH2), 6.88 (1H, d, J = 9.0, 4.5 Hz, H3), 4.86 (2H, s, CH2).

13C NMR (151 MHz, DMSO): & 166.40, 157.09, 155.30 (d, J = 234.1 Hz), 143.59, 143.05,
128.77,126.54,120.04 (d, ) = 23.2 Hz), 119.42 (d, ) = 7.3 Hz), 118.33 (d, ) = 8.1 Hz), 117.20
(d, J = 23.4 Hz), 62.10.

EA: vypocteno: C, 54.54; H, 4.25; N, 9.09, nalezeno: C, 54.59; H, 4.30; N, 9.16.
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(E)-4-{[(5-chlor-2-hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid [A 3]

o
| Q cl =
R e e!
H;N o) MeOH 0O
OH CH3COOH OH .S~

o’ NH;

Sumarni vzorec: C14H13CIN203S

Relativni molekulovd hmotnost: 324,78

Popis: svétle Zluté krystaly
Vytézek: 85 %

Teplota tani: 162,5 °C (lit. 161 °C) [25]
Ry 0,78

14 NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 13.28 (1H, s, OH), 8.73 (1H, s, N=CH), 7.84-7.81 (2H, m,
H2, H6), 7.61 (1H, d, J = 2.7 Hz, H6'), 7.55-7.51 (2H, m, H3, H5), 7.38 (1H, dd, J = 8.8, 2.7
Hz, H4'), 7.34 (2H, s, SO2NH2), 6.92 (1H, d, J = 8.8 Hz, H3"), 4.89 (2H, s, CH,).

13C NMR (126 MHz, DMSO): 6 166.00, 159.41, 143.24, 142.56, 132.37, 130.76, 128.40,
126.17,122.28, 120.05, 118.73, 61.57.

EA: vypocteno: C, 51.77; H, 4.03; N, 8.63, nalezeno: C, 51.81; H, 3.99; N, 8.67.
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(E)-4-{[(5-brom-2-hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid [A 4]

CHgCOOH & NHz
Sumarni vzorec: C14H13BrN203S
Relativni molekulovda hmotnost: 369,23
Popis: svétle Zluté krystaly
Vytézek: 62 %
Teplota tani: 171,5 °C (lit. 173 °C) [25]
Ry 0,64

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 13.27 (1H, s, OH), 8.69 (1H, s, N=CH), 7.80-7.77 (2H, m,
H2, H6), 7.69 (1H, d, J = 2.5 Hz, H6'), 7.51-7.48 (2H, m, H3, H5), 7.45 (1H, dd, J = 9.0, 2.5
Hz, H4"), 7.30 (2H, s, SO2NH2), 6.84 (1H, d, J = 8.7 Hz, H3"), 4.85 (2H, s, CH2).

13C NMR (151 MHz, DMSO): § 166.32, 160.23, 143.63, 142.92, 135.52, 134.07, 128.77,
126.54, 121.05, 119.56, 109.96, 61.91.

EA: vypocteno: C, 45.54; H, 3.55; N, 7.59, nalezeno: C, 45.58; H, 3.56; N, 7.62.
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(E)-4-{[(2-hydroxy-5-jodbenzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid [A 5]

O
I | 9 | NS
+ - N
HoN 4
on 5 0 MeOH on o

CH3COOH > NH,

Sumarni vzorec: C14H13IN203S
Relativni molekulova hmotnost: 416,23

Popis: syté Zluté krystaly
Vytézek: 70 %

Teplota tani: 172 °C

Ry: 0,64

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 13.28 (1H, s, OH), 8.67 (1H, s, N=CH), 7.82 (1H, d, /= 2.4
Hz, H6'), 7.80-7.75 (2H, m, H2, H6), 7.58 (1H, dd, J = 8.7, 2.4 Hz, H4’), 7.50-7.47 (2H, m,
H3, H5), 7.30 (2H, s, SO2NHa), 6.71 (1H, d, J = 8.6 Hz, H3"), 4.84 (2H, s, CHJ).

13C NMR (151 MHz, DMSO): § 166.34, 160.80, 143.61, 142.94, 141.16, 140.03, 128.77,
126.54,121.71, 119.93, 80.55, 61.89.

EA: vypocteno: C, 40.40; H, 3.15; N, 6.73, nalezeno: C, 40.38; H, 3.14; N, 6.65.
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(E)-4-{[(3,5-difluor-2-hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid [A 6]

MeOH
OH CHaCOOM O S<NH,

Sumarni vzorec: Ci14H12F2N203S
Relativni molekulova hmotnost: 326,32

Popis: Zluté krystaly
Vytézek: 89 %

Teplota tani: 218,3 °C

Ry: 0,84

14 NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 13.56 (1H, s, OH), 8.72 (1H, s, N=CH), 7.81-7.78 (2H, m,
H2, H6), 7.52-7.48 (2H, m, H3, H5), 7.41-7.36 (1H, m, H6'), 7.32 (2H, s, SO2NH,), 7.24-
7.21 (1H, m, H4'), 4.89 (2H, s, CH2).

13C NMR (151 MHz, DMSO): & 166.50, 153.34 (dd, J = 236.1, 10.8 Hz), 150.93 (dd, J =
246.2, 12.1 Hz), 147.50 (d, J = 13.6 Hz), 143.73, 142.53, 128.83, 126.58, 119.86 (dd, J =
8.9, 5.6 Hz), 112.58 (dd, J = 24.9, 3.7 Hz), 108.38 (dd, J = 27.9, 22.0 Hz), 61.15.

EA: vypocteno: C, 51.53; H, 3.71; N, 8.58, nalezeno: C, 51.48; H, 3.74; N, 8.61.
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(E)-4-{[(3,5-dichlor-2-hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid [A 7]

@]

OH CH3COOH
cl

Sumadrni vzorec:

Relativni molekulova hmotnost:
Popis:

Vytézek:

Teplota tani:

Rr:

| 0 Cl b
Cl + /—©7§— NH; S N
HoN o) MeOH aH S//O
cl 0" NH;

C14H12Cl2N203S

359,22

syté Zluté krystaly

64 %

206 °C (lit. 199 °C) [25]

0,67

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 14.74 (1H, s, OH), 8.75 (1H, s, N=CH), 7.85-7.82 (2H, m,

H2, H6), 7.64 (1H, d, J = 2.7 Hz, H6"), 7.58-7.53 (3H, m, H3, H5, H4'), 7.36 (2H, s, SO2NH.),

4.94 (2H, s, CHa).

13C NMR (126 MHz, DMSO): 6 166.49, 159.92, 143.56, 141.52, 132.65, 130.46, 128.52,

126.27,123.23, 119.70, 118.58, 58.76.

EA: vypocteno: C, 46.81; H, 3.37; N, 7.80, nalezeno: C, 46.85; H, 3.40; N, 7.76.
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(E)-4-{[(3-brom-5-chlor-2-hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid [A 8]

Cl ? = < > (:S?NHZ Cl \N/\©\
on N CHaCOON MeoH QQH ”S/:Cl)\lH
Br Br o) 2
Sumarni vzorec: C14H12BrCIN,03S
Relativni molekulovd hmotnost: 403,67
Popis: Zluté krystaly
Vytézek: 89 %
Teplota tani: 232°C
Rf: 0,64

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 14.67 (1H, s, OH), 8.69 (1H, s, N=CH), 7.82-7.79 (2H, m,
H2, H6), 7.72 (1H, d, J = 2.5 Hz, H6"), 7.55-7.51 (3H, m, H3, H5, H4'), 7.32 (2H, s, SO:NH.),
4.91 (2H, s, CHa).

13C NMR (151 MHz, DMSO): § 166.78, 161.06, 143.92, 141.87, 135.82, 131.46, 128.88,
126.63, 120.51, 118.67, 113.60, 59.06.

EA: vypocteno: C, 41.66; H, 3.00; N, 6.94, nalezeno: C, 41.70; H, 3.06; N, 7.00.
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(E)-4-{[(3,5-dibrom-2-hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid [A 9]

T OH e Cchooa Meor \go\"' O’fS/:ng
Sumarni vzorec: C14H12Br2N203S
Relativni molekulova hmotnost: 448,13
Popis: Zluté krystaly
Vytézek: 92 %
Teplota tani: 211 °C (lit. 198 °C) [25]
Ry: 0,57

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 14.69 (1H, s, OH), 8.68 (1H, s, N=CH), 7.82-7.78 (3H, m,
H2, H6, H6'), 7.65 (1H, d, J = 2.5 Hz, H4'), 7.54-7.51 (2H, m, H3, H5), 7.32 (2H, s, SO:NH.),
4.90 (2H, s, CH2).

13C NMR (151 MHz, DMSO): § 166.75, 161.74, 143.94, 141.81, 138.30, 134.51, 128.89,
126.63, 119.32, 114.17, 107.10, 58.84.

EA: vypocteno: C, 37.52; H, 2.70; N, 6.25, nalezeno: C, 37.47; H, 2.67; N, 6.34.
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(E)-4-{[(5-chlor-2-hydroxy-3-jodbenzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid [A 10]

OH CchOOH

L W Qe T,

2

Sumarni vzorec: C14H12ClIN203S

Relativni molekulova hmotnost: 450,67

Popis: syté Zluté drobné krystaly
Vytézek: 94 %

Teplota tani: 231 °C

Ry: 0,71

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 14.72 (1H, s, OH), 8.66 (1H, s, N=CH), 7.88 (1H, d, J = 2.6
Hz, H6'), 7.85-7.82 (2H, m, H2, H6), 7.58 (1H, d, J = 2.6 Hz, H4"), 7.57-7.54 (2H, m, H3,
H5), 7.36 (2H, s, SO2NH,), 4.93 (2H, s, CH2).

13C NMR (126 MHz, DMSO): § 166.27, 162.80, 143.53, 141.61, 141.08, 131.78, 128.56,
126.27,120.87,117.07, 90.24, 58.73.

EA: vypocteno: C, 37.31; H, 2.68; N, 6.22, nalezeno: C, 37.38; H, 2.72; N, 6.29.
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(E)-4-{[(2-hydroxy-3,5-dijodbenzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid [A 11]
]

o} CH3COOH

9 | >
H,N o) MeOH oH S,,O
H | o> NH,

Sumarni vzorec: C14H1212N203S
Relativni molekulovd hmotnost: 544,13

Popis: tmavé Zluté krystaly
Vytézek: 95 %

Teplota tani: 218 °C

Ry 0,82

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 14.68 (1H, s, OH), 8.63 (1H, s, N=CH), 8.05 (1H, d, J = 2.1
Hz, H6°), 7.85-7.82 (2H, m, H2, H6), 7.79 (1H, d, J = 2.1 Hz, H4'), 7.56-7.52 (2H, m, H3,
H5), 7.35 (2H, s, SO2NH,), 4.92 (2H, s, CH2).

13C NMR (126 MHz, DMSO): § 166.14, 163.95, 148.63, 143.53, 141.51, 140.88, 128.52,
126.25, 118.80, 91.74, 77.88, 58.40.

EA: vypocteno: C, 31.02; H, 2.23; N, 5.17, nalezeno: C, 30.95; H, 2.18; N, 5.25.
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(E)-4-({[(5-nitrothiofen-2-yl)methylen]amino}methyl)benzensulfonamid [A 12]

o)

0 % _NH;
CH3COOH 5
Sumarni vzorec: C12H11N304S;
Relativni molekulova hmotnost: 325,02
Popis: hnédé krystaly
Vytézek: 65 %
Teplota tani: 152,2 °C
Ry: 0,70

'H NMR (600 MHz, aceton-ds): 5 8.68 (1H, s, N=CH), 8.01 (1H, d, J = 4.2 Hz, H4), 7.86
(2H, d, J = 8.4 Hz, H2, H6), 7.55-7.50 (3H, m, H3, H5, H3’), 6.52 (2H, s, SO2NH.), 4.91 (2H,
S, CHz).

13C NMR (151 MHz, aceton): 6 155.99, 155.88, 148.61, 143.30, 143.14, 129.93, 129.30,
128.38, 126.35, 63.13.

EA: vypocteno: C, 44.30; H, 3.41; N, 12.92, nalezeno: C, 40.27; H, 3.49; N, 12.99.
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(E)-4-{[(2-oxoindolin-3-yliden)amino]methyl}benzensulfonamid [A 13]

o)
Q
N HzN 0 MeOH S-
17 NHZ
H 0 o

CH3COOH

Sumarni vzorec: C15H13N303S

Relativni molekulovd hmotnost: 315,35

Popis: tmavé oranZové az hnédé krystaly
Vytézek: 50 %

Teplota tani: 217 °C

Ry: 0,80

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 11.38 (1H, s, CONH), 7.81-7.78 (2H, m, H2, H6), 7.71 (H,
dd,J=7.6,1.2 Hz, H4"), 7.51-7.47 (2H, m, H3, H5), 7.38 (1H, td, J = 7.7, 1.3 Hz, H6"), 7.32
(2H, s, SO2NH3), 7.09 (1H, td, J = 7.6, 0.9 Hz, H5’), 6.96 (1H, d, J = 7.9 Hz, H7’), 4.93 (2H,
s, CH2).

13C NMR (151 MHz, DMSO): § 162.13, 143.80, 143.13, 142.84, 137.23, 132.32, 128.52,
126.00, 122.63, 121.88, 119.77, 111.39, 61.57.

EA: vypocteno: C, 57.13; H, 4.16; N, 13.33, nalezeno: C, 57.21; H, 4.22; N, 13.40.
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4.2 Biologie

4.2.1 Antibakterialni aktivita

Antibakterialni aktivita byla hodnocena proti ¢tyfem Gram-pozitivnim a ¢tyfem
Gram-negativnim kmenlm, které jsou z klinického hlediska velmi vyznamné. Konkrétné
se jednalo o kmeny Staphyloccocus aureus ATCC (American Type Culture Collection)
29213, CCM (Czech Collection of Microorganisms) 4223, methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus ATCC 43300, CCM 4750, Staphylococcus epidermidis ATCC12228,
CCM 4418, Enterococcus faecalis ATCC 29212, CCM 4224, Escherichia coli ATCC 25922,
CCM 3954, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, CCM 4415, Acinetobacter baumannii
ATCC 19606, DSM 30007, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, CCM 3955. Tyto kmeny
byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismd (Czech Collection of Microorganisms, CCM,
Brno, Ceska republika) nebo se jednalo o klinické izolaty z Ustavu klinické mikrobiologie
(Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, Ceskd republika). Mikrodiluéni bujénova metoda
byla provedena podle EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) instrukci (2006). [26]

Kultivace byla provedena v Mueller-Hintonové bujénu s upravenou koncentraci
kationtl (CAMHB, M-H 2 Broth, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) pfi32+2 °C.
Testované latky byly rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a tim byly
vytvoreny zasobni roztoky. Kone¢na koncentrace DMSO nepfesahla 1 % (v/v) celkového
slozeni roztoku a neovlivnila rast bakterii. Do kazdého testu byly zahrnuty pozitivni
(pouze mikroby) a negativni (kultivacni médium a DMSO) kontroly a vnitini standardy.
Antibakterialni aktivita je vyjadfena jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC, uddvana
v umol/l) po 24 a 48 hodinach statické inkubace vtemné a zvlhéené atmosfére
pfi 35+2 °C. Experimenty byly provadény v duplikdtech. Pro platnost vysledkd nesmi byt
rozdil v MIC stanové ze dvou paralelnich méreni vétsi nez jeden dil na stupnici méreni.
Stupnice pro stanoveni MIC zacala od 0,49 umol/I. Vysledky byly analyzovany vizualné.
Jako referencni slouceniny byl pouzZit vychozi mafenid-acetat spolecné s topickymi
antibiotiky bacitracinem (aktivni zejména proti Gram-pozitivnim druh(im véetné MRSA)

a neomycinem (aminoglykosid aktivni hlavné proti Gram-negativnim kmen(m). [17]
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4.2.2 Antimykobakterialni aktivita

Antimykobakterialni testovani bylo provedeno srychle rostoucimi druhy
mykobakterii: Mycobacterium smegmatis DSM 43465 (ATCC 607), Mycobacterium
aurum DSM 43999 (ATCC 23366) z Némecké kolekce mikroorganisml a bunécénych
kultur (DSM, Braunschweig, Némecko) as avirulentnim kmenem Mpycobacterium
tuberculosis Hs7Ra ITM-M006710 (ATCC 9431) z Belgian Co-ordinated Collections of
Micro-organisms. Technikou pro stanoveni biologické aktivity byla mikrodiluéni
bujéonovd metoda pomoci 96 jamkovych mikrotitra¢nich desti¢ek. Jako kultivaéni
médium byl pouzit Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) obohaceny
00,4 % glycerolu (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) a 10 % ruUstového doplriku
Middlebrook OADC (Himedia, Mumbai, Indie). Mykobakterialni kmeny byly kultivovany
na agaru Middlebrook 7H9 a suspenze byly pfipraveny v bujénu Middlebrook 7H9.
Konecénd hustota byla upravena na hodnotu 1,0 podle McFarlandovy stupnice a zfedéna
v poméru 1:20 (pro rychle rostouci mykobakterie) nebo 1:10 (pro M. tuberculosis)
bujonem. Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO, poté byl pfidan Middlebrook
bujén, aby byla ziskana koncentrace 2000 pg/ml. Standardy pouZivané pro stanoveni
aktivity byly isoniazid (INH), rifampicin (RIF) a ciprofloxacin (CPX; Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko). Findlnich koncentraci bylo dosazeno binarnim fedénim a
pridanim mykobakteridlni suspenze a byly u testovanych latek nastaveny na 500, 250,
125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,81 a 3,91 pug/ml podle koneé¢né MIC. Kone¢na koncentrace
DMSO nepresdhla 2,5 % (v/v) a neovlivnila rlst testovanych kmen(. Byly zahrnuty
pozitivni (bujén, DMSO, bakterie) a negativni (bujon, DMSO) kontroly. Desticky byly
utésnény polyesterovym adhezivnim filmem a inkubovany staticky ve tmé pfi 37 °C.
0,01% Roztok sodné soli resazurinu byl pfidan po 48 hodinach inkubace pro M.
smegmatis, 72 hodinach inkubace pro M. aurum a po 120 hodinach inkubace v pripadé
M. tuberculosis. Barvivo bylo pfipraveno rozpusténim sodné soli resazurinu (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Némecko) v deionizované vodé za vzniku 0,02% roztoku. Poté byl
pfipraven 10% vodny roztok Tween 80 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko). Obé
kapaliny byly smichany za poufZiti stejnych objemU a prefiltrovany pres membranovy
filtr. Mikrotitra¢ni desticky byly poté inkubovany dalsi 2,5 hodiny pro stanoveni aktivity

proti M. smegmatis, 4 hodiny pro M. aurum a 24 hodin pro M. tuberculosis.
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Antimykobakterialni aktivita byla vyjadfena jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
a hodnota byla odectena na zakladé zmény barvy jamek (modra barva — aktivni
sloucenina; rdZovd barva — neaktivni sloucenina, resp. koncentrace). VSechny
experimenty byly provadény v duplikdtech, hodnocen byl také vychozi mafenid-acetat.

[27](28][29]

4.2.3 Antifungadlni aktivita

Antifungalni aktivita byla hodnocena proti ¢tyfem kvasinkovym kmenim: Candida
albicans ATCC 24433, CCM 8320, Candida krusei ATCC 6258, CCM 8271, Candida
parapsilosis ATCC22019, CCM 8260, Candida tropicalis ATCC 750, CCM 8264 a ¢tyrem
kmenlm vlaknitych hub: Aspergillus fumigatus ATCC 204305, Aspergillus flavus
CCM 8363, Absidia (Lichtheimia) corymbifera CCM 8077 a Trichophyton interdigitale
ATCC 9533, CCM 8377. Mikrodilu¢ni bujénova metoda byla provedena podle
modifikovanych EUCAST instrukci (EUCAST 7.3.1 a2 9.3.1, 2017). [28][29]

Testované latky byly rozpustény v DMSO a zfedény dvojkovym fedénim RPMI-1640
médiem s L-glutaminem, doplnénym 2 % glukdzy (w/v) a pufrovany na pH 7 pomoci 3-
(N-morfolin)propan-1-sulfonovou kyselinou (vSechny komponenty byly zakoupeny
od Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). FindIni koncentrace DMSO v testovaném médiu
nepresahla 1 % (v/v) celkového sloZeni roztoku a bylo potvrzeno, Ze tato koncentrace
neinhibuje rast hub. Statickd inkubace probihala v temné vihéené atmosfére, pti 3512 °C
po dobu 24 a 48 hodin (72 a 120 hodin pro Trichophyton interdigitale). Pozitivni kontroly
byly tvofeny pouze testovanymi houbami, zatimco negativni kontroly byly tvoreny
médiem a DMSO. Zahrnuta byla také vnitfni kontrola kvality. Hodnoceni MIC bylo
provedeno vizudlné a stanoveni byla vidy provddéna v duplikdtech. Pro platnost
vysledkl nesmi byt rozdil hodnot MIC stanoveny ze dvou paralelnich méreni vétsi

nez jeden dil na stupnici fedéni. Stupnice pro stanoveni MIC zacala od 0,49 umol/I.

Jako referencni slouéeniny pro srovnani byly mafenid-acetat a flukonazol. Mafenid

byl hodnocen stejné jako testované slouceniny. Hodnoty MIC flukonazolu znamenaji

vV

oproti kontrole bez |éCiva. Vysledky byly odecteny po 24 hodinach (kvasinky) nebo

48 hodinach (plisné) statické kultivace na mikrodilu¢nich deskach pti 35+2 °C
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ve zvlhéené atmosfére. Vysledky byly odecteny pomoci ¢tecky mikrodiluénich desticek
(SynergyTM HTX, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) pfi vinové délce 530 nm.
[17]
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Nové nasyntetizované slouceniny vznikly kombinaci mafenid-acetatu,
(halogen)salicylaldehydd, 5-nitrothiofen-2-karbaldehydu a isatinu za vzniku imin(. Tyto
prekursory byly zvoleny na zdkladé vlastni biologické aktivity (MAF) &i aktivity jejich
derivatu, které totiz vykazuji antibakteridlni, antimykobakteridlni a antifungalni Ucinky a
byly tudiZ vhodnymi adepty pro syntézu novych derivatQ spojujicich tyto fragmenty.
Predpokladali jsme, Ze kombinaci téchto latek by mohly vzniknout nové molekuly s lepsi
antimikrobialni aktivitou, nez maji plvodni latky, a je zde tudiz velky potencial

pro prekonani antibiotické rezistence.

Jednokrokovymi syntézami provadénymi obdobnym postupem bylo pfipraveno
byl zaznamendnu derivatu odvozeného od isatinu (A 13), ktery byl pfipravovan mirné
odliSnym postupem, naopak nejvyssi vytézek byl dosazen u nejlipofilnéjsi dijodované
latky s oznacdenim A 11 (95 %). VSechny produkty jsou odvozeny od mafenid-acetatu,
deset z nich vzniklo reakci s halogensalicylaldehydy, zbylé tfi reakci s nesubstituovanym
salicylaldehydem, 5-nitrothiofen-2-karbaldehydem, potazmo jedinym ketonem
isatinem. Mafenid-acetat s nadbytkem halogensalicylaldehydu/salicylaldehydu/5-
nitrothiofen-2-karbaldehydu/isatinu byly rozpustény v methanolu a roztok byl pfiveden
k varu. Po 2-3 hodinach byla smés zchlazena a ponechdna krystalizovat minimalné
12 hodin pfi+8 °C. Vzniklé krystaly byly nasledné Zzfiltrovany a promyty malym
mnoZstvim diethyletheru a destilované vody, rekrystalizace nebyla zapotrebi. Z hlediska
reakéniho mechanismu se jedna o nukleofilni kondenzaci a vSechny vzniklé derivaty Ize
oznacit také jako iminy Ci Schiffovy baze. Pfipravené slouceniny byly charakterizovany
spektralnimi a fyzikalnimi metodami a byla ovérena jejich Cistota, ktera byla dostatecna

pro biologické hodnoceni.

U vSech noveé nasyntetizovanych latek byla otestovana jejich biologicka aktivita —
antibakteridlni, antimykobakteridlni a antifungdlni aktivita, a to pomoci mikrodilu¢ni

bujonové metody. Vysledky byly vZdy srovnany s vychozim mafenidem a standardy.

Vysledky testovani antibakteridlni aktivity jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 1). Latky byly

otestovany na c¢tyfech Gram-pozitivnich kmenech: Staphylococcus aureus (SA, citlivy k
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methicilinu), methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcus
epidermidis (SE), Enterococcus faecalis (EF) a ¢tyfech Gram-negativnich kmenech —
Escherichia coli (EC), Klebsiella pneumoniae (KP), Acinetobacter baumannii (ACI)
a Pseudomonas aeruginosa (PA). V prvnim sloupci tabulky jsou zaznamenany hodnoty
vychoziho mafenid-acetdtu. V poslednich dvou sloupcich jsou zaznamendny hodnoty
MIC pro standardy bacitracin a neomycin, neomycin nebyl testovan proti Gram-
pozitivnim kmenim. Je patrné, Ze vSechny nové pripravené derivaty vykazuji vyssi
aktivitu nez mafenid-acetdt, ale nizsi biologickou aktivitu nez standardy, vyjimkou je 3,5-
dijodovany derivat s oznacenim A 11, jehoZ antibakteridlni aktivita je srovnatelna
s bacitracinem. Vétsina nové syntetizovanych latek vykazuje inhibici bakterii v rozsahu
MIC 125-500 umol/l, s vyjimkou vyrazné ucinnéjsich imind s oznacenim A 10 (odvozeny
od 5-chlor-3-jodsalicyladehydu; MIC od 31,25 umol/l), thiofen A 12 (>62,5 umol/l) a
zejména dijod derivat A 11 (MIC >7,81 umol/l). Z tabulky 1 je patrné, Ze Gram-pozitivni
bakterie reaguji citlivéji nez Gram-negativni bakterie. Dale stoji za zminku fakt, Ze MRSA
ma obdobnou citlivost jako MSSA, neni zde tedy zkfizend rezistence k methicilinu.
Nejvyssi aktivity byly zaznamendny u derivatl obsahujicich jod a také zde plati, Ze vice

halogenovych substituentl na aromatickém kruhu pfispivd ke zvySovani biologické

aktivity.
Tabulka 1 Vysledky testovani antibakteridlni aktivity
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/1Css (umol/I)
(kdd) MAF Al A2 A3 A4 A5 A6 A7
24 h >500 >500 250 >500 500 500 500 250
SA 48 h >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 500
24 h >500 >500 >500 >500 500 500 500 500
MRSA 48 h >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 500
SE 24 h >500 250 250 >500 125 250 250 250
48 h >500 250 >500 >500 250 500 >500 500
EF 24 h >500 >500 500 >500 >500 500 >500 500
48 h >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 500
24 h >500 >500 >500 500 500 500 >500 500
EC 48 h >500 >500 >500 500 500 500 >500 >500
KP 24 h >500 >500 >500 500 500 500 >500 500
48 h >500 >500 >500 500 500 500 >500 500
24 h >500 >500 >500 >500 500 500 >500 >500
Adt 48 h >500 >500 >500 >500 500 500 >500 >500
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PA 24h | >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 | >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/1Css (umol/I)
(k6d) A8 A9 A10 A1l A12 A13 BAC NEO
24h | 250 125 62,5 7,81 62,5 500 7,81 NT
oA 48h | 250 250 125 15,62 62,5 500 15,62 NT
24h | 250 125 125 31,25 62,5 250 15,62 NT
MRSA 48h | 250 250 125 31,25 125 500 15,62 NT
S 24h | 250 125 31,25 7,81 62,5 125 15,62 NT
48h | 250 500 125 15,62 125 250 31,25 NT
£ 24h | 500 250 250 62,5 500 >500 62,5 NT
48h | 500 250 250 125 500 >500 >500 NT
EC 24h | 500 500 500 >125 125 >500 >500 3,9
48h | 500 500 500 >125 125 >500 >500 3,9
P 24h | 500 250 500 62,5 250 >500 >500 | 1,95
48h | 500 >500 500 62,5 250 >500 >500 | 1,95
Acl 24 h >500 >500 >500 >125 62,5 >500 >500 3,9
48h | >500 >500 >500 >125 125 >500 >500 3,9
24h | >500 >500 >500 >125 500 >500 >500 | 7,81
PA 48h | >500 >500 >500 >125 500 >500 >500 | 15,62

NT: netestovano. BAC: bacitracin. NEO: neomycin.

Vysledky antimykobakteridlni aktivity jsou shrnuty v dalsi tabulce (Tabulka 2),
kde je uvedena opét také aktivita mafenid-acetdtu. Aktivity byly otestovany na rychle
rostoucich Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium aurum a avirulentnim kmenu
s oznacenim A 10 (5-Cl-3-I; 31,25-62,5 pg/ml), A 11 (3,5-;, 31,25-62,5 pg/ml) a
nitrothiofen A 12 (15,625 pg/ml pro M. smegmatis a M. aurum, 3,91 ug/ml pro M. tbc.)
a, stejné jako v pripadé antibakteridlni aktivity, ale také dalsi slouceniny substituované
dvéma halogeny (A7, A8 a A9; 31,25-62,5 ug/ml). Z vysledkd testovani je patrné, ze
vSechny nové molekuly maji vyssi antimykobakteriadlni aktivitu nez pavodni mafenid-
acetat, pripadné srovnatelnou (nehalogenovany imin A 1, 5-fluorderivat A 2). V tabulce
jsou ddle zaznamenany hodnoty MIC pro standardy isoniazid, rifampicin a ciprofloxacin.
V porovnani se standardy vykazuji nové iminy nizsi biologickou aktivitu, derivat A 12 je
u sloucenin obsahujicich jod navazany na aromatickém kruhu, nicméné derivaty

obsahujici brom dosahly také pomérné nizkych hodnot MIC, dale je patrné, Ze vice
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navazanych atomd halogent zvysSuje antimykobakteridlni aktivitu. Nejucinnéjsi se vsak

ukazal byt 5-nitrothiofenovy derivat s oznacenim A 12.

Tabulka 2 Vysledky testovani antimykobakteridlni aktivity

TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (pg/ml)
Oznaceni MAF A1l A2 A3 A4 A5 A6 A7 -
M. smegmatis >500 250 250 125 125 125 250 62,5 -
M. aurum 125 62,5 125 62,5 62,5 62,5 | 62,5 31,25 -
M. tbc. Hi7Ra 250 125 125 62,5 | 31,25 | 62,5 | 62,5 31,25 -
Oznaceni A8 A9 A10 | A11 | A12 | A13 | INH RIF CPX
M. smegmatis | 62,5 62,5 | 62,5 | 62,5 | 15625 | NT |15,625 6,25 0,25
M. aurum 31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 15,625 | NT | 3,91 0,39 0,03125
M. tbc. H7Ra | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 3,91 NT | 0,25 |0,0015625| 0,25

INH: isoniazid; RIF: rifampicin; CPX: ciprofloxacin; NT: netestovano.

Vysledky antifungdlni aktivity jsou zaznamenany v posledni tabulce (Tabulka 3),
dale jsou zde uvedeny MIC vychoziho mafenid-acetdtu a flukonazolu jako standardu.
Aktivita byla testovdna vUci ¢tyfem druhdm kvasinek: Candida albicans (CA), Candida
krusei (CK), Candida parapsilosis (CP), Candida tropicalis (CT) a ¢tyfem kmenlm
vldknitych hub: Aspergillus fumigatus (AF), Aspergillus flavus (AFla), Absidia corymbifera
(od 3,9 umol/I),A10a A9 (>7,81 umol/l), dale téZ A 8 (>15,62 umol/l). | v tomto pripadé
vSechny nové pfipravené latky, s vyjimkou A 1, A 13 (derivat isatinu) a A 3 (5-chlor
derivat), vykazovaly vyssi biologickou aktivitu nez vychozi mafenid-acetat. Opét je zde
patrné, Ze derivaty obsahujici jod a brom vykazuji velmi dobré Ucinky a také plati, Ze ¢im
vice navazanych halogenovych atomd, tim je sloucenina in vitro antimykoticky ucinnéjsi.
V porovnani se standardem flukonazolem byla u derivatd A9, A 10 a A 11 zaznamenana
srovnatelna ¢i vyssi biologicka aktivita, zejména u nékterych kvasinek a Trichophyton
interdigitale. Ztabulky je patrné, Ze nové pripravené molekuly obecné vykazuji
vyraznéjsi ucinek proti kvasinkdm, zatimco proti vldknitym houbdam s vyjimkou
Trichophyton interdigitale p¥ili§ G¢inné nejsou. Sirokospektralni antifungalni ucinek vaci

vsem kmen(m vykazuji slou¢eniny A5, A7,A8 A9,A10a A 12,
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Tabulka 3 Vysledky testovani antifungalni aktivity

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol/1)
(kéd) MAF Al A2 A3 A4 AS A6 -
A 24h >500 >500 >500 >500 125 125 500 -
48 h >500 >500 >500 >500 250 125 >500 -
24h >500 >500 >500 >500 250 125 >500 -
c« 48 h >500 >500 >500 >500 500 125 >500 -
24h >500 >500 500 >500 125 62,5 250 -
P 48 h >500 >500 >500 >500 250 125 250 -
24h >500 >500 500 >500 125 125 125 -
o 48 h >500 >500 >500 >500 250 125 250 -
AR 24h >500 >500 >500 >500 500 125 500 -
48 h >500 >500 >500 >500 >500 250 >500 -
AFla 24h >500 >500 >500 >500 500 250 >500 -
48 h >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 -
24h >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 -
A 48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 -
72h >500 >500 250 >500 125 62,5 125 -
m 120h | >500 >500 250 >500 250 62,5 125 -
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol/1)
(kéd) A7 A8 A9 A10 A1l A12 A13 FLU
A 24h 62,5 15,62 15,62 7,81 3,9 62,5 >500 6,5
48 h 125 31,25 15,62 15,62 7,81 125 >500 6,5
K 24h 125 31,25 31,25 31,25 31,25 62,5 >500 | >104,5
48 h 125 31,25 31,25 31,25 31,25 125 >500 | >104,5
24h 125 15,62 7,81 31,25 31,25 62,5 >500 3,3
P 48 h 125 15,62 15,62 62,5 31,25 62,5 >500 3,3
- 24h 125 62,5 31,25 15,62 31,25 62,5 >500 6,5
48 h 125 125 125 31,25 62,5 125 >500 6,5
24 h 500 250 250 250 125 500 >500 | >104,5
AF 48 h 500 500 500 250 >125 >500 >500 | >104,5
24h 500 500 250 250 >125 500 >500 | >104,5
AFla 48 h >500 500 500 500 >125 500 >500 | >104,5
AC 24h 500 500 500 500 >125 500 >500 | >104,5
48 h 500 500 500 500 >125 500 >500 | >104,5
72h 125 125 62,5 125 15,62 125 >500 52,2
n 120 h 125 125 62,5 125 31,25 125 >500 52,2

FLU: flukonazol.
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6 ZAVER
Antibioticka rezistence je stale narUstajici globalni problém, a proto je stale nutné

vyvijet nova lécCiva. Mezi nejvyznamnéjsi kmeny, co se tyce ziskané antibiotické

rezistence, patfi bezesporu MRSA, VRSA/VISA a VRE.

Vramci této prace bylo ptipraveno celkem tfinact novych latek odvozenych
od mafenid-acetatu reakci s halogenovanymi salicylaldehydy, nesubstituovanym
salicylaldehydem, 5-nitrothiofen-2-karbaldehydem a isatinem v dobrych vytézcich. Tyto
latky byly zvoleny pro jejich znamou biologickou aktivitu vac¢i bakteridlnim,
mykobakteridlnim a fungalnim kmendm. VSechny pfipravené slouceniny byly

otestovany pomoci mikrodilu¢ni bujénové metody, a to ¢aste¢né i autorkou prace.

Ziskané vysledky biologické aktivity byly nasledné porovnavany se standardy a
vychozim mafenid-acetatem. VSechny derivaty byly in vitro Ucinnéjsi nez mafenid-acetat
a obecné vykazuji antibakterialni (véetné MRSA), antifungalni a antimykobakterialni
aktivitu. Nejucinnéjsi se ukazaly byt derivaty substituované jéodem, déale slouceniny
obsahujici vice halogen(i obecné a také derivat obsahujici strukturu 5-nitrothiofenu.
Dale byl prokazan predpoklad, Ze latky ucinné proti Gram-pozitivnim kokim vykazuji
antimykobakterialni aktivitu. V planu je testovani vici rezistentnim klinickym izolatdm a

stanoveni toxicity pro eukaryotické bunky.
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