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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceutick4 fakulta v Hradci Kralové

Katedra organické a bioorganické chemie

Resitel prace: Be. Quynh Anh Vu

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

Nézev diplomové prace: Syntéza a hodnoceni potencialnich inhibitorti vybranych enzymi jako

potencidlnich 1é¢iv

Tématem diplomové prace je syntéza novych inhibitori mykobakteridlniho enzymu
InhA a inhibitorl acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy a jejich potencidlni inhibi¢ni
efekt vi¢i vyjmenovanym tiem enzymim. VSechny piipravené slouceniny jsou analoga
odvozena od triklosanu, kterd by mohla byt vhodnymi kandidaty jakoZto potencidlni 1é¢iva
pouzitelna k 1écbé tuberkuldozy a neurodegenerativnich onemocnéni véetné Alzheimerovy
choroby.

Teoretick4 Cast se zabyva problematikou tuberkuldzy véetné rezistence mykobakterii
na antituberkulotika a vyzkumu novych 1éCiv proti tuberkuldoze. Déle je struéné popsana
cholinergni hypotéza a studium novych potencidlnich inhibitord cholinesteraz.
V experimentalni Casti jsou popisovany reakéni postupy vedouci k ptipravé planovanych
sloucenin a v kapitole Vysledky a diskuze jsou rozebrany korelace mezi naméfenymi
hodnotami z biologického testovani a strukturou jednotlivych sloucenin. V této kapitole je dale
diskutovana syntéza sloucenin a jeji komplikace.

Bylo pfipraveno celkem osm slou¢enin (dva prekurzory pro dalsi syntézy a modifikace,
dva finalni amidy, dvé mocoviny a dva karbamaty) v dostate¢ném vytézku. VSechny slouceniny
byly testovany na antimikrobni aktivitu a inhibi¢ni aktivitu vii¢i cholinesterazam. Slouc¢enina
N-[5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl]acetamid vykazovala vi¢i vSem tfem vybranym
mykobakteriim ze v§ech ndmi ptfipravenych slou€enin nejlepsi antimikrobni i€inek. Konkrétné
vaci M. smegmatis méla hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace 31,25 mg/l, vii¢i M. aurum
15,625 mg/l a vii¢i M. tuberculosis Hz7Ra 7,81 mg/l. Tato slouCenina vykazovala také ze vSech
piipravenych sloucenin nejnizsi hodnotu ICso viici acetylcholinesteraze (48,85 uM) a ma lepsi
inhibi¢ni ucinek vuc¢i acetylcholinesteraze nez klinicky aplikované karbamatové 1écivo
rivastigmin (56,10 puM). Prekurzor 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)anilin (,,amino-triklosan‘)

nejlépe inhiboval butyrylcholinesterdzu (ICso = 11,93 uM), coZ je opét v porovnani
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s rivastigminem lep$i inhibicni aktivita. Triklosan vykazoval srovnatelnou inhibi¢ni aktivitu
(11,81£0,04 uM) vici BuChE jako jeho isoster ,,amino-triklosan“. Také bylo zjisténo, ze
triklosan je sdm o sob€ smiSenym inhibitorem.

Ze stanoveni vztahu mezi biologickou aktivitou a molekulovou strukturou vyplyva, ze
analoga na bazi ,,amino-triklosanu® jsou perspektivni k dalSim studiim jakoZto potencialni
inhibitory acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy a experimentadlnimu stanoveni

mechanismu t¢inku vic¢i mykobakteriim.

Klicova slova

Acetylcholinesterdza; antituberkulotika; butyrylcholinesterdza; diarylethery; enzymova

inhibice; InhA; in vitro aktivita; mykobakterie; rezistence; triklosan; tuberkuldza



Abstract
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Supervisor: doc. PharmDr. Mgr. Martin Kratky, Ph.D.

Title of diploma thesis: Synthesis and evaluation of selected enzyme inhibitors as potential

drugs

This diploma thesis deals with the synthesis of new inhibitors of the mycobacterial
enzyme InhA and inhibitors of acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase and their
potential inhibitory effect against these three enzymes. All of the prepared compounds are
analogues derived from triclosan, which could be convenient candidates as potential drugs for
the treatment of tuberculosis and neurodegenerative diseases including Alzheimer's disease.

The theoretical part summarizes facts about tuberculosis including the resistance of
mycobacteria to antituberculosis drugs and research of new drugs against tuberculosis. Also,
the cholinergic hypothesis and the investigation of new potential inhibitors of cholinesterases
are described briefly. The experimental part reports the reactions leading to the preparation of
designed compounds. The chapter Results and discussion summarizes structure-activity
relationships. It also discusses the synthesis and its complications.

Eight compounds (two precursors for further syntheses and modifications, two final
amides, two ureas and two carbamates) were prepared in satisfactory yields. All of them were
tested for their antimicrobial activity and cholinesterase inhibitory activity. The compound N-
[5-chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy)phenyl]acetamide showed the best antimicrobial activity
against all three selected mycobacteria at all. It had minimum inhibitory concentration of
31.25 mg/L against M. smegmatis, 15.625 mg/L against M. aurum and 7.81 mg/L against
M. tuberculosis Hz7Ra, respectively. This compound even showed the lowest 1Cso value for
acetylcholinesterase (48.85 uM) of all the prepared compounds and has a better inhibitory effect
against acetylcholinesterase than the clinically used carbamate drug rivastigmine (56.10 uM).
The precursor 5-chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy)aniline ("amino-triclosan") showed the best
inhibition of butyrylcholinesterase (ICso of 11.93 uM), which is a better inhibitory activity
compared to rivastigmine again. Triclosan showed comparable inhibitory activity

(11,81+0,04 uM) against BuChE to its isoster "amino-triclosan". It was found that triclosan is
6



a mixed inhibitor.

The determination of structure-activity relationships suggests that "amino-triclosan"
analogues are perspective for further studies and investigation of triclosan analogues as
potential inhibitors of acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase and for experimental

determination of mechanism of action against mycobacteria.
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InhA; in vitro activity; mycobacteria; resistance; triclosan; tuberculosis
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2 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

AChE acetylcholinesteraza

ACP acyl carrier protein

Ag antigen

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome (syndrom ziskané¢ho selhani
imunity)

ATCh acetylthiocholin

BCG Bacillus Calmette-Guérin

BTCh butyrylthiocholin

BuChE butyrylcholinesteraza

DCM dichlormethan

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxynucleic acid (deoxynukleova kyselina)

EMB ethambutol

ETH ethionamid

EthR mykobakteridlni transkripéni represor

FAS fatty acid synthase (syntdza mastnych kyselin)

HIV Human Immunodeficiency Virus (virus lidské imunitni nedostatecnosti)

ICso inhibi¢ni koncentrace, kterd snizuje aktivitu enzymu na 50 %

INH izoniazid

InhA enoyl-ACP-reduktdza Mycobaterium tuberculosis

IS inzer¢ni sekvence

KatG kataldza/peroxidaza Mycobacterium tuberculosis

LSC kapalinova adsorb¢ni chromatografie

MDR multidrug resistance (mnohocetna lékova rezistence)
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MDR-TB

MIC

MTVAC

NADH

NAT

NMR

PBS

PCR

PZA

RNA

r-RNA

rt-PCR

SI

STM

TBC

TCH

TEA

THF

TLC

Uuv

XDR-TB

WHO

1ékoveé multirezistentni tuberkuldza
minimalni inhibi¢ni koncentrace

ziva oslabend vakcina M. tuberculosis
nikotinamidadenindinukleotid
N-acetyltransferaza

nuklearni magneticka rezonance
fosfatovy pufr

polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
pyrazinamid

ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)
rifampicin

ribozomalni RNA

real-time PCR (kvantitativni PCR)

index selektivity

streptomycin

tuberkuloza

hydrazid kyseliny thiofen-2-karboxylové
triethylamin

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie

ultrafialové zafeni

1€kove extenzivné rezistentni tuberkuldza

World Health Organization (Svétova zdravotnickd organizace)
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3 UvoD

Regulace bunécné aktivity na enzymatické tUrovni je druhym nejcastéjsSim
farmakodynamickym typem mechanismu t¢inku 1é¢iva. Enzym je specificky biokatalyzator,
ktery v bunécném organismu ovlivituje mnoho dtlezitych metabolickych pochodut. SlouZzi napt.
ke zpracovani potravy, k degradaci a syntéze bilkovin, lipidi, sacharidl, ucastni se syntézy
RNA nebo DNA a mnoho dalSich vyznamnych biochemickych déja. V enzymatickych reakcich
snizuje aktivacni energii, tudiz danou reakci urychluje. Enzymy se podle jejich charakteru
reakci dé€li na riizné skupiny, a to na oxidoreduktazy, transferazy, hydrolazy, lyazy, izomerazy
a ligdzy. Léciva mohou plisobit na enzymy bud’ aktivacnim (zvysuji aktivitu), ¢i inhibi¢nim
(snizuji aktivitu) ucinkem. Inhibi¢ni mechanismus 1€¢iv je ve farmakologii pomérné¢ bézny.
Ptiklady nejcastéjSich inhibitort vyuzivanych jako 1é¢iva jsou inhibitory cyklooxygenazy
(k 1écbe zanéth a bolesti), inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu (k 1é¢b€ hypertenze),
inhibitory cholinesteraz (k 1é€bé Alzheimerovy nemoci), inhibitory koagulacnich faktorii
(antikoagulancia) apod. Inhibice enzymi miiZe byt vratna nebo nevratna. [1] [2]

Mezi nejstarsi choroby, které doprovazi lidstvo jiz po staleti, se fadi tuberkuléza (TBC),
ktera zptisobuje zavazné infekéni a multiorgdnové onemocnéni postihujici predevsim plice.
Piivodcem choroby jsou acidorezistentni kmeny bakterii Mycobacterium tuberculosis komplex.
[3] Prvni, kdo objevil a popsal bakteridlniho ptivodce TBC, byl némecky Iékat a mikrobiolog
Robert Koch, ktery ziskal za tento vyznamny objev roku 1905 Nobelovu cenu. Na jeho pocest
nazvali acidorezistentni ty¢inku jako Kochtiv bacil. [4]

TBC je celosvétové rozsifenou infekci a podle nejnovéjsiho reportu Svétové
zdravotnické organizace (WHO) z roku 2020 je zhruba jedna Ctvrtina svétové populace touto
nemoci infikovana. Kazdy rok je zaznamendno 8 az 10 milionii novych pacientti a zhruba
2 miliony nemocnych na tuto chorobu umira. Nejvice nakazenych TBC jsou lidé z rozvojovych
zemi a oblasti, jako jsou Afrika, jihovychodni Asie, vychodni Evropa a jizni Amerika. [5] [6]

Zasluhou védeckych objevli véetné kombinaci antituberkulotik, moZnosti vakcinace,
kvalitnich a spolehlivych diagnostickych metod se podafilo sniZit po€et nemocnych a zvysit tak
pocet vyléCenych pacientl. I pfesto je ale problematika TBC a mykobakteridz stale aktudlni
a ve svéteé se dostava znovu do popiedi zajmu, a to predevsim kvili v poslednich letech vyrazné
zvySené rezistenci na antibiotika zpsobenych mutaci kmenl Mycobacterium tuberculosis. [7]
Proces od diagnézy TBC az po jeji 1écbu o nemocné je 1 finanéné€ velmi naro¢ny a jednotlivé
staty tato problematika miZze v budoucnosti nejen socialné, ale i ekonomicky zasahnout.

V neposledni fadé je dilezité zminit 1 sniZzenou kvalitu Zivota u pacientl trpicich touto
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chorobou.

Kromé nebezpecnych infek¢nich chorob lidstvo ve 21. stoleti aktudlné trapi i rtizna
neurodegenerativni onemocnéni v podobé demenci, protoze se lidské populace doziva mnohem
vyssiho véku nez kdysi v minulosti. Mezi nejcastéji diagnostikované demence u starsich lidi
nad 60 let se fadi Alzheimerova choroba nebo demence pfi Parkinsonové chorobé. Odhaduje
se, z¢ demenci ve svétd trpi zhruba 900 miliont lidi, v Ceské republice se jedna zhruba
0 100 000 osob. Ne&které studie uvadi, ze za 20 let se pocet lidi trpici demenci miize
az zdvojnasobit. [8] [9]

Faktu, ze jsou urcité slouceniny schopné inhibovat cilovy enzym nebo enzymy, vyuziva
1 tato diplomové prace, a experimentalni ¢ast prace se o tyto poznatky opird. Jednim z feSeni
problematiky rezistence na antituberkulotika je napf. pfiprava novych potencidlnich
antimykobakteridlnich 1éCiv/sloucenin nebo chemickd modifikace jiz aplikovanych
antituberkulotik, kterymi se 1 naSe vyzkumnd skupina na katedie organické a bioorganické
chemie jiz dlouhodob¢ zabyva. Kromé vyzkumu novych potencidlnich antituberkulotik se naSe
katedra zabyvd 1 syntézou potencialnich inhibitori cholinesteraz, konkrétné jde
o acetylcholinesterazu (AChE) a butyrylcholinesterazu (BuChE), které by mohly byt vyuzivany
jako 1éciva aplikovatelna k 1écb& nebo zpomaleni progrese Alzheimerovy nemoci ¢i jinych
neurodegenerativnich chorob. Rada zde diive piipravenych sloudenin vykéazala duélni
biologickou aktivitu — antimykobakteridlni uc¢inky v kombinaci s inhibici obou cholinesteraz.
Cilem této diplomové prace je navazat na jejich vyzkum a pokraCovat v syntéze a studiu

biologické aktivity novych sloucenin.
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4 CIiL PRACE

Cilem diplomové prace je shrnout zékladni fakta souvisejici s TBC (vyskyt, pribch
onemocnéni s klinickymi pfiznaky, moznosti diagnozy a aktualni lécba, problematika rezistence
na antibiotika, moznosti feSeni rezistenci na antituberkulotika) a nové poznatky z vyzkumi
zameéiujicich se na inhibitory cholinesteraz a antimikrobidlné aktivni slouceniny, a posléze tyto
informace sumarizovat a interpretovat do kapitoly s ndzvem Teoreticka cast.

Cilem praktické ¢asti je pfiprava a charakterizace novych potencialnich inhibitort
vybranych enzymi odvozenych od triklosanu, které by mohly byt vhodnymi kandidaty jakozto

potencialni 1é¢iva vyuzitelna k terapii TBC, popiipad¢ i Alzheimerovy nemoci.
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5 TEORETICKA CAST

5.1 Tuberkuléza

5.1.1 Zakladni charakteristika

TBC, v minulosti nazyvand jako souchotiny, je stale jednim z nejsmrtelnéjSich
infek¢nich onemocnéni 21. stoleti. [3] Postihuje pfedevsim plice jakozto hlavni branu
umoziujici vstup infekéniho agens do téla. Piivodcem onemocnéni je komplex obligatnich
patogenil nazyvanych jako Mycobacterium tuberculosis komplex. [7] Do této skupiny se fadi
n¢kolik navzajem si pfibuznych mykobakterii, a to Mycobacterium tuberculosis, které bylo
poprvé identifikovano v roce 1882, dale Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium microti, Mycobacterium canetti a Mycobacterium pinnipedii. Byly provedené
experimenty na molekularné biologické trovni pomoci sekvenovani druhé generace, kde se
dokazalo, ze si jsou tyto jednotlivé vyjmenované mykobakterie podobné v tandemovych
sekvencich. Je tedy nové piipustné vSechny tyto mykobakterie oznaCovat za jednotny druh,
a to jako Mycobacterium tuberculosis. [10] Statisticky nejcastéji diagnostikovanymi pivodci
TBC je Mycobacterium tuberculosis a Mycobacterium bovis. V Ceské republice je M. bovis
detekovana vyjimec¢né, ostatni druhy mykobakterii se na naSem tUzemi nachdzeji relativné

vzacné. [7] [11]

5.1.2 Pulvodce

Mycobacterium tuberculosis je nepohybliva, acidorezistentni, nesporulujici a pomalu
rostouci tycka patfici do rozsahlého rodu Mycobacterium zahrnujiciho vice nez 50 druht.
Existuje v podobé rovné nebo prohnuté tycky, kterd je zhruba 0,5 um silnd a az 3 um dlouha.
Ve svételném mikroskopu ji 1ze spatiit ve tvaru vlaken a protahlych kokt. V Sulové tekuté ptidé,
jakoZzto v hydrofilnim prosttedi, tvoii shluky provazcovitych mikrokolonii podobné vlo¢kam.
Tycky mykobakterii nejsou barvitelné dle Grama. Diivodem tvorby shluki a nebarvitelnosti
Gramovym barvenim je hydrofobicita povrchu bun¢k. Ten v sobé obsahuje velké mnozstvi
lipida, predev§im tuhych voski. Diky lipofilnimu povrchu jsou také mykobakterie pomérné
odolné vici lysozomalnim enzymiim makrofagl. Tato vyhoda je jednim z divodil prezivani
mykobakterii v organismu. Bunécné sténa je tvofena dalSimi lipidy jako jsou fosfolipidy,
glykolipidy (dimykolat trehal6zy, oznacovany podle Blochema jako cord-faktor), lipoproteiny

a predevs§im mastnymi kyselinami s délkou fetézce pohybujici se mezi 60 az 90 atomy uhliku —
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mykolovymi kyselinami. [6] [12]

Mezi druhy rodu Mycobacterium, které nezpusobuji TBC, patii dal$i vyznamny
a patogenni druh zplsobujici lepru — Mycobacterium leprae. Existuji dalsi druhy, které jsou
nepatogenni a jsou dilezitou soucasti mikrobni slozky ptirozenych biotopt. [6] [12]

Mycobacterium bovis BCG je zamérné oslabeny nevirulentni kmen a jeho izolat se
vyuziva jako vakcina proti TBC. Pojem kalmetizace je specifické oznaceni pro oCkovani
proti TBC. Po ockovani mohou vSak nastat komplikace, u osob s imunodeficitem vedouci
az ke generalizované diseminaci. Ockovani neni sice 100% ochranou pfed onemocnéni, ale
zmirni pribéh komplikovanych a akutnich forem TBC, a to zejména pii nebezpecné
tuberkulozni meningitidé. Problém nastdva pifi postupném snizovani imunity organismu
s odstupem od kalmetizace. [3] [6] [13]

Mykobakterie zpisobujici TBC jsou v prostiedi v béznych podminkéch zivotaschopné
1 az 2 hodiny a jsou spolehlivé zlikvidovatelné UV zafenim a teplotou nad 60 °C. Jako

intracelularni patogen zpiisobuji chronické infekce. [3] [12]

5.1.3 Epidemiologicka situace

5.1.3.1 Svét

wvewr

Podle nejnovéjsich dat z reportu vydaného roku 2020 WHO odhaduje, Ze az jedna Ctvrtina
populace je nakazena touto nemoci. VétSina infikovanych lidi ma latentni formu TBC a mohou
byt bezptiznakovymi pienaSeci. Célosvétove se odhaduje, ze kazdym rokem piibyva piiblizné
10 miliont (v rozpéti mezi 8 az 11 miliony) novych ptipadi a v poslednich letech toto ¢islo
velmi pomalu klesa. Z celkového poctu postizenych lidi TBC 8,2 % lidi trpélo zaroven 1 HIV.
Z geografického hlediska se jednalo nejvice o lidi z oblasti, jako je jihovychodni Asie (44 %),
Afrika (25 %) a zapadni Pacifik (18 %). Naopak mensi vyskyt TBC byl zaznamenan
ve Sttedomoti (8,2 %), ve Spojenych statech americkych (2,9 %) a v Evropé (2,5 %). V roce
2019 na TBC zemfelo 1,2 miliont lidi s HIV negativitou, coZ je ve srovnani s rokem 2000
ptiznivé Cislo, jelikoZ v daném roce zemielo 1,7 miliond HIV negativnich lidi na TBC. V roce
2019 zemielo na TBC 208 000 lidi, kteti byli HIV pozitivni. Toto ¢islo také od roku 2000 kleslo,
jelikoZ v tomto roce zemielo 678 000 lidi. Kvili zvySené migraci obyvatel z rizikovych zemi,
cestovani po celém svété, Sifeni anariistu infekce HIV/AIDS, zvySujicimu se poctl

multirezistentni kmenti (MDR) a omezeni nebo eliminaci systému dohledu a kontroly nad TBC
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doslo ve svété k jejimu znovurozsiteni. Témér u ptl miliont lidi se vyvinula rezistence
na rifampicin (RPM), a z toho 78 % lidi m¢lo 1ékoveé multirezistentni tuberkulézu (MDR-TB).
WHO stanovila cil ve svété vymytit TBC do roku 2050. [3] [5] [6]

5.1.3.2 Ceska republika

Diky celostatnimu povinnému ockovani byl do roku 1990 vyskyt TBC pfiznivy,
nasledné do roku 1997 vyskyt nartstal, v dalSich letech doslo k poklesu poctu nemocnych.
Kwvli ptiznivé statistice po roce 1997 doslo ke zméné v ptistupu vakcinace a v roce 2010 vysla
novela, kterd vedla k celoplosnému zruseni povinného ockovani proti TBC. Od té doby se
ockuji pouze ty déti, které byly v castém kontaktu s rizikovym okruhem. [6] [11] Zména méla
ale negativni disledky, které vedly v roce 2014 k hlaSeni 514 novych piipadi onemocnéni
a k navratu aktivni TBC vSech forem, pficemz z 85 % se jednalo o TBC plic. [3]

Dle nejnovéjsich dat v roce 2019 bylo zaznamenéno 464 novych ptipadi onemocnéni
TBC vsech forem, coz znamena 4,3 pifipadi na 100 000 obyvatel. Z celkového poctu bylo
91,6 % (425) pacientt trpici plicni formou. V porovnani s rokem 2018 se pocet novée hldsenych
nemocnych zvysil o 20 ptipadi. Ze vSech piipadl z roku 2019 bylo 21 lidi jiz dtive jednou
léceno na TBC pomoci antituberkulotik. V Praze je dlouhodobé od roku 2014 statisticky
zaznamenan nejvetsi vyskyt nemocnych. TBC postihuje vSechny vékové kategorie, avSak
nejvyssi nemocnost je ve vékovych skupindch mezi 45 az 64 lety. Dvé tietiny z celkovych
nemocnych jsou muZi a jedna se hlavné se o migranty ze zemi, jako jsou Ukrajina (38 osob),
Vietnam (14 osob), Rumunsko (23 osob), Slovensko (11 osob) a Mongolsko (10 osob).
Nemalou skupinu infikovanych tvofi tzv. profesni nakazy, kterd je tvofend pifedevSim
pracovniky zdravotnickych a socialnich zafizeni. V roce 2019 na TBC zemielo 16 lidi. CR se

cvwr

a spolehlivym diagnostickym metodam, kvalitnim zdravotnickym zatizenim a péci. [14]

5.1.4 Zdroj nakazy

Hlavnim zdrojem nékazy je samotny infikovany ¢lovék s mikroskopicky pozitivni
ptitomnosti plivodce ve sputu. Infikovany jedinec mize pii dlouhodobému kontaktu nakazit az
50 % vystavenych zdravych jedinct. Nakazeni bez mikroskopické pozitivity ve sputu mohou
nakazit zhruba 6 % zdravych osob. Mezi dalSimi zdroji ndkazy patii domaci nebo divoké zvitata

a zivo¢ichové chovani v zoologickych zahradach. Skot se v CR po eliminaci bovinni TBC jiz
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netfadi mezi zdroje nakazy. [3] [11]

5.1.5 Prenos infekce

TBC se §ifi predevsim kapénkami od nakazeného pacienta. Opakovanym kontaktem
s nemocnym se pravdépodobnost nakazeni zvySuje. V zemich, kde je zavedena povinna
pasterizace mléka (tedy i v CR), je alimentarni pienos téméf nulovy. Dal§im zptisobem pienosu
infekéniho plivodce je prostfednictvim kontaminovanych pfedméti ptes porusenou sliznici

nebo kazi. Pro ¢lovéka je infekéni davkou 3 az 300 bacilt. [3] [6] [7] [11]

5.1.6 Inkubacni doba

Doba se pohybuje od 2 az 12 tydnd. Po 3 az 8 tydnech od kontaktu s infikovanym
jedincem nebo po ockovani BCG se objevuje kozni reaktivita na tuberkulin. [3] [6] Tuberkulin
je precistény antigenni protein skladajici se ze tfi bilkovinnych frakci z pivodci TBC.
Neobsahuje tedy zivé bakterie a pouziva se k vyvolani hypersenzitivni kozni reakce projevujici
se velikostné presné definovanymi cervenymi vypouklymi ,.boulemi pouze u pacientt, ktefi
jsou nakazeni. U osob, které byly kalmetizovany, je tuberkulinova reakce také pozitivni, ale

velikost reakce je odlisna od probihajici infekce. [15] [16]

5.1.7 Vnimavost k infekci

Nejvice vnimavi k TBC jsou déti v raném détstvi (do prvniho roku), t€hotné Zeny, lidé
se zanedbanou hygienou a sniZenou Zivotni Urovni (napf. bezdomovci), polymorbidni jedinci

a lidé se snizenou imunitou (napt. AIDS). U muza je vyskyt TBC ¢astéjs$i nez u zen a maji

wevr

5.1.8 Patogeneze a klinické priznaky

Pribéh onemocnéni z&visi na mnozstvi davky a virulenci pronikajicich bakterii,
opakovanosti kontaktu s infikovanym a stavu imunitniho systému jedince. Na zdklad¢ téchto

vyjmenovanych faktorti mohou nastat tii situace. [3] [6] [16]
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5.1.8.1 Jedinec nebyl infikovan

Do organismu se dostalo velmi malé mnozstvi mykobakterii a jejich virulence byla
nizka, kontakt s infikovanym byl jednorazovy nebo imunitni stav jedince se dokézal ubranit

pronikajicim bakteriim. Nedoslo tedy k nakaze a tuberkulinovy test je negativni. [3] [6] [16]

5.1.8.2 Asymptomaticka infekce

Mykobakterie pronikly do organismu a usidlily se v bunikach, ale organismus zdravého
jedince dokazal celit vzniku nemoci. Je to dano rovnovdhou mezi makroorganismem jedince
a mikroorganismem. Nebezpeci této situace tkvi v latentnosti pfenaSece infekce. Tuberkulinovy

test by byl pozitivni. [3] [6] [16]

5.1.8.3 Manifestni TBC

Infikovany jedinec byl naptf. v opakovaném styku s nemocnym clovékem s vysoce
virulentnimi mykobakteriemi, m¢l snizenou odolnost imunitniho systému kvali jinym
zavaznym infekcim (napf. cernému kasli nebo spalni¢kdm) nebo pii dlouhodobém uzivéani
kortikoidd, cytostatik ¢i jinych imunosupresiv. Podle klinickych projevii se manifestni TBC

dale d¢€li na primarni a postprimarni. [3] [6] [16]

5.1.8.3.1 Primarni TBC

Primérni TBC se vyznacuje vznikem primarniho komplexu, ktery je tvofen zanétlivym
loZziskem a postihuje predevSim regiondlni uzliny. To vede ke vzniku peribronchialni
a perivaskularni lymfangoitidy (zanét lymfatickych cév) a specifické lymfadenitidy (zanét
lymfatickych uzlin). Tato zanétliva loziska odpovidaji mistu proniknuti infekéniho agens
do organismu. LoZiska se casem opouzdfi a kalcifikuji. Bakterie zde fadu let mohou perzistovat
anemoc muze mit latentni priibéh, ale pozdéji muze kdykoli vypuknout tzv. endogenni

reaktivacni infekce. Bakteridlni komplex je lokalizovana hlavné v plicich. [3] [6] [7] [16]

5.1.8.3.2 Postprimarni TBC

Postprimarni infekce se objevuje u osob, které jiz v minulosti prodélaly primarni TBC.

Dochazi k rozsiteni bakterii hematogenni a lymfatickou cestou do dalSich mist v téle, pfedevSim
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aspiracnich metastaz do dychacich cest, coz vede k vykasSlavani sputa. Dale se §iii do laryngu,
stiev, urogenitalniho ustroji, kloubt, kosti, do centralni nervové soustavy atd. [4]

TBC v pokrocilém stadiu mize mit mnoho klinickych projevii. Mezi nejcastéjSimi
objektivnimi projevy jsou kaSel, dusnost, hemoptyza (vykaslavani krve), zvysend teplota,
hubnuti, inava, poceni, bolesti na prsou a podle specifické formy TBC a lokalizace postizené¢ho

organu se mohou objevit dalsi klinické piiznaky. [3] [6] [7] [16]

5.1.9 Zakladni vySetiovaci diagnostika TBC

Diagnostika TBC je pomérné sloZzitd a komplexni. Sklada se z n€kolika krokti a postupt,
které se vzajemné dopliuji. Pii stanoveni diagnézy se l1ékafi opiraji kromé klinického obrazu
o tato tfi zakladni kritéria: epidemiologickou souvislost, pozitivni tuberkulinovou reakci
a rentgenovy snimek plic. Dal§im diilezitym a rozhodujicim pilifem stanoveni etiologie je pfimy
1 nepfimy laboratorni bakteriologicky prikaz z biologického materialu. [6] [7] [16]

Pii vySetfovani epidemiologické souvislosti se lékafi zabyvaji tim, kde pacient
v minulosti pobyval nebo se v sou¢asnosti zrovna nachazi, s jakymi kontakty je Casto ve styku
a jaké jsou jeho hygienické navyky a zivotni uroven. Zdrojem ndkazy byvaji ¢astéji muzi nez
Zeny, proto je vice pacientl trpicich TBC muzského pohlavi. [6] [7] [16]

Diagnostika tuberkulinovym testem spociva v lokalnimu podani tuberkulinu. Existuji
dva zptisoby provedeni tuberkulinové zkousky: perkutanni (prichodem pies svrchni ¢ast ktize)
mastovou reakci podle Monrada nebo intrakutanni (nitrokozni) tuberkulinova zkouska podle
Mantouxe. [6] [16]

Mast'ova reakce dle Monrada se jiZz v poslednich letech nepouziva, jelikoZ se mast jiz
v CR nevyrabi. Zhruba pied tiiceti lety se jesté pouzivala u novorozenci k ovéfeni vzniku
postvakcinacni alergie po kalmetizaci. [16]

Zkouska dle Mantouxe byla roku 1958 prohlaSend jako nejlepsi zplisob aplikace
tuberkulinu. Komeréné dostupnd latka tuberkulin se injikuje do levého predlokti
na vydezinfikovanou a odmasténou kizi specidlnimi jehlami a injekénimi stfikackami, které
jsou na jedno pouziti. Dezinfekéni prostiedek musi byt nebarevny, doporucuje se lihobenzin.
Pokud byla aplikace provedena spravné, v misté vpichu vznikne hrbolek. Reakce se odecita
a hodnoti po 2 az 3 dnech. U pacientl leZicich na lizkovém oddéleni se doporucuje odecitat
5 dni po sobg, tj. kazdych 24 az 120 hodin. Diivodem téchto odecitajicich intervall je vyrazng;si
pozorovani patrnosti dynamiky rozvoje tuberkulinové reakce, ptipadné rychlost jejiho ustupu.

Pokud je infiltrdt men$i nez 5 mm, zavér po hodnoceni testu je negativni. Naopak vznik
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infiltratu vétSiho nez 15 mm se hodnoti jako postinfek¢ni reakce. V piipadé velikosti infiltratu
pohybujici se mezi 6 az 10 mm se hodnoti jako postvakcinacni reakce. U malych déti je
hodnoceni odli§né a parametry infiltratu jsou mensi. [2] [16]

Existuji 1 kontraindikace tuberkulinové zkousky. Tento test se nesmi provadét u osob,
ktefi jsou ve stejné dobé lécené kortikoidy nebo jsou ozafovany pii radioterapii, u osob
s koznimi onemocnénimi se zjevnymi klinickymi pfiznaky (napi. ekzém, pyodermie, urtika),
u osob s akutnimi onemocnénimi s vysokymi horeckami a u osob, u kterych se projevily tézké
alergické reakce. [6] [16]

Tietim zakladnim kritériem ke stanoveni diagnézy je radiologické vySetfeni plic
prostfednictvim zobrazovacich technik. K prikazu plicni formy TBC je také potfeba zhotovit
hloubkové snimky plic (tomogramy) minimaln¢ ve dvou vrstvach kvuli néalezu zvétSeni

hilovych uzlin. [6] [7] [16]

5.1.10 Laboratorni a bakteriologicky prukaz TBC

Bakteriologicky laboratorni prikaz z patologického materidlu je rozhodujicim
vySetfenim pro urCeni a potvrzeni pficiny, resp. pivodce onemocnéni. U déti je pfimy
sputum. K pritkazu mykobakterii se vyuZivaji pfimé a neptimé metody. Do pfimych metod patii
mikroskopie, kultivace kmene na vajecné pudé a aktudln€ jsou v mykobakterialni laboratorni
diagnostice uplatiiovany 1 molekularné genetické metody. Mezi nepiimé metody se fadi pokus
na zvifatech a imunologické testy (Quantiferonovy test a detekce specifickych protilatek).
Pokud je prikaz Uspé$ny, provadi se nasledné druhové identifikace a vySetfeni citlivosti
bakteridlniho kmene na obvykla antibiotika/antituberkulotika. Velmi dulezité je spravné

provedeni odbéru vzorku k vySetteni. [16] [17] [18]

5.1.10.1 Odbér materialu a transport vzorku do laboratore

Zakladnim a nejcastgji vySetfovanym materidlem je sputum, eventudlné tekutina
ziskana bronchoalveolarni lavazi. VySetieni se provadi i pfi podezieni na extrapulmonarni
(mimoplicni) pfipady TBC. Samotny odbér se provadi do sterilnich Sirokych plastovych
nadobek s Cervenym vickem, tzv. ,,sputovek™. Je velmi diilezité provést odbér sputa kvalitné,
jelikoz u pacientt, ktefi Spatn€ vykaslavaji, je zachytnost mykobakterii ze sputa nizsi. V téchto

piipadech je vySetfeni doplnéno imunologickymi nebo molekuldrné-biologickymi metodami.
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Sputum se ma vykaslavat z dolnich cest dychacich a nesmi byt smichdno s velkym mnozstvim
slin ani nosnim vyméskem. Objem sputa by mél byt alespon 2 az S ml. [16] [17]

Dalsim vysetfovanym materidlem k prikazu mykobakterii je mo¢, a to ptedevsim pokud
pacient trpi urogenitdlni formou TBC. VysSetfeni moce mize byt dopliujicim vySetienim
pii podezieni na mimoplicni formu TBC. Z moce je ale zachytnost mykobakterii kvantitativné
niz$i. MocC se odebira v rannich hodinach ze stfedniho proudu o objemu 50 az 100 ml
do sterilnich zkumavek a v dalSich dnech musi byt mo¢ nejméné jesté odebrana a vySetfena
dvakrat. [16] [17]

Dalsimi doplnujicimi vySetfovanymi materidly jsou napt. pleuralni, peritonedlni,
perikardiélni vypotky, likvor, sekret z abscest nebo pistéli, laryngeélni vytéry, zalude¢ni lavaze,
trachealni a bronchidlni vyplachy, menstruacni krev, punktét z dfen€ nebo sleziny, stolice nebo
biopticky a sekéni material. Tyto vzorky se vySetiuji opét pfi podezieni na mimoplicni formu
TBC nebo pii hematogenni formé TBC. Obecné se k témto dopliyjicim vySetfovanym
materidlim zafazuje automaticky i1 vySetieni ze sputa, nebot’ miize byt zachytnost mykobakterii
z téchto jinych materiald mensi. [16] [17]

K provedeni imunologickych testi se odebird krev do specialnich zkumavek
bez protisrazlivého Cinidla. Krev bude tedy v nativni podobé. [17]

VSechny odebrané vzorky musi byt okamzité¢ po odbéru piepraveny do laboratoie
ke zpracovani jesté v den odbéru. Vzorky nesmi byt vystavény pfimému slune¢nimu zareni
a svétlu, jelikoz tyto svételné vlivy mohou bakterie zni€it a tim znehodnotit spolehlivost

vySetieni. [17]

5.1.10.2 Pi¥imy mikroskopicky prikaz

Mikroskopicky prikaz je zékladni vySetfovaci metodou a provadi se z ptimého natéru
infekéniho materialu, pfedevsim ze sputa. VySetieni se opira o charakteristické morfologické
vlastnosti bakterie a jeji tink¢éni schopnosti (schopnost pfijimat barvu). Malé mnozstvi materialu
se klickou natfe na podlozni sklicko, neché se uschnout, zafixuje se nad kahanem nebo pomoci
methanolu a nasledné¢ se obarvi podle Ziehl-Neelsena horkym karbolfuchsinem, odbarvi
kyselinou, a nakonec se kontrastné¢ methylenovou modii nebo malachitovou zeleni dobarvi
ostatni nespecifické struktury. Ve svételném mikroskopu jsou mykobakterie cervené
na zeleném pozadi. VySetieni se provadi pod imerznim objektivem na 100 zornych poli. [6]
[12]

Natér 1ze také obarvit specidlnim fluorescencnim barvivem (auraminem) za tepla,

23



odbarvi se nasledné¢ kyselym alkoholem a v poslednim kroku se dobarvi fuchsinem. Natér se
pozoruje fluorescenénim mikroskopem s UV lampou, ktera vyvola sekundarni fluoreskujici
viditelné zatreni. Zde staci mensi zvétSeni (160 az 400x) a provadi se na 25 az 50 zornych poli.
[6][12]

Vyhodou piimé mikroskopie je jeji rychlost a specifita. Jiz do hodiny lze zjistit
piedbézny orientacni vysledek. Naopak nevyhodou této metody je jeji nizka citlivost, jelikoz
k ziskani pozitivniho nalezu je potieba, aby v 1 ml vzorku bylo alespoii 10° mikrobt. Nalez

z mikroskopie se hodnoti kvantitativné (Tabulka 1). [6] [12] [16] [17]

Tabulka 1 Kvantitativni hodnoceni mikroskopického nalezu

- 1-9 ty€inek v natéru

+ 10-20
++ 21-100 (tj. 1-10 v kazdém zorném poli)
+++ vice nez 100 (tj. vice nez 10 v kazdém poli)

Negativni ndlez vSak nevylucuje TBC a mikroskopie musi byt doplnéna jesté kultivacni

metodou. [17]

5.1.10.3 Kultivaéni prikaz

Kultiva¢ni prikaz zvySuje citlivost vysetfeni az na dvojnasobek v porovnani s piimou
mikroskopii mykobakterii. K usp&$né kultivaci je potfeba minimalni koncentrace bacilti 102
v 1 ml. Vysoké vytéZnost této metody je ale v praxi omezena negativnimi vlivy, jako je napf.
zpuisob transportu vzorku, kvalitou kultiva¢ni pudy, a pfedev§im spravnymi postupy slouzici
k dekontaminaci pivodni pfirozené mikrofléory v odebraném materidlu. Pfi Spatném
laboratornim postupu a vlivem jmenovanych neptiznivych faktort dochézi az k 90% ztraté
zivotaschopnosti mikrobt z vySetfovaného vzorku. Pii dekontaminaci privodni mikrobni flory
se nejcastéji pouzivd samotny 4% roztok hydroxidu sodného nebo jeho niZ§i koncentrace
v kombinaci s jinymi detergenty. Nasleduje dalsi krok, ktery vede k centrifugaci, a vznikly
sediment se ockuje bakteriologickou kli¢kou na ptudy. Ke kultivaci M. tuberculosis se pouziva
nejcastéji pevnd Lowenstein-Jensenova pluda. Pida obsahuje vajeCnou emulzi v roztoku
biogennich soli s glycerolem koagulovanou pii 85 °C. Dale se ke kultivaci pouziva Sulova
tekutd pomnozovaci ptda, ktera kromé biogennich soli obsahuje navic kaseinovy hydrolyzat

a hovézi sérum, které slouzi jako zdroj dusiku. [4] [13]
24



Vyhodou pevné pudy je jeji lepsi budouci zisk cCisté kolonie, ktera se da nésledné
pieockovat, a naopak nevyhodou je niz§i kvantita narostlych kolonii. Vyhodou tekuté
pomnozovaci pudy je jeji vyssi vytéznost bakterii, ale nevyhodou je mensi Cistota samotné
cilové bakterialni kultury. Obecné nevyhodou kultivace na obou pidach je délka jejich kultivace
a inkubace, jelikoz mykobakterie rostou velmi pomalu. Pidy se inkubuji v termostatu pii 37 °C,
nejlépe v atmosféfe s piimési 5 % oxidu uhli¢itého. Vysledky se piedbézné odecitaji
az za 3 tydny a po 6 tydnech se vysledek mize uzavtit. Negativni pady bez narostlych kolonii
se nechavaji jesté dalsi 3 tydny v tzv. prodlouzené kultivaci. Mykobakteriadlni kmeny, které jsou
jiz mikroskopem viditelné z Cerstvé odebraného materialu, narostou uz po 3 tydnech. Kmeny,
které se oznacuji jako dysgonické (napt. M. bovis nebo jiné kmeny rezistentni
na antituberkulotika), nebo kmeny ziskané z malého inokula, rostou pomaleji nebo dokonce
ztraci schopnost se mnozit. Nékteré mykobakterie vyzaduji jiné podminky k rdstu. Napf.
M. marinum, které nezpiisobuje TBC, ale u ¢lovéka miize vyvolat vazné kozni onemocnéni,
vyzaduje niz$i teplotni optimum. M. paratuberculosis, které zplisobuje paratuberkulozu,
potiebuje k riistu pritomnost rastovych faktora (mykobaktin nebo extrakty z mykobakteridlnich
kultur) nebo netuberkuldzni M. haemophilicum pottebuje hemin, resp. pfimo lidskou krev. [6]
[16]

Pii odecitani se narostlé mykobakteridlni kultury hodnoti makroskopicky

a kvantitativn¢. Stupenl pozitivity se urcuje poctem narostlych kolonii (Tabulka 2).

Tabulka 2 Kvantitativni hodnoceni narostlych kolonii na pevné pude

- 1-9 kolonii
+ 10-19 kolonii
++ 20-99 kolonii
+++ vice nez 100 kolonii

Aby byla tekuté ptida vyhodnocena jako negativni, musi byt bez zdkalu. Hodnoti se déle
1 vzhled a velikost kolonie, jeji pigmentace, které jsou duleZitou diferencialni vlastnosti
jednotlivych typti mykobakterii. [6] [16]

Laboratorni diagnostiku lze provadét také pomoci automatizovanych systémi, které
jsou zaloZené na principu detekce oxidu uhlicitého, ktery produkuji bakterie. Lze 1 detekovat

pritomnost narostlych kultur podle mnozstvi spotfebovaného kysliku. [12]
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5.1.10.4 Biologicky prikaz pokusem na zvireti

Tato metoda je ze vSech pfedchozich vyjmenovanych metod nejcitlivejsi, avSak
na morceti, ale metoda se jiz bézn¢€ v rutinni praxi neprovadi. Prikaz M. bovis a M. avium nebo
dalsich atypickych mykobakterii 1ze provést i na kralicich, mySich nebo u slepic. Metoda se
praktikuje, pokud mély vySetiované materialy nizkou kvantitu mykobakterii nebo u materiald,
které byly ziskany jednorazové a velmi obtiznym zptsobem. Dal$i nevyhodou je fakt, ze n¢které
kmeny mykobakterii se snizenou virulenci nemuseji vibec vyvolat TBC a jsou pro rtizné
jednotlivé druhy zvitat nepatogenni. [6] [16]

Pfi pokusu na morceti stac¢i k prukazu bakterii minimalni inokulum (10 mikrobii)
a za priznivych podminek miZze i jeden bacil vyvolat TBC. Pfi mimotadnych situacich se
vyuzivaji kiecci, opice nebo jind zvifata. Piitomnost bakterii v injikovaném zvifeti vede
do 3 az 4 tydni ke zméné tuberkulinové reakce z negativni na pozitivni. Na kiizi se mize
objevit inokulacni vied a regiondlni uzliny se zacnou postupné zvétSovat. Pokud morce
nezahyne do 8 tydnt, diethyletherem se usmrti a pitvou se hodnoti nalez v uzlinach, v jatrech,
ve slezing a plicich. [6] [16]

Pro zajimavost, k prikazu lepry se vzicné pouzivd malého inokula odebraného
patologického materidlu do mysSich tlapek, protoze M. leprae se jesté nikomu zatim nepodatilo

vykultivovat. [6] [16]

5.1.10.5 Prukaz pomoci molekuliarné genetickych metod

Metody jsou vyuZivany pro jejich rychlost, jelikoz vyrazné zkracuji dobu identifikace
mykobakterii. Spolehlivé vysledky lze ziskat jiz za 24 az 48 hodin. Metoda je zaloZena
na principu hybridizace oligonukleotidové sekvence sondy s cilovou vySetfovanou sekvenci
denaturované¢ DNA nebo RNA mikroba. Tato metoda neni k prikkazu ale vzdy dostatecné
citliva, pfedevSim u paucibacilarnich materiald, tj. pokud obsahuji malé mnozstvi bakterii, jez
jsou pii diagnostice Spatné¢ identifikovatelné. Vhodnym feSenim je nahrazeni hybridizacnich
sond kvantitativni metodou real-time PCR (rt-PCR), pfi které¢ se velké (1400 bp) cilové
sekvence kodujicich vysoce konzervovanych genii pro specifické Ag nebo opakujici se
insertivni sekvence amplifikuji. [6] [12]

Odbérovy material je shodny jako u materiali uréené k mikroskopii a kultivaci. Vzorek

ale nesmi byt ve zkumavkach za pfitomnosti heparinu, ktery se chova jako inhibitor. Test je
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velmi citlivy a spolehlivy. Citlivost rt-PCR metody ptevysuje citlivost pfimé mikroskopie
1 kultivaéni pritkaz mykobakterii. Nedochazi ke zkiizené reakci s jinymi druhy mykobakterii
ani s jinymi mikroby. [17]

Pokud je vysledek pozitivni, je i pfesto potieba pockat na dalsi opakovany vysledek,
aby se spolehlivé vyloucila laboratorni kontaminace. Pfi pozitivnim nalezu v mikroskopu
s kombinaci pozitivity rt-PCR testu je vysokd az absolutni spolehlivost prikazu infekce
zpusobené M. tuberculosis. Negativni vysledek u rt-PCR s pozitivnim nélezem v mikroskopu
znamena kolonizaci nebo infekci jinym druhem mykobakterii. Opakovanéd samotna pozitivita
rt-PCR  testu s negativnim kultivaénim prikazem spolehlivé znamena piitomnost
M. tuberculosis. Pti interpretaci a odecitani vysledku je dulezité si dat pozor u pacientt, kteti
jiz v minulosti prod¢lali TBC a byli pieléceni, jelikoz neni zndmo, za jak dlouho je DNA

mrtvych mykobakterii jesté zachytitelna, muize se tak totiz jednat o faleSnou pozitivitu. [17]

5.1.10.6 Prikaz na zakladé humoralni a bunééné imunitni odpovédi organismu

TBC lze prokazat prostfednictvim rizné reakce bunééné imunitni odpovédi. Tato
in vitro metoda je zaloZena na detekci odezvach T-lymfocytli (CD4+ a CD8+) stimulovanych
specifickymi Ag. T-lymfocyty po stimulaci produkuji interferon gamma, ktery se detekuje
spektrofotometricky pomoci enzymové imunochemickych metod. Tato metoda je zndma
pod nazvem Quantiferonovy test. Krev se nabird do tfi specialnich zkumavek oznacené jako
QuantiFERON®-TB Gold in tube, s tim, Ze kazd4 zkumavka m4 jinou barvu vicka. Jedna se
o trojkombinaci vicek Cervené, Sedé a fialové barvy. Kazda zkumavka obsahuje jiné Ag, které
specificky stimuluji ur¢ité T-lymfocyty. [17] [19] [20]

Druhy priikaz je zaloZeny na humoralni imunitni odpovédi, kdy se analyzuji kvalitativné
1 kvantitativné vzniklé protilatky proti specifickym Ag mykobakterii. NejCastéji se vySetiuji
imunoglobuliny IgG, IgM a ziidka IgA. VySetieni se provadi ze srazlivé krve a lze ji provést
z krve, kterd byla odebrana do zkumavek urc¢end pro Quantiferonovy test. [17]

U aktivniho pribeéhu TBC dochézi ke zvySené stimulaci imunitni odpovédi alespon
zjedné téchto reakci (aktivace T-lymfocytl nebo vznik protilatek). U hospitalizovanych
pacientl leZicich na jednotce intenzivni péce 1ze u Quantiferonového test ocekavat falesné
negativni vysledek. Diivodem je, Ze tito pacienti maji slabou bunéénou odpovéd’, tudiz maji
snizenou imunitni reakci 1 po antigenni stimulaci. Doporucuje se proto pti podezieni na aktivni
formu TBC provést oba testy. I pokud vysledky obou testli budou pozitivni, je vZzdy potieba
nalez potvrdit konfirma¢nimi testy, kam spada pifima mikroskopie a kultivace mykobakterii.
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[17] [19] [20]

5.1.10.7 Dodatkové pomocné vySetirovaci metody

Existuji dalsi dopliujici vySetteni, kterd slouzi k upiesnéni diagnézy a k ovéteni
nejednoznacného nalezu, k ziskani vzorka k laboratornimu vysetfeni nebo ke zjisténi riaznych
nezddoucich nasledki zptisobenych TBC. Patii sem napt. bronchoskopické vysetfeni, hrudni
punkce, funkéni vysetieni plic nebo histologické vySetteni. [11] [16]

Do pomocnych laboratornich vySetfeni fadime sedimentaci erytrocytl, rutinni
a zédkladni biochemické vySetieni krve (mineraly, cholesterol, bilirubin, jaterni testy, kreatinin,
proteiny akutni faze atd.), krevni obraz a semikvantitativni vySetfeni moc¢e pomoci mocovych
prouzkti (pH, pfitomnost leukocytli a krve atd.). U nekomplikované primarni TBC jsou
vysledky ve fyziologickém rozmezi. U akutni komplikované formy TBC (tuberkuldzni
meningitida nebo pleuritida) je zvySena sedimentace erytrocytl, leukocytdza s posunem doleva
a zvysena hladina proteint akutni faze a imunoglobulind. Tato vySetfeni nejsou rozhodujicimi
k diagnostice TBC, avSak diky nimi Ize 1épe sledovat jeji pribeh a monitorovat vedlejsi ucinky

pii terapii 1éCivy. [11] [16]

5.1.10.8 Typizace jednotlivych druhi

Dftive se identifikovaly jednotlivé druhy mykobakterii pokusem na zvitatech in vivo
metodou, jelikoz kazdy druh je pro kazdé zvife jinak patogenni. Napt. M. tuberculosis je
patogenni pro morce, M. bovis pro morce 1 kralika a M. avium pro slepici. N&které kmeny
mykobakterii, které jsou rezistentni na izoniazid (INH), maji snizenou virulenci, takze byvaji
pro testovana zvifata nepatogenni nebo malo patogenni. To je 1 jednim z diivodd, pro¢ se
od experimentu na zvifatech opustilo a nahradilo se v soucasnosti laboratornimi metodami
in vitro. Ty jsou zalozené na prikazu druhové odliSnosti, které jsou dané fenotypickymi
charakteristickymi rstovymi znaky, tj. makroskopickou a mikroskopickou morfologii a také
riznou rychlosti ristu jednotlivych mykobakterii. Napt. v mikroskopickém natéru
M. tuberculosis tvoti provazce aroste na pud¢ s pifidavkem hydrazidu kyseliny thiofen-2-
karboxylové (TCH). M. bovis tvoii provazce, ale neroste v ptitomnosti TCH. M. avium roste
pii 25 °C 145 °C. M. kansasii je fotochromogenni (vlivem svétla tvofi barvu) a roste pii1 25 °C
145 °C. Obecné plati, ze nepatogenni mykobakterie rostou rychleji (2 az 7 dni) nez ty patogenni

(3 az 9 tydnit), kam spadaji tuberkulozni zéstupci M. tuberculosis, M. bovis, M. kansasii
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a M. avium. [6] [16]

Dale se provadi zkousky zaloZené na biochemickych principech. Nej¢astéji vyuzivanym
a zékladnim testem je niacinovy test, tj. schopnost mykobakterie produkovat niacin. Produkce
je vzdy pozitivni u M. tuberculosis a negativni pro M. bovis, M. avium a dalsi atypické druhy
mykobakterii. Déle to jsou nitratové (schopnost redukce dusi¢nanového aniontu), katalazové
(bakterie ma enzym peroxidazu, ktera rozlozi ptidany peroxid vodiku na kyslik a vodu,
vysledkem je tvorba bublinek) a peroxiddzové testy (po rozlozeni peroxidu vodiku vznikajici
kyslik oxiduje p-fenylendiamin za vzniku purpurového indofenolu). [21]

Identifikace jednotlivého druhu mykobakterie 1ze zjistit také prostfednictvim DNA nebo
RNA genetickych sond, které jsou zaloZené na principu analyzy polymorfismu restrik¢nich
fragmentl. Tyto oligonukleotidové sondy, které jsou komeréné vyrabény pro M. tuberculosis,
M. avium a M. kansasii, hybridizuji s druhové specifickymi cilovymi sekvencemi. Princip
metody je zaloZeny na tom, ze dochazi nejprve k rozlozeni genomového DNA bakterie urcitymi
restrikénimi enzymy, ndsledné se jednotlivé frakce v gelu elektroforeticky rozseparuji a po
rozdéleni se jednotlivé ¢asti Southern blotem pfenesou na blotovaci membranu. Specifickymi
sondami se nakonec prokazuji poCty kopii a lokalizuji se polohy urcité repetitivni inzertni
sekvence (IS). Nejcastéji jde o ¢ast IS 6110, ktera byla poprvé nalezend u M. tuberculosis a je
dlouha 1358 bp. Tyto screeningové metody spolehlive odlisi izolaty M. tuberculosis od jinych
klinicky vyznamnych i1 nepatogennich kment. [6] [16] [22] [23]

5.1.10.9 VySetieni citlivosti na antituberkulotika

Do skupiny antituberkulotik 1. fady patii celkem pét 1€¢iv, a to INH (Obrazek 1), RMP
(Obrazek 2), pyrazinamid (PZA) (Obrazek 3), streptomycin (STM) (Obrazek 4) a ethambutol
(EMB) (Obrazek 5). [6]

Do druhé linie antituberkulotik se fadi napf. kanamycin, ciprofloxacin plus dalsi
fluorochinolony a thioamidy (ethionamid, prothionamid). [6] [7]

Schopnost rastu kmenl M. tuberculosis, které nebyly dosud vystavené piisobeni
antituberkulotik, budou pfi jejich minimalnich inhibi¢nich koncentracich potlaena a zastavena.
Tyto kmeny se nazyvaji jako divoké kmeny a jsou povazovany za citlivé na antituberkulotika
(Tabulka 3). Nékteré kmeny, které rostou i za pfitomnosti vySSich koncentracich konkrétniho
antituberkulotika, se povazuji za rezistentni. Rezistence se d€li na primarni a sekundarni.
Primérni rezistence je u pacienta, ktery se jest€¢ nikdy pfedtim nelécil antituberkulotiky.
Primarni rezistenci lze také definovat jako intrinsic (vnitini) a vysvétluje napf. rezistenci

29



mykobakterii k nechrdnénym penicilinim v dasledku rozsahlé¢ produkce betalaktamaz. [24]
Sekundarni neboli ziskana rezistence je u pacientli, ktefi se v minulosti jiz 1éc¢ili
antituberkulotiky a doslo u nich ke ztraté citlivosti na jedno ¢i vice 1é¢iv. Rezistenci vysvétluje

mutacné selekéni teorie. [6] [7] [12] [16]

Tabulka 3 Kriticka koncentrace esencidlnich antituberkulotik

Lécivo Kritickd koncentrace [mg/1]
INH 0,20
RPM 5,00
PZA 400,00
ST™M 5,00
EMB 2,00

Jednou z moznosti k uréeni citlivosti je vyuzivani tzv. propor¢nich testl. Postup
proporcniho testu je takovy, Ze se dany bakteridlni kmen inokuluje ve dvou fedénich (nejcastéji
v 107 a 10”) na kontrolni ptidé a na ptidach, které obsahuji antituberkulotika v kritickych
koncentracich (breakpointech). Po 3 uplynulych tydnech inkubace v termostatu se vypocita
procento rezistentnich kmenti. Pokud bude stupen laboratorni rezistence na dané 1é¢ivo vysoky,
je tfeba ho nahradit jinym. Zajimavym faktem je, Ze rezistence laboratorni, kterd se tyka
zejména netuberkul6znich mykobakterii, se nemusi vzdy shodovat s rezistenci klinickou. To
znamena, Ze 1 kdyZ jsou mykobakterie in vitro citlivé na ur¢itou kombinaci 1é¢iv, v praxi in vivo
ale nemoc nemusi po podani testovaného 1é¢iva ustupovat a pretrvava. Plati i opacna situace,

kdy navzdory zji§téné in vitro rezistenci je lé¢ivo in vivo U¢inné. [6] [7] [12] [16]

Obrazek 1 izoniazid
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Obrazek 2 rifampicin
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Obrazek 3 pyrazinamid

Obrazek 4 streptomycin

s

OH
Obrdazek 5 ethambutol

5.1.11 Terapie TBC

Lécba TBC je velmi naro¢na a jedna se o dlouhodobou zalezitost. Zakladnim pilifem
1é¢by je podavani antimikrobidlnich chemoterapeutik, které je doplnéné dalsi, komplementarni
terapii k zachovani kvality Zivota. Dal§imi cili jsou zdbrana znovuvzplanuti nemoci, nakaZeni
dalSich jedincli, vzniku lékové rezistence na antituberkulotika a prevence vzniku pozdnich
nezadoucich disledkil. U mimoplicnich forem jsou navic €astéji provadéné chirurgické zakroky
a u stavll s prokdzanym imunodeficitem musi byt k antimikrobni terapii pfipojena navic
1 imunomodulaéni 1é¢ba, napt. podani kortikoidii. Zakladni fada antituberkulotik zahrnuje INH,
RPM, PZA, EMB a STM. Pti 1écbé TBC je nutné vzdy kombinovat vice 1é€iv najednou kvuli
zvySeni ucinnosti a zabranéni moznosti vzniku rezistenci. Druhou, alternativni fadu
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antituberkulotik pfedstavuji aminoglykosidovd (amikacin, kanamycin), fluorochinolonova
(ciprofloxacin, ofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin) a polypetidova (kapreomycin)
antibiotika. Do druhé linie dale spadd ethionamid (ETH) a prothionamid, kyselina 4-
aminosalicylovd, cykloserin, chranéné betalaktamy ¢i betalaktamy stabilni vic¢i hydroldzam
(typicky imipenem u MDR/XDR-TB), klofazimin, klarithromycin nebo linezolid. [6] [7] [12]
[25]

Soucasna strategie terapie je zalozend na dvou lééebnych rezimech skladajicich se
z inicialni a pokracovaci faze. Inicidln¢ faze probihd v podobé hospitalizace v nemocnici
na plicnim oddé¢leni a trvd minimaln¢ dva mésice. Podava se kombinace ¢tyt antituberkulotik
(dfive se podavala pétikombinace 1é¢iv), kdy cilem je rychla debacilizace. Ctyfkombinace se
sklada z INH, RPM, PZA a EMB. Dalsi pokracovaci faze probiha ambulantné a trva zhruba
Ctyfi mésice. V této fazi se podava dvojkombinace antituberkulotik (dfive to byla
trojkombinace) skladajici se z INH a RPM. Pfi podavani 1é€iv musi byt vzdy pfitomny lékar
nebo zdravotni sestra. Celkova délka 1écby miiZze trvat v rozmezi od 6 mésici (u plné citlivé
infekce) az 2 let. U nékterych pacientt, kteti napt. trpi MDR-TB, miize byt 1écba az dozivotni.
[6] [7][12] [25]

5.1.12 Zakladni rada pouzivanych antituberkulotik
5.1.12.1 Izoniazid (INH)

Je to hydrazid kyseliny isonikotinové (Obrazek 1) a je nejic¢inngj$im 1ékem ze zakladni
fady antituberkulotik. Jedna se o pomérné¢ malou hydrofilni molekulu, kterd ma strukturalni
podobnost s nikotinamidem, znamym téZ jako vitamin Bj;. Existuje vinjekéni formé, ale
v tabletové 1ékové formé pro peroralni podani je preferovanéjsi. Doporuc¢enou davkou je 5 az
10 mg na 1 kg hmotnosti nemocného. UZivd se jednou denné rédno na lacno. Plsobi
na proliferujici intracelularni 1 extracelularni mykobakterie. Specificky mechanismus
baktericidniho Uc¢inku INH jakoZzto proléciva spo€iva v jeho aktivaci unikdtnim
mykobakteridlnim enzymem katalazou-peroxidazou (u M. tuberculosis oznacovéana jako KatQG),
kterd nasledné INH zméni na isonikotinacylovy radikal. Ten se spoji s NADH a vysledkem je
vznik isonikotinoyl-NADH komplexu (Schéma 1). [26] Tento komplex se vdze na enzym enoyl-
ACP-reduktazu a inhibuje tak jeji aktivitu. U M. tuberculosis se tento enzym specificky
oznacuje jako InhA, je dilezity k findlnimu kroku pfi syntéze mykolovych kyselin. Timto

mechanismem zabrani tvorbé bunécéné stény, ktera dodava bakterii odolnost a schopnost
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piezivat v organismu. InhA je soucasti systému nazyvaného fatty acid synthase I (FAS II),
ktery se nenachazi u lidi. [27]

Pokud se neprokaze u nemocného rezistence nebo nesnasenlivost INH, nesmi pfi terapii
TBC v zadné 1ékové kombinaci antituberkulotik chybét. Nejcastéjsim vedlejSim ucinkem
pii uzivani INH je periferni neuropatie, ktera se projevuje mravencenim koncetin a svalovou
slabosti. Tomu lze preventivné zabranit tak, Ze se podava pacientovi navic vitamin Be. INH
zpusobuje totiz zvysené vyluovani pyridoxinu, jelikoz reaguje s aktivni formou vitaminu B,
coz je pyridoxal, resp. jeho fosfat, za vzniku Schiffovy baze, resp. hydrazidu-hydrazonu
(Schéma 2). Tento vznikly konjugat je hydrofilni a vylucuje se moci z téla ven. [28] DalSimi
nezadoucimi ucinky jsou bolesti hlavy, nespavost, horecka, kozni vyrazky, jaterni poruchy
nebo zvraceni. Obecné se u vSech 1€¢iv uvadi, ze se zvySovanim davky a délkou uzivani se

prohlubuji nezadouci uc¢inky. [7] [16] [29]
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Schéma 1 Vznik isonikotinoyl-NADH komplexu
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Schéma 2 Reakce pyridoxalu s INH za vzniku hydrazidu-hydrazonu

5.1.12.2 Rifampicin (RPM)

Patii mezi komplexni semisynteticka (polosyntetickd) antibiotika (Obrazek 2), jelikoz
je odvozen od derivatu rifamycinu B, ktery je produkovan grampozitivni bakterii Streptomyces
mediterranei. Kromé 1é€by TBC, ve které hraje vyznamnou roli, se uplatiuje pii 1é€bé dalSich
onemocnéni, kterd jsou zplisobena grampozitivnimi 1 gramnegativnimi koky, nékterymi
stfevnimi bakteriemi, atypickymi mykobakteriemi nebo chlamydiemi. Zkousi se jeho nepiima

imunosupresivni u¢innost pii 1écbe leukémie a jinych chorob. [30]
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Jedna se o derivat s vysokou molekulovou hmotnosti a vylucuje se pievazné jatry, tudiz
je farmakokineticky vhodny klécbé zanétu ZluCovych cest, avSak spektrem
a farmakodynamikou je podstatné mén¢ vhodny. Doporucena davka je 8 az 12 mg na 1 kg
hmotnosti pacienta a tableta se uzivd rano jednu hodinu pted jidlem, jelikoz soucasna
pritomnost potravy blokuje jeho vstfebavani. RPM pitisobi stejné jako INH na intracelularni
1 extracelularni mykobakterie baktericidnim zptsobem, ale musi se podéavat spolecn¢ s dalSimi
antituberkulotiky. RPM ma klicovy ucinek ina formy, které se pravé aktivné nedéli.
Mechanismus uc¢inku spociva v jeho schopnosti se pevné vazat na DNA-dependentni RNA
polymerazu, ¢imz u bakterii zabrani moznosti transkripce. [7] [16] [29]

Pfi uzivani RPM mohou nastat nezadouci G¢inky v podobé& hepatotoxicity, poruchy
krvetvorby, nevolnosti nebo dochazi k neSkodnému zabarveni moci, sputa, slz a stolice

do oranzové a razové barvy. [7] [16] [29]

5.1.12.3 Pyrazinamid (PZA)

PZA (Obrazek 3) je slou¢enina strukturalné podobné nikotinamidu. Uginkuje vyhradné
vici M. tuberculosis, M. bovis je priméarn€ (pfirozené) rezistentni. V neutralnim pH je neaktivni,
ale v kyselém prostiedi o pH 5,0 plsobi siln¢ baktericidné vi¢i mykobakteriim usidlenym
v makrofazich. Davkuje se 20 az 30 mg na 1 kg hmotnosti a uziva se jednou denn¢ peroralné
rano na la¢no. Cetnymi nezadouci uéinky jsou jaterni a renalni poruchy, bolesti kloubt nebo

zvySeni acidity Zaludku. [7] [16] [29]

5.1.12.4 Streptomycin (STM)

Patfi mezi aminoglykosidova antibiotika (Obrazek 4) a jako streptomycin sulfat existuje
v krystalické podob€. Komeréné je dodavan ve sterilnich lahvi¢kach v podobé kapalné
substance po 1 g. STM piisobi na extraceluldrné uloZzené mykobakterie, protoZe neni schopny
se dostat pres cytoplazmatickou membranu bunky. Pouziva se hlavné pii 1€¢bé opakovanych
onemocnéni TBC, specificky u nékterych mimoplicnich forem TBC nebo pti MDR-TB. V CR
se pouziva zfidka, protoZe neni u nas aktudlné registrovan. Aplikuje se jednou denné
intramuskularné v davce 15 az 20 mg na 1 kg hmotnosti pacienta. VedlejSimi ucinky jsou bolest
v miste vpichu a neurotoxické postizeni VIII. hlavového nervu (nervus vestibulocochlearis). [7]

[16] [29]
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5.1.12.5 Ethambutol (EMB)

EMB (Obrazek 5) je synteticky hydrofilni derivat odvozeny od ethylendiaminu
s dobrym antimykobakteridlnim uc¢inkem vi¢i riznym druhim mykobakteriim. Mechanismus
ucinku je vysvétlovan tak, ze dokaze inhibovat mykobakteridlni enzym arabinosyl transferazu,
¢imz blokuje syntézu arabinogalaktanu, ktery je nutny k syntéze bunécné syntézy. [31] Denni
doporucena ddvka EMB je 25 mg na 1 kg hmotnosti a nesmi se podavat détem mladsim 13 let.
Ve srovnani s jinymi antituberkulotiky ma EMB nejméné vedlejSich ucinkl. NejcastéjSim
nezadoucim ucinkem je postizeni o¢niho nervu, proto se doporucuje pfi jeho uziva pravidelné

kontrolovat visus. [7] [16] [29]

5.1.13 Problematika rezistence

Lécba TBC je naro¢na, avsak v dnesni dobé jsou kvalitné propracované 1é¢ebné postupy
a rezimy, které vedou k Usp&$nému vyléceni nemocného. Problém nastava, pokud nejsou
spravné¢ dodrzovany, tim vznikd riziko pomnozeni mutantnich kmend mykobakterii
rezistentnich na antituberkulotika. Tento stav se oznacuje jako ziskana (sekundarni) rezistence
a divodl vedoucich k jejimu vyvoji je celd fada. Hlavnim diivodem vzniku je tzv. ,,man-made”
pficina. Ta je zplisobend neracionalnim podavanim lé€iv, napf. pacient je lé€eny pouze jednim
antituberkulotikem (monoterapie), nizkd davka léciva, nedodrzovani intervali davkovani,
vynechavani, nizkéa kontrola zdravotniky nebo kvili pfed¢asnému ukonceni 1é€ebného rezimu.
Dalsimi pfi¢inami jsou genetické mutace mykobakterii, migrace obyvatel z rizikovych zemi
nebo selekce mutantnich rezistentnich kment. Prvni ptipady rezistence byly popsany jiZ roku
1943, kdy byl ve stejném roce objeven STM. Od jeho objeveni se okamzité zacal s nadSenim
pouzivat, ale po par mésicich se zjistilo, ze si M. tuberculosis vytvotilo rezistenci. [6] [32]

Pokud je kmen M. tuberculosis rezistentni pouze na jedno antituberkulotikum prvni
fady, jedna se o monorezistenci. Polyrezistence nastadvd, kdyz je rezistentni na dva a vice
antituberkulotik prvni fady, vyjma INH a RPM. Mize nastat situace, kdy M. tuberculosis je
soucasné¢ rezistentni na dveé nejucinnéj$i molekuly, INH i RPM, popf. na dalsi antituberkulotika,
a tento jev se oznacuje MDR-TB. Prvni vyskyt MDR-TB byl zaznamenan roku 1970. V roce
2006 vznikl dalsi termin, a to extenzivné rezistentni TBC (XDR-TB), kdy maji pacienti
diagnostikovanou MDR-TB, a navic jsou rezistentni vici chinolonim a vic¢i jednomu
z injekénich 1€€iv 2. linie (konkrétné jde o amikacin, kanamycin nebo kapreomycin). XDR-TB

je lécitelna, byt s obtizemi. K 1é¢beé Ize aplikovat thioamidy (Obrazek 6), kyselinu 4-
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aminosalicylovou (Obrazek 7), aminoglykosidy, cykloserin (Obrazek 8), imipenem (Obrazek 9)
a hlavn€ nova antituberkulotika delamanid (Obrazek 10) a bedachilin (Obrazek 11). Bohuzel
lé¢iva delamanid a bedachilin jsou extrémné drahd, tudiz v klinické praxi nepatii mezi bézna
1é¢iva. [7] XDR-TB je u pacientii s HIV pozitivitou vysoce smrtelnd. Podle informacnich zdrojii
z Jihoafrické republiky je median pieziti HIV pozitivnich pacient bez 1é¢by pouhych 16 dni.
K priikazu rezistenci se vyuzivaji laboratorni vysetieni citlivosti na konkrétni antituberkulotika.

[32] [33] [34] [35]
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Obrazek 11 bedachilin

Ve vice nez 45 zemich byla zaznamenana MDR-TB a vétSina z nich byly staty byvalého
Sovétského svazu, staty ze stfedni Asie a Afriky. V CR se situace ohledné MDR-TB
dlouhodobé neméni a fadi se mezi staty s piiznivou epidemiologickou situaci. V CR z celkového
poc¢tu nemocnych na TBC tvoti 2 % lidi s MDR-TB nélezem a jedna se zhruba o 20 ptipada
za rok. V této 2% skuping jsou az dvé tietiny zastoupeny cizinci z vySe uvedenych statl. [32]
[33]1135]

Mechanismus vzniku rezistence se zaklada napt. na schopnosti bakterie modifikovat
cilovd mista, zménit farmakokinetiku, rychle se pomnozovat nebo metabolizovat 1éCiva.
Ptikladem je schopnost rezistentniho kmene M. tuberculosis metabolizovat INH, kdy acetylaci
prostiednictvim enzymu N-acetyltransferazy (NAT) dokaZe 1é¢ivo deaktivovat, nebo mutace
enzymu KatG, ktery je dilezitym krokem k aktivaci INH jakozto proléciva. [26] [32] [33] [35]

Tento alarmujici fakt vedl k jeste¢ vétSimu darazu na strategii terapie TBC.
Pfed nasazenim antibiotické 1é€by je vzdy potifeba provést kontrolni testy citlivosti

na planovana uzivana antituberkulotika. [32]

5.2 Vyzkum novych potencialnich antimikrobialnich slouéenin

Védecké skupiny po celém svété se snazi stale studovat a vyvijet nové potencialni
antimikrobialni slouc¢eniny. Hlavnimi cili a zdméry, kromé ptipravy a testovani zcela novych
molekul, je chemickd modifikace jiz klinicky aplikovanych antituberkulotik, a to pfedevS§im
INH, RPM, PZA, EMB, thioamidd, nitro slouc¢enin (napt. delamanid) a skupiny chinolont.
Vyzkum se déle zaméfuje na studium sloucenin extrahovanych z rostlin a jejich analog. Nové
strategie také spocivaji v podavani kombinaci 1é¢iv, které by zkratily dobu terapie a zamezily
vzniku rezistence. DalSi strategii je optimalizace vyuziti znamych molekul. [26] [33] [36]

Byly piipravené¢ a stale se objevuji nové tzv. boostery (posilovace) a inhibitory

represoru EthR pro antituberkuldzni 1é€ivo ETH z druhé linie. Bylo totiZ prokazano, ze rizné
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malé molekuly zvySuji aktivitu 1é¢iva ETH tim, Ze inhibuji mykobakterialni transkripéni
represor EthR in vivo 1 ex vivo. ETH, stejné jako INH, je prolécivo, které potiebuje byt
aktivovano mykobakteridlnim enzymem. U ETH je potieba flavin-dependentniho
monooxygenazového enzym EthA, jehoz exprese je fizena transkripénim represorem EthR,
ktery je zodpovédny za aktivaci ETH. Pravé malé molekuly ligandu (rtizné derivaty amida,
sulfonamidd, mocoviny a karbamatil) jsou schopné vazat se na DNA, tudiz rusi i transkripcni
represorovou funkci EthR a tim zvySuji aktivitu ETH. Podavani inhibitord EthR s posilovaci
ucinku ETH je perspektivni terapeutickou strategii k 1¢cbé TBC. Mezi nejucinnéjsi posilovace
patii BDM43266. [37] [38]

V ramci vyzkumu novych molekul s antimikrobidlni aktivitou je snaha vyvijet
slouceniny s co nejmensi molekulovou strukturou kvuli zvyseni efektivity vstfebatelnosti.
Aktudlnim trendem je hledani a zkoumani novych mykobakteridlnich cili na molekularni
urovni k jejich mozné inhibici nebo deaktivaci, a to predevS§im enzymu. Nejcastéj$imi cilovymi
enzymy jsou ty, které mykobakterie potfebuji nutné k preziti a mnoZeni. To jsou predevSim
enzymy ucastnici se syntézy RNA a DNA, ochranné lipidové bunécné stény nebo enzymy
klicové v intermediarnim metabolismu. Jinym z moznych pfistupti je naptiklad ptiprava
slouCenin, kter¢é by dokéazaly inhibovat enzym NAT, ktery poméha mykobakteriim
metabolizovat INH. Existuji dal$i alternativni imunoterapeutické moznosti 1éCby, pii kterych se
nevyuzivaji antituberkulotika, a to napf. terapie prostfednictvim aktivace cytokinového
systému. Také se pracuje na vyvoji novych I€kovych forem jiz aplikovanych antituberkulotik
s vyhodnéj$im uvoliiovanim ucinné latky. [26] [33] [36]

Dalsi védecké skupiny se zamétuji na témata ohledné zpiisobu vakcinace a ptipravy
novych ockovacich latek proti TBC. Nékteré skupiny zkoumaji a planuji inovace jiz klinicky
vyuzivané BCG vakciny. Napf. z experimentll na makacich rhesus se zjistilo, Ze vakcinace
injekénim podanim intravendéznim zplsobem je ucinnéjsi neZ injekéni podani do dermalni
tkan¢. Vysvétleni spociva ve faktu, Ze BCG vakcina pfi intravendéznim podéani putuje masivné
do plic a tam organismus zac¢ne produkovat velké mnoZstvi T-lymfocytl, které hraji hlavni roli
v imutni reakci proti mykobakteriim. [39] Jind védecka skupina pfipravila Zivou oslabenou
vakcinu M. tuberculosis (MTVAC), ktera je prvnim a zatim jedinym vhodnym kandidatem
k vakcinaci. MTVAC vakcina by méla plnit Gc¢el prevence pied TBC u novorozenct,
adolescent a dalSich rizikovych skupin dospélé populace, a nahradit tak soucasnou BCG

vakcinu. [40]
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5.2.1 Triklosan jako potencialni inhibitor enzymu InhA

I ptes to, ze 1é¢ivo INH je nejucinnéjsi preparat z prvni fady antituberkulotik, jeho
limitem je fakt, Ze k aktivaci je zapotiebi enzymu KatG. Mutaci KatG dochazi k nedostatecné
preméné INH na aktivni formu a bakterie se tak stava rezistentni; tato mutace je nejcastéjsi
pricinou rezistence na INH. Je tedy potfeba vyvinout 1éCiva, kterd by dokazala ptfimo inhibovat
enzym InhA bez nutnosti piedchozich aktiva¢nich kroka. Tyto tzv. pfimé inhibitory zacaly byt
systematicky zkoumany. Vyznamnym pifinosem v oblasti vyvoje novych antituberkulotik se stal
triklosan, jeho derivaty a analoga. Experimentaln¢ bylo ovéteno, Ze tato mala polychlorovana
molekula (Obrazek 12) nepottebuje zadnou bioaktivaci, tudiz dokaze pfimo ovlivnit funkci
enzymu InhA, a to i v piipad¢ rezistence na INH. [41]

Triklosan, pod dal$im trividlnim ndzvem znamy také jako irgasan, jehoz systematicky
nazev je 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenol, se pouziva jiz dlouha 1éta jako silné lipofilni
neionogenni antibakteridlni a antifungalni cinidlo. Jako pfisada je soucasti dezinfek¢nich
prostfedkti, zubnich past, mydel, Ustnich vod, deodoranti, Samponli a dalSich ptipravka
pro osobni hygienu a vyrobkil vyuzivanych bézn¢ v domécnosti. V ptipravcich k osobni péci je
jeho povolena koncentrace mezi 0,1 az 0,3 %. Ve vysokych koncentracich je schopny narusovat
strukturu a funkci bunééné stény patogent vcetné bilkovin a lipidi, které jsou soucdsti
membrany, a pii nizkych koncentracich inhibuje InhA a RNA syntdzu. Bezpecnost triklosanu
byla zpochybnéna zjisténim, ze pokud se triklosan dlouhodobé dostava do lidského organismu,
muze se v téle kumulovat a pfispét tak ke vzniku rezistence bakterii nebo muze vyvolat
zktizenou rezistenci vuc¢i ostatnim antimikrobidlnim 1éCiviim. Tyto testy byly provadeéné
in vitro, tudiz neni Uplné¢ dokazané, Ze by takové vlastnosti vykazoval i v klinickych in vivo
podminkach. Nekteré védecké publikace se shoduji na tom, Ze triklosan mliZe naruSovat
endokrinni systém jako hormondlni disruptor, ani toto vSak nebylo s definitivni platnosti
potvrzeno. Na druhou stranu odborna literatura a studie uvadi, Ze neni akutné toxicky,
karcinogenni ani mutagenni. [41] [42]

Byla ptipravena fada rtiznych derivatl odvozenych od triklosanu a stale se piipravuji
dalsi slouceniny, které by vykazovaly inhibi¢ni aktivitu vi¢i InhA. Napt. védecka skupina
Sullivana s vyuzitim strukturniho designu 1é¢iv vyvinula fadu alkyldifenylether (Obrazek 13),
které vykazovaly silnou inhibi¢ni aktivitu vii¢i InhA in vitro, a zdroven dokazaly zabranit rstu
1 rezistentnich kment M. tuberculosis. Ptedpokladali, Ze objemné&jsi substituenty na kruhu A
mohou vést k dalSim interakcim mezi inhibitorem, substratem a cilovou molekulou. Tato

hypotéza byla potvrzena experimentem prostfednictvim superpozici struktur InhA komplexu

39



s triklosanem a S-(2-hexadecenoyl)-N-acetylcysteaminem. Z experimentl se také zjistilo, ze
hodnota ICso (inhibi¢ni koncentrace, kterd snizuje aktivitu enzymu na 50 %) pro triklosan vici
InhA byla 1 uM. Po odstranéni dvou atomt chloru z kruhu B a nahrazeni jednoho chloru
v kruhu A (oznaceny jako des-chlortriklosan) za ethylovy zbytek vedlo ke dvojnadsobnému
zvyseni hodnoty ICso ve srovnani s ptivodni hodnotou triklosanu, z ¢ehoZ vyplyva, Ze substituce
chlorem hraje vyznamnou roli pfi inhibici InhA. Dal$im zajimavym poznatkem bylo, ze je-li
alkylovy substituent R v meta-poloze na kruhu A dlouhy od dvou az do osmi atomti uhlikového
fetézce, doslo k poklesu ICso pro InhA od 2 uM do 5 nM. NejiacinngjSim difenyletherem v této
studii byly slouceniny 2-fenoxy-5-hexylfenol a 2-fenoxy-5-oktylfenol (Obrazek 14). [41] [43]

Ende a spol. [44] konstatovali, Ze i pies slibné in vitro aktivity maji 5-alkyl slouc¢eniny
nizkou rozpustnost, coz zpusobuje jejich omezenou ucCinnost in vivo. Na zékladé
vypozorovaného vztahu mezi lipofilitou aucinnosti in vivo byla ptipravend dalsi fada
polarnéjsich inhibitorti InhA, ktera byla odvozena ze struktury difenyletheru. Kruh B byl
nahrazen isosterickymi dusikatymi heterocykly, které zpiisobily malou sterickou poruchu.
Druhd tada novych polarnéjSich sloucenin na aromatickém kruhu B obsahuji nitro,
karbamoylovou, amino nebo piperazinylovou funkéni skupinu v ortho-, para- nebo meta-
poloze. Zjistilo se, Ze ptitomnost objemného substituentu na kruhu B nebo jeho nahrazeni
aromatickymi  dusikatymi heterocykly obecné vedou ke sniZzeni inhibice InhA
1 antimykobakteridlni aktivity. AvSak zavedeni amino nebo nitro skupiny v ortho- a para-
pozicich vedlo ke srovnatelnému U€inku jako u 2-fenoxy-5-hexylfenolu. Nejucinnéjsi

Freundlich a kol. [45] hodnotili fadu monochlortriklosanovych derivati (Obrazek 16)
modifikovanych na pozici 5 na kruhu A. Predpokladali, Ze substituent na poloze 5 na kruhu A
(R") vyé¢niva do hydrofobni kavity enzymu InhA. Obecné plati, Ze derivaty triklosanu
s hydrofobnimi substituenty, tj. alkyly, fenylalkyly, pyridylmethyly a cykloalkylmethyly byly
ucinnéj$i nez nekteré hydrofilni skupiny (karboxyl, amid, 2H-tetrazol-5-yl). Je dilezité
poznamenat, Ze inhibi¢ni u¢innost téchto derivatli ma tendenci se zvySovat s prodluzujici se
délkou fetézce, coz naznacuje, Ze delsi alkylové fetézce jsou schopné vytvaret rozsahlejsi
hydrofobni interakce. Naopak se zjistilo, Ze slouceniny s rozvétvenym fetézcem se stejnym
poctem uhlikl jako u linearnich substituentli vykazovaly horsi inhibi¢ni aktivitu. Divodem je
pravdépodobné sterickd interakce s enzymem. Triklosanové derivaty z této studie se stejnou
délkou alkylu vykazovaly lepsi in vitro inhibi¢ni aktivitu v porovnani s jeho des-chlorovanymi
protéjsky publikovanymi Sullivanem. Toto zjisténi potvrzuje fakt, Ze dva atomy chloru na kruhu

B piispivaji k vazbé inhibitoru na enzym InhA. AvSak ze studie vztahi mezi strukturou
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a aktivitou, kterou provedla skupina Sivaramana a kol., se zjistilo, Ze dva atomy chloru na kruhu
B nejsou pro InhA aktivitu zcela nutné. Pfitom je ale zaroven podminkou, aby kruh B byl
zachovén kviili lepsi vazbé molekuly na enzym. Pokud jde o zbytek R? na kruhu B, zkusili
Freundlich a kol. atom chloru nahradit za nitrilovou funkéni skupinu (Obrazek 16).
Ze zmétenych hodnot ICso se zjistilo, Ze se inhibicni aktivita zhorSila, tudiz se opé€t potvrdilo,
ze atom chloru pfispiva k lepSim inhibi¢nim hodnotam. [41] [43] [45] [46]

Védecka skupina Freundlich et al. [47] se déale zabyvali pfipravou a studiem derivatt
diarylmocoviny (Obrazek 17), kde byla hydroxylova funk¢ni skupina na aromatickém kruhu A
molekuly triklosanu nahrazena aminem (Obrazek 18). Krystalografickd analyza odhalila, ze
prostfednictvim fenolické casti molekuly triklosan interaguje s InhA, coz vede k inhibici.
Snazili se tedy molekulu optimalizovat a modifikovat tak, aby si nové pfipravena analoga
zachovala schopnost tvofit vodikové mustky, a to pravé ndhradou OH skupiny za amin. Jejich
vyzkum vSak byl orientovan na jiny patogen, nez je M. tuberculosis. Enzym ACP se totiz
nachdzi i v patogennich prvocich patticich do rodu Plasmodium, ktefi zpisobuji rozsifenou
nemoc zvanou malarie. Testovani pfipravenych mocovin tak bylo provadéno na plasmodiich.
Konkrétnimi zkoumanymi zastupci byli Plasmodium falciparum, které je patogenni
pro cloveéka, a Plasmodium berghei, které je mySim patogenem. DiarylmocCoviny na bazi
»amino-triklosanu” vykazovaly slibnou in vitro inhibi¢ni aktivitu vici ACP enzymu
P. falciparum a in vivo aktivitu v mySim modelu infekce P. berghei. Planuji se dalsi kroky
vedouci k lepSimu prozkoumani vztahu mezi témito diarylmocCovinovymi derivaty triklosanu
a jejich strukturou. V planu je dale podrobna biologicka studie ke stanoveni molekuldrnich cilt
téchto slibnych sloucenin. [47] Ackoli byla tato prace publikovana v roce 2013, navazujici

vyzkum nebyl dosud zvetfejnén.

OH Cl
Cl Cl

Obrazek 12 triklosan

SRo

Obrazek 13 difenyletherova struktura zakladniho modelu
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OH
0
\© R = hexyl, oktyl
R

Obrazek 14 obecna struktura nejucinnejsich 5-alkyl-2-fenoxyfenolii

OH

O\
R R = 4-pyridyl, 2-aminofenyl

Obrazek 15 obecna struktura derivati 5-hexyl-2-fenoxyfenoli s aminovymi funkcemi

OH Cl
R R?

Obrazek 16 obecna struktura monochlor-triklosanovych derivatii

0]

N)]\NH Cl
Jenel
R Cl

Obrazek 17 obecny vzorec diarylmocovin odvozenych od ,,amino-triklosanu *

NH, Cl
cl cl

Obrazek 18 analog triklosanu s aminovou skupinou nahrazujici hydroxylovou skupinu (,, amino-triklosan ‘)

Ar<

5.3 Alzheimerova choroba a cholinergni teorie

Lidé trpici Alzheimerovou nemoci maji zvySenou mozkovou aktivitu enzymi
acetylcholinesterdzy (AChE) a butyrylcholinesterdzy (BuChE). Tyto enzymy jsou zodpovédné
za hydrolytickou reakci vyznamného neurotransmiteru v centralni i periferni ¢asti nervové

soustavy — acetylcholinu (Schéma 3). ZvySena aktivita AChE a BuChE vede, zjednodusen¢
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feceno, ke vzniku kognitivni dysfunkce, ktera zptisobuje poruchu soustfedénosti, porozuméni
feCi 1 textu, chovani, rychlosti a paméti; tento syndrom se souhrnné oznacuje jako demence.
Alzheimerovu nemoc jako jeji nej¢astéjsi pficinu nelze zcela vylécit, avSak jednim z feSeni ke
zpomaleni progrese nemoci je podani léCiv, které inhibuji aktivitu téchto hydrolytickych
enzymu. Inhibitory cholinesteraz zpomaluji rozklad synaptického acetylcholinu a zvySuji tak
hladinu acetylcholinu v mozku, ¢imz pomahaji ke zlepSeni cholinergniho pfenosu v synapsich
u pacientl trpici Alzheimerovou chorobou nebo jinymi typy demenci. Mezi nejcastéji uzivana
1é¢iva v praxi patii donepezil (Obrazek 19) a galantamin (Obrazek 20), které inhibuji selektivné
pouze AChE. Dale je to dualistické karbamatové 1éCivo rivastigmin (Obrazek 21), které dokéaze
inhibovat jak AChE, tak i BuChE. [48] [49] [50] Dualistické 1écivo je 1é€ivo, které¢ dokdze sviyj
farmakologicky ucinek zprostiedkovat dvéma odliSnymi mechanismy pisobeni. [51]
@)
)J\o/\/'lji +H0 AR CH5COO" + Ho/\/'L<

Schéma 3 Degradace acetylcholinu prostrednictvim AChE

/ﬁ’y@@

Obrazek 19 donepezil

Obrazek 21 rivastigmin
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5.3.1 Derivaty fenolll a mocovin jako potencialni inhibitory cholinesteraz

Védeckd skupina prof. VinSové na Katedfe organické a bioorganické chemie
Farmaceutické fakulty UK v minulosti provedla fadu experimentt, ze kterych se zjistilo, Ze
slouc¢eniny na bazi salicylanilidovych (thio)karbamatii (Obrazek 22) vykazovaly in vitro dualni
biologickou aktivitu — byly u¢inné antimikrobidlné, ale také inhibovaly jak AChE, tak BuChE.
Nasyntetizovali fadu sloucenin obsahujici jako substituent fenolické skupiny karbamatovou,
thiokarbamatovou, thiofosfatovou (Obrazek 23) a fosfatovou (Obrazek 23) funkéni skupinu.
Nekteré pripravené slouceniny vykazovaly dokonce lepsi (pro AChE) nebo srovnatelny
(BuChE) inhibi¢ni U¢inek v porovnani se standardy, a to s rivastigminem (Obrazek 21)
a galantaminem (Obrazek 20). Molekularni docking ukdazal, ze karbamatové slouceniny,
zejména slouceniny s N-fenylem (Obrazek 22) mohou fungovat jako nekovalentni inhibitory
s mnoha interakcemi na perifernim aniontovém misté enzymtt AChE a BuChE. Divodem této
dvoji aktivity je pfitomnost salicylanilidové Ccasti, kterd primarné dodava sloucenindm
antimikrobidlni vlastnosti, a pfitomnost (thio)fostatové a (thio)karbamatového fragmentu, ktery
inhibuje cholinesterazy. [52] [53] [54]

Arylmocoviny vykazujici in vitro inhibicni aktivitu vic¢i cholinesterazam pfipravila
vyzkumna skupina Kurta a spol. Vytvofili dvé fady slouc¢enin. Prvni fada zahrnovala 38 hybrida
benzofuranylthiazolovych arylmocovin (Obrazek 24) a druhou fadu predstavovalo celkem 42
kumarylthiazolovych derivati obsahujici mocovinovou nebo thiomocovinovou skupinu
(Obrazek 25). VSechny ptipravené derivaty z obou fad vykazovaly dudlni inhibi¢ni aktivitu viici
AChE i1 BuChE a vysledné hodnoty se porovnavaly se standardy (takrin, kvercetin, galantamin,
donepezil a rivastigmin). Derivaty mély navic antioxida¢ni vlastnosti. Tento vyzkum se opiral
z ptechozich zjiSténi, Ze inhibibovat AChE lze prostfednictvim benzofuranové, amidove,
imidové, mocovinove, karbamatové nebo sulfonamidové skupiny. Zajimavym poznatkem bylo
napf., Zze inhibitory AChE na bazi amid nebo imida funguji jako donory vodikovych vazeb;
tyto skupiny interaguji s katalytickou triddou Ser203-Glu334-His447 aktivniho mista enzymu.
Tyto vodikové vazby byly také popsany u molekul, které maji jako spacery mocovinu,
sulfonamid nebo karbamat. Né&kolik studii odhalilo, ze tricyklické a heterocyklické kruhy (napf-.
chinolizidinyl, takrin nebo derivaty kumarinu) vykazovaly silné n-m patrové interakce. [55] [56]
Vysledky ukézaly, Ze z benzofuranylthiazolovych derivati vykazovala nejlepSi inhibi¢ni
aktivitu  vii€ci  AChE  1-[4-(5-brombenzofuran-2-yl)thiazol-2-yl]-3-(2-fluorfenyl)moc€ovina
s ICs0 3,38 uM a nejlepsi inhibici BuChE vykazovala 1-(4-jodfenyl)-3-[4-(5-nitrobenzofuran-
2-ylthiazol-2-ylmocovina s hodnotou ICso 2,03 puM. Z druhé tady kumarylthiazoli
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vykazovala nejlep$i inhibi¢ni ucinek vici AChE 1-[4-(8-methoxy-2-0x0-2H-chromen-3-
ylthiazol-2-yl]-3-(4-chlorfenyl)thiomocovina s ICsp 4,58 uM a nejlepsi inhibici BuChE méla
1-(4-fluorfenyl)-3-[4-(6-nitro-2-ox0-2 H-chromen-3-yl)thiazol-2-ylJmocovina (ICso =
4,93 uM). [57] [58]

0 R®
R! N/©/ X=0,8
H R'=H,Cl
0
AR

R2=H, F, Cl, Br, CF3
XN R3 R* = CHj CgHs

R4

Obrazek 22 obecny vzorec salicylanilidovych (thio)karbamatii

o “
T N
RS _ H

(0]
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P
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) x=o,s

Obrazek 23 obecny vzorec salicylanilidovych diethyl-(thio)fosfatii
H H
0] N N N 1=
§|/ \“/ R2 R" =H, Br, NO,
] / N\_s O R2=H, F, Cl, Br, I, CHs, OCHs, NO,

R
Obrazek 24 obecny vzorec benzofuranylthiazolovych hybridii

O 0]

N R'=H, Br, NO,
\ S\ N;—oNH R?=H, F, Cl, Br, I, CH3, OCH5, NO,
R
X

Obrazek 25 obecné vzorce kumarylthiazolovych derivatii obsahujicich (thio)mocovinovou skupinu
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Na zakladé téchto poznatkli jsme nechali nasSe pfipravené ,,amino-triklosanové”
derivaty otestovat i na inhibi¢ni schopnost viici AChE a BuChE. Zde je ptfehled obecnych
vzorcl ,,amino-triklosanovych® derivatli s amidovou skupinou (Obrazek 26), s mocovinovou

(Obrazek 27) a s karbamatovou skupinou (Obrazek 28).

0]
R)J\NH Cl
jog
Cl Cl

Obrdazek 26 obecny vzorec derivati amino-triklosanu s amidovou skupinou
Obrazek 27 obecny vzorec derivatii ,,amino-triklosanu s mocovinovou skupinou

Obrazek 28 obecny vzorec derivatii ,,amino-triklosanu* s karbamdtovou skupinou

5.3.1.1 Dalsi priklady dualistické aktivity

Soucasnou schopnost antimikrobni a inhibi¢ni aktivity vic¢i cholinesterazam jinych
strukturnich typil sloucenin studovaly 1 dalsi védecké skupiny. Napt. Bharkavi a kol. pfipravili
nové dihydro-2'H-spiro[inden-2,1'-pyrrolo[3,4-c]pyrrolJtetraony stereoselektivni syntézou
in situ v mikrovinném reaktoru. VSechny pfipravené slouceniny vykazovaly inhibi¢ni aktivitu
vici AChE a antimikrobidlni aktivitu vi¢i M. tuberculosis. Konkrétné 5'-(4-chlorfenyl)-2'-

methyl-2',3',3a',6a'-tetrahydro-4'H-spiro[inden-2,1'-pyrrolo[3,4-c]pyrrol]-1,3,4',6(5" H)-tetraon
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(Obrazek 30, R = Cl) vykazoval ze vSech testovanych derivati nejlepsi antimykobakterialni
aktivitu (ICso = 1,30 uM), coz je ve srovnani se standardy cykloserinem (ICso 12,47 uM) 10x
a pyrimethaminem (ICso 37,35 uM) 29x aktivnéjsi. Tento 4-chlorfenylovy derivat vykazoval
vuci M. tuberculosis MIC 25 uM. VSechny pfipravené derivaty vykazovaly inhibicni interakci
vici AChE a vysledné hodnoty se porovnavaly s lé¢ivem donepezilem. Nejlepsi aktivitu vaci
AChE vykazovala sloucenina 5'-(4-methoxyfenyl)-2'-methyl-2',3',3a’',6a'-tetrahydro-4'H-
spiro[inden-2,1'-pyrrolo[3,4-c]pyrrol]-1,3,4',6(5"H)-tetraon (Obrazek 29, R = OCHz3)
s hodnotou ICsp 0,78 uM. [59]

Jovanovi¢ a spol. hodnotili schopnost inhibi¢ni aktivity vic¢i obéma cholinesterazam
a antimikrobidlni vlastnosti latek extrahovanych z rostliny Seseli rigidum. Hlavni slozkou
extraktd ziskanych z riznych ¢asti rostlin (z kofenu, kvétu, listu a plodu) byly éterické oleje.
AZ 99,9 % vSech ziskanych slozek bylo jednotlivé identifikovano prostfednictvim plynové
chromatografie spojenou s hmotnostni spektrometrii s trojitym kvadrupdlem vybavenym
vzorkovadem a extraktorem typu headspace. Testovanymi bakteriemi byly Escherichia coli,
Pseudomonoas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus a houby Candida albicans
a Aspergillus niger. Rozsah minimdlni inhibi¢ni koncentrace testovanych extrakti proti
bakteriim a houbam byl v rozmezi 10-1500 pM a mikrobicidni koncentrace ¢inily 20-3000 uM.
V interakci s cholinesterdzami se vSechny oleje chovaly jako inhibitory. Konkrétnimi ptiklady
slozek éterickych oleji byly napf. kyselina skoficova, angelicin, psoralen, bergapten, oroselol,

agasyllin atd. Ziskané extrakty vykazovaly navic 1 antioxida¢ni schopnosti. [60]

Obrazek 29 obecny vzorec tetraonii
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Chemikalie a technicka zarizeni

Pti syntézach byly pouzity komeréné dostupné chemikdlie a rozpoustédla od firem
Penta Chemicals (Praha, Ceskd republika), Sigma-Aldrich/Merck (Darmstadt, Némecko),
VWR/Avantor (Stiibrna Skalice, Ceska republika) a Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika),
které byly dale pouzity bez dalsiho ¢isténi. Vyjimkou byl hexan, ktery byl precistén destilaci.

Pribéh vsech reakci byl pravidelné sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie
(TLC). Jako stacionarni faze byly pouzity desticky s 0,2 mm vrstvou silikagelu 60 F254 (Merck,
Darmstadt, Némecko). Jako mobilni faze byla pouzivana soustava DCM (dichlormethan):hexan
v poméru 1:1 a 3:1 (V/V), detekce byla provadéna UV lampou (A. Kriiss Optronic, Hamburk,
Némecko) pii vinovych délkach 254 a 366 nm.

Teploty tani byly stanoveny v oteviené kapilate v pfistroji Melting Point machine B-
540 (Biichi, Flawil, Svycarsko) a nejsou korigovany.

Infracervend spektra byla zméfena technikou ATR (attenuated total reflectance)
spektrofotometrem Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
v rozmezi 650-4000 cm™'. Méfeni probihala na Katedie organické a bioorganické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (pani Iva Vencovska).

NMR (nukledrni magneticka rezonance) spektra byla zméfena na Katedfe organické
a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradei Krélové
pod vedenim doc. PharmDr. Jittho KuneSe, CSc. Mé&feni probihala pii laboratorni teploté
na piistrojich Varian VNMR S500 (500 MHz pro 'H a 126 MHz pro '*C; Varian Comp., Palo
Alto, USA) a INM-ECZ 600R (600 MHz pro 'H a 150 MHz pro *C; JEOL, Tokio, Japonsko).
Jako rozpoustédlo byl pouzit deuterovany dimethylsulfoxid (DMSO-ds) nebo chloroform
(CDCl3). Hodnoty chemického posunu 6 (v ppm) v protonovych spektrech jsou vztazeny
k tetramethylsilanu jakozto wvnitfnimu standardu, uhlikové posuny byly stanoveny podle
centralni linie signalu rozpoustédla (u DMSO-ds pti 6 = 39,5 ppm, u CDCIlz 77,0 ppm).
Interak¢ni 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 pftistroji Vario MICRO Cube Element Analyzer (Elementar
Analysensysteme, Hanau, Némecko) na Katedie farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.
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Cistota pfipravenych slou¢enin byla ovéfena pomoci TLC, NMR spektroskopie, teploty
tani a elementarni analyzy. VSechny hodnoty logP, tj. hodnoty logaritmu rozdélovaciho
koeficientu oktan-1-ol/voda, byly vypocteny v programu SwissADME. Jde o zprimérované

hodnoty péti riiznych piistupt k vypoctu logP.

49



6.2 Priprava prekurzoru ,,amino-triklosanu*

Nas planovany prekurzor k ptipravé byl inspirovan c¢lankem vytvofeny védeckou
skupinou Freundlicha z roku 2013 [47], a to konkrétné¢ prekurzorova sloucenina ,,amino-

triklosan”, ktera se dalSimi reak¢nimi kroky modifikovala.

6.2.1 Syntéza etheru nukleofilni substituci

Slouzi k ptipravé symetrickych i nesymetrickych ethert. Jedna se o nukleofilni
substituci halogenderivatu fenolatem. [61] Aromaticky halogenderivat je k této reakci aktivovan
pfitomnosti nitro skupiny v ortho-poloze vu¢i atomu chloru, ktery je b&hem reakce
substituovan. [62]

Prostfednictvim této nukleofilni substituce jsme pfipravili 2,4-dichlor-1-(4-chlor-2-

nitrofenoxy)benzen jako prekurzor k dal§i modifikaci.

6.2.1.1 Metoda A

Reak¢ni schéma:

NO, NO, Cl
i Cl HO@\ KOH/100 °C i 0. i
+ —_—
H,O

Pracovni postup [63]:

Do 500 ml banky bylo pfiddno 200 ml destilované vody. Nésledné bylo ptidano 8150,0 mg
(0,05 mol) 2,4-dichlorfenolu a 9800,0 mg (0,05 mol) 1,4-dichlor-2-nitrobenzenu. Nakonec bylo
pfidano 5000,0 mg (0,084 mol) KOH. Reak¢ni smés se ponechala za stadlého michani zahtivat
za teploty varu rozpoustédla (100 °C) pod zpétnym chladi¢em. Po 5 h byl zpétny chladi¢
odebran a voda ve smési se nechala vyvatit. Pomoci TLC se zjistilo, Ze nedoslo ale k zadné

reakci.
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6.2.1.2 Metoda B

Reak¢ni schéma:

NO,
cl HO KOH/100 °C o
+ 4’
[ j DMSO/H,0
cl Cl Cl 2 cl cl

Pracovni postup [47]:

V 500 ml baiice bylo rozpusténo 8150,0 mg (0,05 mol) 2,4-dichlorfenolu a 9800,0 mg
(0,05 mol) 1,4-dichlor-2-nitrobenzenu v DMSO. Reakéni smés se nechala zahiivat ve vodni
lazni na 100 °C pod zpétnym chladicem. Po rozpusténi obou ptidanych sloucenin byl ptidan
roztok KOH (5000,0 mg KOH v 15 ml vody). Po 4 h zahtivani bylo provedeno TLC, nedoslo

vSak opét k zadné reakei.

6.2.1.3 Metoda C

Reak¢ni schéma:

NO, NO, Cl
ci HO KOH/110 °C o}
+ —_—
[ j H,O
Cl Cl cr 2 Cl Cl

Pracovni postup [64]:

Do 500 ml banky bylo pfidano 1018,0 mg (0,0065 mol) 2,4-dichlorfenolu a ponechalo se
roztavit pti 110 °C. Po roztaveni 2,4-dichlorfenolu bylo pfidano 350,0 mg (0,0065 mol) KOH
a nechalo se roztavit dohromady s 2,4-dichlorfenolem. Teplota byla neustdle monitorovana,
aby nepfesahla 110 °C. Po roztaveni obou sloucenin se ptidalo zhruba 15 ml vody. Smés se
ponechala michat 30 minut a po 30 minutach bylo ptidano 1225,0 mg (0,0065 mol) 1,4-dichlor-
2-nitrobenzenu. Smés byla za stdlého michdni zahtivana na 150 °C 4 hodiny. Nésledné byla
ponechana vychladnout za laboratorni teploty. Po vychladnuti bylo pfidano 15 ml 10 % roztoku
KOH a 30 ml destilované vody. Po pfidani vody se objevily krystaly. Poté byl vznikly produkt
ptefiltrovan. U této metody byl 57% vytézek produktu (1200,0 mg).
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6.2.1.4 Metoda D

Reak¢ni schéma:

NO, NO, Cl
/@/CI HO@\ NaH/70 °C /©/O\©\
+ 4»
THF

Pracovni postup:

Do 50 ml suchého tetrahydrofuranu (THF) bylo pfiddno 1018,0 mg (0,0065 mol) 2.4-
dichlorfenolu spolu s 1225,0 mg (0,0065 mol) 1,4-dichlor-2-nitrobenzenu a ob¢€ slouceniny se
nechaly za stdlého michéni v THF dokonale rozpustit. Po rozpusténi bylo ptfidano 312,0 mg
(0,013 mol) NaH. Smés se nechala zahiivat za varu pii 70 °C pod zpétnym chladi¢em.
Po 2 hodinach byl ohfev pterusen. Reak¢éni smés byla odpafena do sucha a vznikly produkt
ve formé& oranZovych krystali byl odfiltrovan. U této metody byl 0,5% vytézek produktu
(10,0 mg).

6.2.1.5 Metoda E

Reak¢ni schéma:

HO 10% NaOH/ NO, Cl
cl Cl

Pracovni postup [63]:

Do 500 ml bariky bylo ptidano 8150,0 mg (0,05 mol) 2,4-dichlorfenolu s 9800,0 mg (0,05 mol)
1,4-dichlor-2-nitrobenzenu a ob¢ sloucCeniny se ponechaly za stdlého michani roztavit
pti 130 °C. Po roztaveni obou sloucenin bylo pfiddno 3 ml vody a nasledné¢ bylo pfidano 3 ml
10 % roztoku NaOH. Reak¢ni smés se ponechala zahtivat pti 130 °C 3 az 4 hodiny a nésledné
se reak¢ni smes nechala vychladnout za laboratorni teploty. Posléze bylo pfidano do reakéni
smési 10 ml vody a vznikly produkt ve formée krystala byl odfiltrovéan a vysusen. U této metody

byl 84% vytezek (13 500,0 mg).
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2.4-Dichlor-1-(4-chlor-2-nitrofenoxy)benzen [NO2-ETER]

Sumarni vzorec: C2HsCI3NO;

M;: 318,53

Vytézek: 13 500,0 mg (84 %)

Vzhled: oranzovo-zluté krystaly

NMR: 'H NMR (500 MHz, DMSO-dq): § 8.25 (1H, d, J = 2.6 Hz, H2), 7.83 (1H, d, J=2.5
Hz, H3"), 7.75 (1H, dd, J = 9.0, 2.6 Hz, H4), 7.48 (1H, dd, J = 8.8, 2.5 Hz, H5"), 7.28 (1H, d,
J=8.8 Hz, H6"), 7.13 (1H, d, J = 8.9 Hz, H5).

B3C NMR (126 MHz, DMSO): § 149.62, 147.59, 140.82, 135.03, 130.62, 130.10, 129.33,
128.12, 125.73, 125.70, 122.49, 121.41.

IC [em™]: 3084, 1609 (C=Ca,), 1527 (NO; as), 1470, 1344 (NO, sym), 1263, 1171, 1156,
1099, 1074, 1057, 827, 815, 772, 759, 691, 682.

Elementarni analyza: vypocteno: C, 45.25; H, 1.90; N, 4.40, nalezeno: C, 45.29; H, 1.85; N,
4.34.

Rf (DCM/hexan; 1:1 V/V): 0,70

Tt [°C]: 89,3 (84-85 [65])

LogP: 3,94
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6.2.2 Redukce Raneyovym niklem

Raneytv nikl je ¢inidlo, které se pouziva jako katalyzator v organické chemii. Existuje
vétsSinou v podobé pevného Sedého prasku. Byl vyvinut inzenyrem Murrayem Raneyem v roce
1926. [66]

Prostfednictvim Raneyova cinidla jsme zredukovali 2,4-dichlor-1-(4-chlor-2-
nitrofenoxy)benzen na 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)anilin. Tento produkt slouzil jako

prekurzor k syntéze dalSich sloucenin.
Reak¢ni schéma:

0, Cl NH,

N Cl
— >
cl ci ~ FEtOH Cl cl

Pracovni postup:

500,0 mg (0,0015 mol) 2,4-dichlor-1-(4-chlor-2-nitrofenoxy)benzenu bylo rozpusténo v 98 %
ethanolu (ziskdn komer¢né). Po rozpusténi bylo za stalého michani pfi pokojové teploté
pridano 50 mg (10 molarnich procent) Raneyova niklu a nasledné se do banky pustil pomalu
vodik. Po 5 hodinidch michani se provedlo TLC, po kompletni redukci byl katalyzator
odfiltrovan. Filtrat se vzniklym produktem byl purifikovan pomoci LSC (SF: silikagel, MF:
DCM/hexan; 1:1 V/V). Nasledné byl produkt odpafen do sucha na rota¢ni vakuové odparce.
I ptes indukovanou krystalizaci ethyl-acetatem s n-hexanem (¢i jinymi rozpoustédly) se
nepodafilo ziskat produkt v pevném stavu a Cisty produkt byl ziskan jako viskdzni kapalina.
Vysledny produkt byl v kapalném stavu poslan na NMR méfeni. Syntéza byla provedena

celkem tfikrat, aby se ziskalo dostate¢né mnozstvi prekurzoru k dal§im syntézam.
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5-Chlor-2-(2.4-dichlorfenoxy)anilin (,,amino-triklosan*) [NH2-ETER] [47]

Sumarni vzorec: Ci2HsCIzNO

M;: 288,55

Vytézek: 300,0 mg (70 %)

Vzhled: oranzova viskozni kapalina

NMR: 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): § 7.69 (1H, d, J=2.6 Hz, H3"), 7.34 (1H, dd, J = 8.9,
2.6 Hz, H5"), 6.84 (1H, d, /= 2.6 Hz, H2), 6.81 (1H, d, /= 8.8 Hz, H6"), 6.71 (1H, d, J= 8.5
Hz, HS), 6.51 (1H, dd, J= 8.5, 2.6 Hz, H4), 5.35 (2H, s, NH>).

B3C NMR (126 MHz, DMSO): § 189.10, 179.13, 177.43, 167.27, 166.76, 165.92, 164.49,
161.52, 158.21, 156.49, 152.89, 152.23.

IC [em™]: 3390 (N-H), 1619 (C=Ca,), 1498, 1472, 1254, 1232, 1187 (C-O), 1099, 809, 863,
789, 766.

Elementarni analyza: vypocteno: C, 49.95; H, 2.79; N, 4.85, nalezeno: C, 49.90; H, 2.81; N,
4.87.

Rf (DCM/hexan; 1:1 V/V): 0,53

LogP: 4,19
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6.3 Jednotlivé syntézy amidu

6.3.1 N-[5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl]acetamid

Reak¢ni schéma:

o
NH, Cl o )J\NH o

cl cl DCM
cl cl

Pracovni postup:

V suché baiice bylo rozpusténo 200,0 mg (0,0007 mol) 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)anilinu
v 30 ml suché¢ho DCM. Po rozpusténi bylo ptidano 104 pl (0,00075 mol) TEA a nasledné bylo
pomalu pfidano 150 pl (0,0021 mol) acetylchloridu. Reakéni smés se ponechala 1 hodinu
michat za laboratorni teploty. Nasledné byla reakéni smés odpaiena na rotacni vakuové
odparce do sucha a pomoci destilované vody a ethyl-acetatu byla pfenesena do délici nalevky,
kde byla postupné vytiepana 0,1 M HCIl, 5% NaHCOs3 a nasycenym vodnym roztokem NaCl.
Organicka vrstva byla vysuSena stanim nad bezvodym NazSO4 ptiblizn€ 30 minut. Susidlo bylo
odfiltrovano a filtrat byl odpaten do sucha na vakuové odparce. Z NMR byla patrna piitomnost
dalsi alifatické necistoty, produkt s necistotou byla znovu vyttepana 0,1 M HCl, 5% NaHCOs
a nasycenym vodnym roztokem NaCl a néasledné vysuSena nad bezvodym Na>SO4. Nésledné
byl produkt odpaten na rota¢ni vakuové odparce dosucha a byl ptidan ethyl-acetat a n-hexan.
Produkt byl ponechdn pii -20 °C krystalizovat do druhé¢ho dne. Vzniklé krystaly byly

odfiltrovany a vysuSeny.
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N-[5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl]acetamid [A1] [47]

0]

NH Cl

Bogel

Sumaérni vzorec: Ci14H10C13NO>

M:: 330,59

Vytézek: 120,0 mg (52 %)

Vzhled: svétlé Zluté krystaly

NMR: 'H NMR (500 MHz, CDCls): § 8.52 (1H, d, J = 2.5 Hz, H2), 7.77 (1H, bs, NH), 7.51
(1H,d,J=2.5Hz, H3"), 7.26 (1H, dd, J = 8.7, 2.5 Hz, H5"), 6.99-6.94 (2H, m, H4, H5), 6.61
(1H, d, J=8.8 Hz, H6"), 2.23 (3H, s, CH3).

3C NMR (126 MHz, CDCls): & 168.33, 149.93, 143.54, 130.75, 130.56, 129.86, 129.49,
128.45, 126.62, 123.54, 121.73, 120.95, 116.82, 24.87.

IC [em™]: 3090 (C-Ha,), 1696 (C=0), 1603, 1519, 1469, 1459, 1414, 1251, 1229, 1115 (C-0),
906, 872, 802, 666, 656.

Elementarni analyza: vypocteno: C, 50.86; H, 3.05; N, 4.24, nalezeno: C, 50.82; H, 3.09; N,
4.28.

Rf (DCM/hexan; 3:1 V/V): 0,22

T [°C]: 108,2

LogP: 4,36
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6.3.2 N-[5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl]benzamid

Reak¢ni schéma:

o)
NH, cl o)
o NH cl
N cl  TEA o
cl cl DCM
cl cl

Pracovni postup:

V suché bance bylo rozpusténo 200,0 mg (0,0007 mol) 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)anilinu
ve 30 ml suchého DCM. Po rozpusténi bylo ptidano 104 pul (0,00075 mol) TEA a nésledné bylo
pomalu pifidano 87 pl (0,00075 mol) benzoylchloridu. Reakéni smés se ponechala ptes noc
michat za laboratorni teploty. Druhy den byla reakéni smés odpafena na rotaéni vakuové
odparce do sucha a pomoci destilované vody a ethyl-acetatu byla ptenesena do délici nalevky,
kde byla postupné vytiepana 0,1 M HCIl, 5% NaHCOs3 a nasycenym vodnym roztokem NaCl.
Organicka vrstva byla vysuSena stanim nad bezvodym Na>SO4 ptiblizn€ 30 minut. Susidlo bylo
odfiltrovano a filtrat byl odpafen do sucha na vakuové odparce. Produkt byl purifikovan
pomoci LSC (SF: silikagel, MF: DCM/hexan; 1:1 V/V). Nasledné byl produkt s rozpoustédlem
zahustén mirnym odpafenim na rota¢ni vakuové odparce a byl pfidan n-hexan k iniciaci
krystalizace. Tato soustava byla ponechéana pti -20 °C krystalizovat pies noc. Vzniklé krystaly
byly odfiltrovany a vysuseny.
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N-[5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl]benzamid [A2] [47]

Sumaérni vzorec: C19H12C13NO>

M:: 392,66

Vytézek: 55,0 mg (20 %)

Vzhled: bilé krystaly

NMR: 'H NMR (500 MHz, CDCls): § 8.73 (1H, d, J = 2.5 Hz, H2), 8.52 (1H, bs, NH), 7.89-
7.86 (2H, m, H2"", H6""), 7.60-7.56 (1H, m, H4""), 7.53-7.48 (3H, m, H3", H3"", H5""), 7.27
(1H, dd, J=8.7, 2.5 Hz, H5"), 7.05-7.01 (2H, m, H4, HS), 6.70 (1H, d, /= 8.7 Hz, H6").

3C NMR (126 MHz, CDCls): & 165.24, 149.98, 143.83, 134.33, 132.25, 130.83, 130.64,
130.07, 129.77, 128.93, 128.45, 127.06, 126.60, 123.75, 121.55, 121.06, 116.96.

IC [em™]: 3086 (C-Har), 1674 (C=0), 1601 (C=Ca,), 1519, 1495, 1445, 1417, 1123 (C-O),
870, 843, 796, 753, 709.

Elementarni analyza: vypocteno: C, 58.12; H, 3.08; N, 3.57, nalezeno: C, 58.18; H, 3.05; N,
3.50.

Rf (DCM/hexan; 1:1 V/V): 0,48

Te [°C]: 127,2

LogP: 5,41
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6.4 Jednotlivé syntézy mocovin

6.4.1 1-[5-Chlor-2-(2,4-dichlorbenzyl)fenyl]-3-ethylurea

Reak¢ni schéma:

0]

NH, cl
o /\NJ\NH cl
[j/ fj . _0 H
_C” > O
/\N/
cl cl MeCN /©/ \©\
cl cl

Pracovni postup:

V suché bance bylo rozpusténo 200,0 mg (0,0007 mol) 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)anilinu
v 30 ml suchého acetonitrilu (MeCN). Po rozpusténi bylo ptfidano 65 pl (0,00077 mol)
ethylisokyanatu. Reak¢éni smés byla za stdlého michani zahfivana pod zpétnym chladicem
pfi teploté varu rozpoustédla 10 h. Poté byl ohtev pferusen a reakéni smés se ponechala celkem
5 dni michat za laboratorni teploty. Nasledné byla reakéni smés odpaiena na rotaéni vakuové
odparce do sucha a pomoci destilované vody a ethyl-acetatu byla ptenesena do délici nalevky,
kde byla postupné vytiepana 0,1 M HCIl, 5% NaHCOs3 a nasycenym vodnym roztokem NaCl.
Organicka vrstva byla vysuSena stdnim nad bezvodym Na>SO4 ptiblizné 30 minut. Susidlo bylo
odfiltrovano a filtrat byl odpafen do sucha na vakuové odparce. Produkt byl purifikovan
pomoci LSC (SF: silikagel, MF: DCM/hexan; 5:1 V/V). Nasledné byl produkt odpaten
na rotacni vakuové odparce a byl pfidan ethyl-acetat a n-hexan. Tato smés byla ponechana pii
-20 °C krystalizovat pfes noc do druhého dne. Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a vysuSeny.

Syntéza byla opakovéna celkem dvakrat.
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1-[5-chlor-2-(2.4-dichlorbenzyl)fenyl]-3-ethylurea [M1]

o)
/\NJ\NH cl
cl cl

Sumarni vzorec: CisH13C13N202

M;: 359,63

Vytézek: 50,0 mg (20 %)

Vzhled: bil¢ krystaly

NMR: 'H NMR (600 MHz, CDCls): § 8.30 (1H, d, J=2.5 Hz, H2), 7.44 (1d, J= 2.5 Hz, H3"),
7.18 (1H, dd, J= 8.7, 2.5 Hz, H5"), 6.90-6.83 (3H, m, aryl-NH, H4, H5), 6.58 (1H, d, J=8.7
Hz, H6), 4.82 (1H, t, J = 5.6 Hz, ethyl-NH), 3.28 (2H, qd, /= 7.2, 5.4 Hz, CH»), 1.16 (3H, t,
J=17.2 Hz, CH3).

3C NMR (151 MHz, CDCls): & 154.51, 150.57, 143.05, 131.61, 130.71, 130.10, 130.04,
128.46, 126.20, 122.01, 121.03, 120.21, 117.59, 35.45, 15.31.

IC [em™]: 3321 (N-H), 1648 (C=0), 1599 (C=Ca,), 1584, 1555, 1525, 1468, 1417, 1251, 1231,
1100 (C-0O), 802, 688, 666.

Elementarni analyza: vypocteno: C, 50.10; H, 3.64; N, 7.79, nalezeno: C, 50.06; H, 3.62; N,
7.84.

Rf (DCM/hexan; 1:1 V/V): 0,43

T¢ [°C]: 148,2

LogP: 4,40
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6.4.2 1-[5-chlor-2-(2,4-dichlorbenzyl]-3-fenylurea

Reak¢ni schéma:

Pracovni postup:

V suché baiice bylo rozpusténo 200,0 mg (0,0007 mol) 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)anilinu
v 30 ml suchého MeCN. Po rozpusténi bylo pfiddno 85 ul (0,00077 mol) fenylisokyanatu.
Reakéni smés byla za stdlého michéni zahfivana pod zpétnym chladi¢em pii teploté varu
rozpoustédla 5 h. Poté byl ohfev pierusen a reakéni smés se ponechala pres noc michat
za laboratorni teploty. Nasledné byla reakéni smés odpafena na rotani vakuové odparce
do sucha a pomoci destilované vody a ethyl-acetatu byla pfenesena do délici nalevky, kde byla
postupné vytiepana 0,1 M HCI, 5% NaHCOs a nasycenym vodnym roztokem NaCl. Organicka
vrstva byla vysuSena stdnim nad bezvodym Na;SOs pfiblizné 30 minut. SuSidlo bylo
odfiltrovéano a filtrat byl odpafen do sucha na vakuové odparce. Nasledné byl piidan ethyl-
acetat a n-hexan. Produkt byl ponechan pii -20 °C krystalizovat do druhého dne. Vzniklé
krystaly byly odfiltrovany a vysuSeny.
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1-[5-chlor-2-(2.4-dichlorbenzyl)fenyl]-3-fenylurea [M2] [47]

Sumarni vzorec: Ci9H13C13N202

M:: 406,00

Vytézek: 122,0 mg (43 %)

Vzhled: bil¢ krystaly

NMR: 'H NMR (600 MHz, CDCl5): § 8.34 (1H, d, J = 2.5 Hz, H2), 7.44 (1H, s, fenyl-NH),
7.38 (1d, J = 2.5 Hz, H3"), 7.28-7.23 (4H, m, H2"", H3"", H5"", H6""), 7.13 (1H, dd, J = 8.8,
2.5Hz,H5"),7.11-7.08 (1H, m, H4""), 7.04 (1H, s, NH-difenylether), 6.88 (1H, dd, /=8.7, 2.5
Hz, H4), 6.79 (1H, d, J = 8.7 Hz, HS), 6.60 (1H, d, /= 8.7 Hz, H6").

3C NMR (151 MHz, CDCls): & 152.72, 150.49, 143.25, 137.37, 131.03, 130.69, 130.16,
129.97, 129.49, 128.37, 125.99, 124.98, 122.79, 121.77, 120.60, 120.54, 117.86.

IC [em™]: 3330 (N-H), 1663 (C=0), 1620, 1553, 1531, 1499, 1468, 1419, 1323, 1251, 1212,
846, 824, 750, 693.

Elementarni analyza: vypocteno: C, 55.98; H, 3.21; N, 6.87, nalezeno: C, 55.93; H, 3.23; N,
6.90.

Rf (DCM/hexan; 3:1 V/V): 0,11

Te [°C): 177,3

LogP: 5,26
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6.5 Jednotlivé syntézy karbamatu

6.5.1 Ethyl-[5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl]lkarbamat
Reak¢éni schéma:

Cl NH, ~ I

(0]
O .« e
+ Cl)J\o/\ —»py”dln O
aceton
Cl Cl
Cl Cl

Pracovni postup:

V suché bance bylo rozpusténo 200,0 mg (0,0007 mol) 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)anilinu
ekvimolarné s 56,4 pl pyridinu v 10 ml suchého acetonu. Po rozpusténi byl pomalu pfidan
roztok 67,0 ul (0,0007 mol) ethyl-chloroformiatu v 5 ml acetonu (barika se smési byla chlazena
ledem). Reak¢ni smés byla michdna hodinu za laboratorni teploty. Po hodin€¢ bylo michani
pferuseno a nasledné byla reakéni smés odpafena na rotacni vakuové odparce do sucha
a pomoci destilované vody a ethyl-acetatu byla ptenesena do délici nélevky, kde byla postupné
vyttepana 0,1 M HCl, 5% NaHCOs3 a nasycenym vodnym roztokem NaCl. Organicka vrstva
byla vysuSena stanim nad bezvodym Na;SO4 pfiblizné 30 minut. SuSidlo bylo odfiltrovano
a filtrat byl odpatfen do sucha na vakuové odparce. Po odpareni zaCaly vznikat krystaly, tudiz
byl produkt ponechan pii -20 °C krystalizovat do druhého dne. Vzniklé krystaly byly

odfiltrovany a vysuSeny. Syntéza byla opakovana celkem dvakrat.
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Ethyl-[5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl]karbamat [K1]

0]

/\OJ\NH Cl

jene!

Cl Cl

Sumarni vzorec: CisHi2CI3NO3
M:: 360,62
Vytézek: 88,0 mg (35 %)
Vzhled: hnédé krystaly
NMR: 'H NMR (600 MHz, CDCls): § 8.27 (1H, s, NH), 7.48 (1H, d, J = 2.5 Hz, H2), 7.22
(1H,dd,J=8.8,2.5Hz, H5"), 7.19 (1H, d, J=2.5 Hz, H3"), 6.92 (1H, d, J = 8.7 Hz, HS), 6.89
(1H, dd, J=8.8,2.6 Hz, H4), 6.57 (1H, d, J=8.7 Hz, H6"), 4.24 (2H, q, J=7.1 Hz, CH>), 1.31
(3H, t, J=7.1 Hz, CH3).
3C NMR (151 MHz, CDCls): & 153.18, 150.24, 143.36, 130.87, 130.49, 130.29, 129.78,
128.45, 126.77, 122.69, 121.62, 119.51, 117.08, 61.78, 14.55.
IC [em™]: 3396 (N-H), 1726 (C=0 ester), 1605 (C=Ca,), 1530, 1467, 1422, 1217, 1063, 841,
768, 649.
Elementarni analyza: vypocteno: C, 49.96; H, 3.35; N, 3.88, nalezeno: C, 49.90; H, 3.40; N,
3.95.
R¢ (DCM/hexan; 1:0,1 V/V): 0,83

T¢ [°C]: 94,1
LogP: 4,74
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6.5.2 Fenyl-[5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyllkarbamat

Reak¢ni schéma:

0]

¢! Mz 0 @ O)J\NH cl
0 K,CO
JeRsRE S
cl cl N .

Postup pripravy:

V suché baiice bylo rozpusténo 200,0 mg (0,0007 mol) 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)anilinu
v 10 ml suchého THF (batika se smési byla chlazena ledem). Po rozpusténi bylo ptidano
193,5 mg (0,0014 mol) K>2COs3 a po kapkach bylo pomalu ptidano 132,0 pl (0,00105 mol)
fenyl-chloroformiatu. Reakéni smés byla michdna hodinu za laboratorni teploty. Poté se
reakéni smés zfiltrovala pies vatu a ndsledné byla odpafena na rotacni vakuové odparce
do sucha a pomoci destilované vody a ethyl-acetatu byla pfenesena do délici nalevky, kde byla
postupné vytiepana 0,1 M HCl, 5% NaHCO3 a nasycenym vodnym roztokem NaCl. Organicka
vrstva byla vysuSena stdnim nad bezvodym Na>SOs pfiblizné¢ 30 minut. SuSidlo bylo
odfiltrovano a filtrat byl odpatfen do sucha na vakuové odparce. Po ¢astecném odpateni zacaly
vznikat krystaly, tudiz byl produkt ponechan pti -20 °C krystalizovat do druhého dne. Vzniklé
krystaly byly odfiltrovany a vysuSeny. Syntéza byla opakovéna celkem tfikrat.
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Fenyl-[5-chlor-2-(2.4-dichlorfenoxy)fenyl | karbamat [K2]

Sumarni vzorec: Ci9H12CI3NO3

M;: 408,66

Vytézek: 63,0 mg (22 %)

Vzhled: svétle rizové krystaly

NMR: 'H NMR (600 MHz, CDCl;): & 8.30 (1H, s, NH), 7.51 (1H, d, J = 2.5 Hz, H2), 7.43-
7.38 (3H, m, H3", H3"", H5""), 7.32-7.29 (1H, m, H4""), 7.26 (1H, dd, J = 8.6, 2.5 Hz, HS"),
7.22-7.18 (2H, m, H2"", H6""), 7.00 (1H, d, J= 8.7 Hz, HS), 6.94 (1H, dd, J= 8.7, 2.5 Hz, H4),
6.61 (1H, d, J=8.6 Hz, H6").

3C NMR (151 MHz, CDCls): & 151.34, 150.44, 150.02, 143.76, 130.98, 129.93, 129.58,
128.55, 127.30, 126.98, 126.05, 123.37, 121.97, 121.62, 120.49, 119.74, 116.88.

IC [em]: 3392 (N-H), 1758 (C=0 ester), 1604 (C=Ca,), 1524, 1478, 1466, 1420, 1253, 1210,
1176, 1098, 780, 737, 707.

Elementarni analyza: vypocteno: C, 55.84; H, 2.96; N, 3.43, nalezeno: C, 55.88; H, 2.99; N,
3.37.

Rf (DCM/hexan; 1:1 V/V): 0,57

T¢ [°C]: 108,4

LogP: 5,56
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7 BIOLOGICKE TESTOVANI

7.1 Hodnoceni antimikrobni aktivity

7.1.1 Chemikalie a kmeny

. Mycobacterium tuberculosis H37Ral0-M (ATCC9431)

. Mycobacterium smegmatis DSM 43465 (ATCC 607) (Braunschweig, Némecko)

. Mycobacterium aurum DSM 43999 (ATCC 23366) (Braunschweig, Némecko)

o bujon Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich/Merck, Steinheim, Némecko)

o 0,4% glycerol (Sigma-Aldrich/Merck, Steinheim, Némecko)

. 10% rastovy ptidavek Middlebrook OADC (Oleic Albumin Dextrose Catalase), coz je
olejova albumin-dextrdza kataldza (Himedia, Mumbai, Indie)

. DMSO (Sigma-Aldrich/Merck, Steinheim, Némecko)

. INH (Sigma-Aldrich/Merck, Steinheim, Némecko)

o triklosan (Sigma-Aldrich/Merck, Steinheim, Némecko)

° sodna sul resazurinu (Sigma-Aldrich/Merck, Steinheim, Némecko)

o 10% vodny roztok stabilizaitoru Tween 80 (Sigma-Aldrich/Merck, Steinheim,
Némecko)

o destilovana voda

. nami piipravené slouceniny

7.1.2 Obecny princip méreni antimykobakterialni aktivity

Tato metodika je dopodrobna popséna v ¢lanku Kratkého et al.. [67] U vSech nami
pfipravenych slou€enin spole¢né¢ s triklosanem jako kompardtorem byla stanovena
antimykobakteridlni aktivita in vitro. Hodnoceni bylo provedené na avirulentnim kmeni
Mycobacterium tuberculosis H3;Ral0-M ziskanym z Belgian Coordinated Collections of
Microorganism a na rychle rostoucich kmenech atypickych mykobakterii, tj. Mycobacterium
smegmatis DSM 43465 a Mycobacterium aurum DSM 43999 ziskanych od German Collection
of Microorganism and Cell Cultures. Pfi testovani byla pouzita mikrodilu¢ni bujonova metoda
pomoci 96-jamkovych mikrotitracnich desticek. Jako kultivaéni médium byl pouZit bujon
Middlebrook 7H9 obohaceny o 0,4 % glycerolu a 10% rtstovy piidavek Middlebrook OADC.

Konec¢na hustota byla bujonem upravena na hodnotu 1,0 podle McFarlandovy stupnice
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a zfedéna v poméru 1:20 (pro rychle rostouci mykobakterie) nebo 1:10 (pro M. tuberculosis).

Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO. Nasledn¢ byl pfidan bujon tak, aby se
ziskala koncentrace 2000 mg/1. Jako standard pro stanoveni antimykobakteridlni aktivity byl
pouzit INH a dale triklosan. Vysledné koncentrace byly dosazené binarnim fedénim a ptidanim
mykobakteriadlni suspenze a byly stanoveny na 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,81
a 3,9 mg/l nebo 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13; 1,56; 0,78 a 0,39 mg/l podle kone¢né¢ hodnoty MIC.
INH byl zfedén v rozmezi 500 az 3,91 uM pro screening na rychle rostouci mykobakterie
avrozmezi 1az 0,0078 mg/l proti M. tuberculosis. Koncentrace DMSO nepiesahla 2,5 %
(V/V) aneovlivnila rast M. tuberculosis, M. smegmatis ani M. aurum. Pozitivni a negativni
kontroly byly zahrnuty téz.

Mikrodesticky byly inkubovany ve tmé pii 37 °C 14 a 21 dnt statickym zpiisobem.
Po ptidani 0,01% roztoku sodné soli resazurinu probé¢hla inkubace: 48 hod v ptipadé
M. smegmatis, 72 hodin u M. aurum a 120 hodin v ptipadé M. tuberculosis.

MIC byla hodnocena na principu zmény barvy desti¢ek. V ptipad€ aktivni slouceniny
vzniklo modré zabarveni a u neaktivni slou¢eniny, resp. jeji koncentrace, se objevilo rizové

zabarveni. VSechna méteni byla provadéna v duplikatech.

7.2 Hodnoceni inhibi€ni aktivity cholinesteraz

7.2.1 Ellmanova metoda

Kolorimetrickd Ellmanova metoda je nejcastéjSi metodou ke stanoveni aktivity
cholinesteraz, respektive i ucinnosti jejich inhibitori. Principem této metody je schopnost
cholinesteraz hydrolyzovat estery acetylthiocholin (ATCh) nebo butyrylthiocholin (BTCh)
s tim, Ze AChE §tépi acetylthiocholin a BuChE butyrylthiocholin. Po rozstépeni piisluSnych
substrati, acylthiocholinti, ve vodném prostiedi dochazi ke vzniku aniontii pfislusnych kyselin
a thiocholinu. Thiocholin obsahujici -SH skupinu reaguje s Ellmanovym cinidlem (5,5'-
dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina)) za vzniku barevného zlutého produktu (5-sulfanyl-2-
nitrobenzoatovy aniont) (Schéma 4). Tento chromofor je detekovatelny spektrofotometricky
pfi vinové délce 412 nm. [68] [69] [70]

Prostfednictvim této metody byly hodnoceny in vitro i vSechny naSe pfipravené
slou€eniny a triklosan. Jako standard pro porovnani hodnot ICso bylo pouZito 1é€ivo rivastigmin.
Aktivita byla stanovena na Fakulté¢ chemicko-technologické Univerzity Pardubice na Katedie

biologickych a biochemickych véd pod vedenim pani Mgr. Sarky Stépankové, Ph.D.,
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a Mgr. Katariny Svrckové, Ph.D.
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Schéma 4 Princip Ellmanovy metody [68]
7.2.2 Chemikalie a vybaveni
. Ellmanovo c¢inidlo (5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina)); pouZzito v koncentraci

5x10* M a 0,1 M (Sigma-Aldrich/Merck; Praha, Ceské republika)

o fostatovy pufr (PBS) s pH 7,4; pouzit 0,1 M (4,0 g NaCl, 0,1 g KH,PO4, 1,45 g
Na,HPO4.12H,0, 0,1 g KCI do 500 ml destilované vody) (Lach-Ner; Neratovice, Ceské
republika)

° ATCh'I a BTCh-I; 0,1 M (Sigma-Aldrich/Merck; Praha, Ceska republika) roztok
rozpustény v PBS pii stanoveni aktivity AChE a 0,001 M roztok rozpustény v PBS
pfi stanoveni ICso

o AChE rozpusténa v 0,1 M PBS; plvodem z pathote elektrického (Electrophorus
electricus) (Sigma-Aldrich/Merck; Praha, Ceska republika)

. BuChE rozpusténa v 0,1 M PBS; piivodem z konského séra (Sigma-Aldrich/Merck;
Praha, Ceska republika)

o destilovana voda

o nami pfipravené potencidlni inhibitory vcetné triklosanu

o spektrofotometr s diodovym polem (Hewlett-Packard 8453, Agilent Technologies,
USA)
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7.2.3 Postup méreni

7.2.3.1 Stanoveni aktivity AChE a BuChE

Pfed samotnym méienim ICso pfipravenych inhibitorti bylo vzdy potifeba stanovit
aktualni aktivitu pro AChE a BuChE. Pro méfeni aktivity obou cholinesteraz platil stejny
postup. Nejprve se zméfil slepy roztok (,,blank’). Slepy roztok o celkovém objemu 2 ml byl
pfipraven smichanim 0,8 ml roztoku Ellmanova ¢inidla s 0,008 ml roztoku ATCh a 1,192 ml
PBS.

Reakéni smés ke stanoveni aktivity cholinesteraz byla pfipravena smichanim 0,8 ml
roztoku Ellmanova ¢inidla s 0,008 ml roztoku ATCh, 0,008 ml roztoku AChE (nebo BuChE)
a 1,184 ml PBS. Pfidanim enzymu AChE (nebo BuChE) se odstartovala reakce, ktera byla
spektrofotometricky zmétend prostfednictvim zavislosti absorbance na ¢ase (konkrétné 70 s).
Zmétené hodnoty slouzily k vypocitani aktualni aktivity cholinesterazy podle rovnice: y*17,67,
kde y je koeficient parametrické rovnice dané zavislosti vypocitané¢ pro x=60 (coz vychazi
z definice 1 U). Cislo 17,67 je konstanta, kterd zahrnuje celkovy objem vzorku s objemem
enzymu a molarni absorpénim koeficientem € (412 nm) = 14 150 mol-1-cm!.

Me¢fteni aktivit jednotlivych enzymii bylo provedeno celkem Sestkrdt a poté byly

vSechny namétené hodnoty zprimérovany.

7.2.3.2 Stanoveni ICso

V prvnim kroku byl pfipraven slepy roztok, ktery vznikl napipetovanim 0,4 ml roztoku
Ellmanova ¢inidla, 1,52 ml PBS a 0,08 ml roztoku ATCh (0,001 M).

Nésledné byla tiikrat zmétena reakce bez inhibitoru. Reakéni smés bez inhibitoru byla
pfipravena smichanim 0,4 ml roztoku Ellmanova ¢inidla s 0,08 ml roztoku ATCh (0,001 M).
Objem ptidaného roztoku s AChE (nebo BuChE) se vypocital podle aktudlni aktivity, kterd byla
ziskdna métenim jeji aktivity. Reakéni smés bez inhibitoru byla doplnéna PBS tak, aby celkovy
objem v kyveté byly 2 ml.

V tfetim kroku byly zméfeny reakéni smési s naSimi pfipravenymi potencidlnimi
inhibitory s tim, Ze koncentrace pfidavanych inhibitord byly rGzné podle jejich inhibi¢ni
aktivity. Byly zvoleny c¢tyfi rizné objemy roztokl inhibitortt pohybujici se v rozmezi
koncentraci  2x10° az 6x10”°> M. Kazdé méfeni s uréitou koncentraci inhibitoru bylo méfeno

dvakrat. Do mérné kyvety bylo vzdy napipetovano 0,4 ml roztoku Ellmanova ¢inidla a 0,08 ml
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roztoku ATCh (0,001 M). Objem piidaného enzymu se vypocital podle aktudlni aktivity
enzymu. Mérna kyveta byla doplnéna PBS tak, aby celkovy objem reak¢ni smési byly 2 ml.

Ze vSech zmétfenych hodnot (zména absorbance zavisla na Case) byla vypocitana
v programu Excel (Microsoft; Redmond, Spojené staty americké) reakéni rychlost: v=AA/At.
Nasledné byl vytvoren graf zavislosti vo/vi na c (I), ze kterého se ziskala rovnice parametrické
piimky. Prostfednictvim parametrické piimky byla dale vypocitana hodnota x, pro y platila
enzymu (tj. zpisobi pokles aktivity enzymu na 50 %).

Z namétenych hodnoty pro AChE a BuChE byl také vypocitan index selektivity (SI).
Ten vyjadiuje, jakou selektivitu ma inhibitor vii¢i AChE. Ziskava se vypoctem poméru ICso
BuChE/ICso AChE. Je-li je hodnota SI slouceniny nad 10, vykazuje selektivitu pro AChE,
a pokud je hodnota pod 0,1, pak znaci selektivitu pro BuChE.

7.2.3.3 Stanoveni typu inhibice enzymu

Inhibitory mohou byt reverzibilni nebo ireverzibilni. Reverzibilni inihibitory 1ze rozd¢lit
do ¢tyt skupin, a to na kompetitivni, nekompetitivni, akompetitivni a smiSené inhibitory. Typ
inhibice je moZné zjistit pomoci linerizace z Lineweaver-Burkova grafu a podle odpovidajiciho
porovnani dvou kinetickych parametrd, jimiz jsou Michaelisova konstanta (Km) a maximalni
rychlost (Vm) inhibované a neinhibované reakce. V nasi praci jsme stanovovali typ inhibice
triklosanu jakoZto nejucinnéjSiho inhibitoru cholinesterdz v rdmci testovanych sloucenin.
Postup méfeni k ur€eni typu inhibice enzymu byl obdobny jako pfi stanoveni ICso. Aktivita
enzymu v kone¢né reakéni smeési byla 0,2 U/ml a koncentrace ATCh a BTCh byla v rozmezi
od 20 uM az do 80 uM. Koncentrace Ellmanova ¢inidla byla 0,1 mM. Pro kazdou z koncentraci
substratu byly pozity Ctyfi rizné koncentrace inhibitoru. Konkrétné u stanoveni typu inhibice
pro enzym AChE byly koncentrace 10 uM, 20 uM, 30 uM a 40 pM. U stanoveni BuChE byly
koncentrace 5 uM, 10 uM, 15 uM a 20 uM. Ze zavislosti absorbance na ¢asu byla vypocitana
reak¢ni rychlost. VSechna méfeni byla provedena vzdy dvakrat a pro zhotoveni Lineweaver-
Burkova grafu byly pouzity zprimérované hodnoty reak¢ni rychlosti. Z rovnic regresivnich
kiivek z Lineweaver-Burkova grafu byly vypocitany a zjistény hodnoty maximalni rychlosti

a hodnoty Michaelisovy konstanty, a tim byl urcen i typ inhibice. [71]
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem diplomové prace byla ptiprava Sesti slouCenin a jejich dvou prekurzord jako
analog k molekule triklosanu, a biologické testovani a hodnoceni pfipravenych sloucenin
(antimikrobni aktivita vii¢i tftem vybranym mykobakteridlnim kmentm a inhibi¢ni aktivita vici
AChE a BuChE). Prace navazuje na piedeslé studium potencialnich slouCenin vykazujicich
dudlni inhibi¢ni biologickou aktivitu vi¢i mykobakteriim a cholinesterazam na Katedie
organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy.
Z planovanych sloucenin se podafiilo ptfipravit v§echny finalni produkty s dostatecnymi vytézky

k méfeni NMR, IR, teploty tani, elementarni analyzy i biologickému testovani.

8.1 Design cilovych molekul

Sloucenina ,,amino-triklosan* byla vybrana kviili isosterické podobnosti s triklosanem
(Obrazek 30), u kterého bylo prokdzano, Ze k inhibici InhA nepotiebuje Zadnou bioaktivaci,
tudiz dokéze pifimo ovlivnit funkci enzymu InhA, a to i v pfipad¢ rezistence na INH. [41]
,2Amino-triklosan® stejn¢ jako triklosan dokaze tvorit vodikové mistky s enzymem InhA
a rizné substituenty mohou popt. pfinést dalsi interakce mezi molekulou a enzymem. Inspiraci
k ptipravé prekurzoru ,,amino-triklosanu® byl vyzkum Freundlicha et al., ktefi pfipravili fadu
diarylmo€ovin na bazi ,,amino-triklosanu®. Ty vykazovaly slibnou in vitro aktivitu viici ACP

enzymu P. falciparum a in vivo aktivitu v mySim modelu infekce P. berghei. [47]

OH Cl NH, Cl
o isosterie 0
Cl Cl Cl Cl

Obrazek 30 isosterie "amino-triklosanu" s triklosanem

Utelem bylo ovéfit, zda nahrazeni fenolické za aminovou funkéni skupinu ovlivni
biologickou aktivitu, jelikoz aminova skupina je hydrofilnéjsi nez hydroxylova, a dalsi vyhodou
aminu je schopnost i po derivatizaci tvofit vodikovy mistek s cilovymi enzymy. Pii volbé
substituentl byl kladen diiraz na velikost struktury molekuly, proto byl vybran maly alifaticky
(ethylovy) a zékladni aromaticky (fenylovy) substituent (Obrazek 31). Oba substituenty patii

k vychozim (zakladnim) strukturam, jelikoz je mozné tyto substituenty dale podle namétenych
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vysledkii biologické aktivity snadno a rozsahle obménovat. Pfitomnost karbamatové
a mocCovinové funkéni skupiny byla zvolena, nebot’ karbamaty a mocoviny jsou farmakofory

pro jak pro antimikrobni aktivitu, tak AChE/BuChE inhibici.

R
Cl

1

X NH X =0, N nebo chybi
/©/0\©\ R = ethyl, fenyl

Cl Cl

Obrazek 31 obecny vzorec se substituenty

8.2 Synteticka cast

Celkovy pocet vSech piipravenych sloucenin je osm, z nichz Sest sloucenin je cilovych
z hlediska charakterizace a hodnoceni biologické aktivity (A1, A2, M1, M2, K1 a K2), jejich
prekurzory jiz byly v literatute popsany. VSech Sest cilovych slou¢enin vychazelo z ptiraveného
prekurzoru ,,amino-triklosanu‘ (5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)anilinu; NH2-ETER), ktery byl
ptipraveny dvoukrokovou syntézou inspirovanou publikaci Freudlicha a spol. z roku 2013. [47]
V prvnim kroku se prostiednictvim nukleofilni substituce aromatické ptipravil chlorovany
diarylether, konkrétné 2,4-dichlor-1-(4-chlor-2-nitrofenoxy)benzen (NO2-ETER). Vychozi
aromaticky halogenderivat je aktivovan nitro skupinou v ortho-poloze vii¢i atomu chloru, ktery
podléha substituci in situ vzniklym fenoldtem. DalSim krokem byla redukce nitro skupiny
na aminovou funk¢ni skupinu. Ta byla provedena pomoci Raneyova niklu plynnym vodikem.

Jiz pfi pilotnim reakénim kroku nastaly komplikace, kdy reakce, ackoli byly prevzaty
z literatury, neprob¢&hly viibec nebo s malymi vytézky. K piipravé slou¢eniny NO2-ETER bylo
proto vyzkouseno a vyuzito pét metod: 1) reakce, kdy se 2,4-dichlorfenol rozpustil spolu s 1,4-
dichlor-2-nitrobenzenem ve vodé¢ s ndslednym ptidanim KOH, a poté se cela reakéni smés
zahtala na teplotu varu rozpoustédla; 2) reakce, kterd byla shodnd s prvni reakci, pouze bylo
pouzito odlisné rozpoustédlo, a to DMSO, s tim, ze se smés zahtivala ve vodni 1azni; 3) reakce,
kdy se nechal nejdiiv samotny 2.4-dichlorfenol roztavit pii teploté¢ 110 °C a po roztaveni byl
pfidan KOH, ktery se nechal spolu s 2,4-dichlorfenolem rozpustit, a nasledné byl ptidan 1,4-
dichlor-2-nitrobenzen a celd smés se nechala tavit, nasledné se pridala voda; 4) reakce, kdy se
2,4-dichlorfenol nechal rozpustit spolu s 1,4-dichlor-2-nitrobenzenem v THF, misto KOH byl
pouzit NaH jako baze; a 5) postup, ktery byl shodny s tieti reakci, pouze misto KOH bylo
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pouzito NaOH. Nejlepsi reakce z hlediska vytézku byla tieti a patd, kdy se ndm osvédcila
metoda dokonalého roztaveni piislusného fenolu s nitrobenzenem bez pfitomnosti
rozpoustédla, resp. rozpoustédlo bylo piidano az po roztaveni vSech ptidanych pevnych
sloucenin. Diky této metod¢ se ndm podafilo ziskat vysoké vytézky cilového produktu, které se
pohybovaly v rozmezi 57-84 %. Redukce nitro skupiny probihala hladce a bez komplikaci.
Redukce byla opakovéna celkem ttikrat, protoze vytézky (70 %) z kazdé¢ jednotlivé reakce by
nebyly dostate¢né k ziskani dostatecného mnozstvi aminového prekurzoru pro syntézu dalSich
planovanych sloucenin. Domnivame se, Ze pti¢inou niz$ich vytézkl tohoto reak¢éniho kroku byl
fakt, ze pii purifikaci pomoci LSC doslo k ¢astecné adsorbci produktu na silikagelu, nebot’
podle TLC byla konverze uplna. Produkt NH2-ETER, i pfes fadu pokust o indukovananou
krystalizaci a opakovanou purifikaci, byl ziskén jako viskozni kapalina, coz se ukézalo byt
v souladu s literaturou. [63]

Dva amidy (A1l a A2) se nam podafilo ziskat bez opakovani syntéz hned na poprvé
s dostate¢nymi vytézky pro zméteni biologické aktivity i jejich charakterizaci, proto nebyla tato
reakce dale optimalizovana. Zvolena byla pifima acylace aminu acyl chloridy v pfitomnosti
terciarniho aminu (triethylamin). Vytézky amidi se pohybuji v rozmezi 20-52 %. Domnivame
se, ze diivodem nizkych vytézki byla netiplna konverze vychozi latky na produkt, resp. vznik
vedlej$ich produktl, jelikoz jsme ho pozorovali na TLC. Dalsi ztratu produktu zptsobila
purifikace slouc¢eniny A2, kdy bylo zvoleno pfecisténi produktu pomoci LSC metody, kde
mohlo dojit k ¢astecné ztraté/adsorbei produktu na sloupci.

Syntéza mocoviny M1 byla problemati¢téjsi. Sloucenina M1 musela byt
nasyntetizovana dvakrat, ackoli pfi prvnim pokusu bylo z TLC zfetelné, Ze vznikal produkt
(1 kdyz to nebyla 100% konverze), nepodatilo se ndm vSak ziskat ho ani v minimalnim mnoZstvi
k charakterizaci. AZ pti druhém pokusu se nadm podatilo ziskat produkt s 20% vytézkem.
Domnivame se, Ze divodem neuspéchu pii prvnim pokusu mohl byt pfidany isokyanat, ktery
nebyl vlivem skladovani v laboratofi chemicky ¢isty. Proto byl pfi opakové syntéze pouZit novy
isokyanat a tato reakce jiz vedla k zisku produktu. Dalsi divod nizké vytéznosti mohl spocivat
v purifikaci a izolaci cilové slouceniny. Pfiprava mocoviny M2 prob&hla naopak
bez komplikaci a jiz pfi prvnim pokusu byl vytézek vyssi v porovnani s M1, a to 43 %. To opé&t
miZe nepiimo naznacovat, ze problémem mohl byt opravdu ,,stary* isokyanat, jelikoZ produkt
M2 byl pfipraven stejnym zpusobem jako M1.

Syntézy karbaméatii se musely také opakovat, jelikoz kone¢né produkty vznikaly
pfi pilotnich reakcich s velmi nizkymi vytézky. Ptiprava K1 byla opakovéana dvakrat s 35%

vytézkem a K2 tiikrat s vytézkem 22 %. Diivodem opakovani syntéz u obou karbamatii bylo,
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ze podle TLC vznikaly dalsi vedlejsi produkty, tudiz konverze vychozi slou¢eniny na produkt
nebyla vzdy 100%.

Praktické vytézky, ackoli nejsou prtiliS§ vysoké, byly dostate¢né pro biologické
hodnoceni a charakterizaci pfipravenych sloucenin.

Sedm sloucenin (NO2-ETER, A1, A2, M1, M2, K1 a K2) je v krystalické¢ podobé
a jedna sloucenina (NH2-ETER) je v kapalném skupenstvi.

8.3 Antimikrobni aktivita

V Tabulce 4 jsou uvedené vysledky z méteni MIC vSech osmi pfipravenych sloucenin
vcetné triklosanu a referencniho antituberkulotika INH vii¢i ttem mykobakterialnim kmentm:
avirulentnimu kmeni M. tuberculosis a dvéma kmentim rychle rostoucich atypickych

mykobakterii (M. smegnatis a M. aurum).

Tabulka 4 Hodnoty MIC

MIC [mg/1]

Kaéd M. smegmatis M. aurum M. tzﬁ);ligzloszs
NO2-ETER >500 >500 >500
NH:2-ETER 31,25 (108,30 nM) 31,25 31,25

Al 31,25 (94,52 uM) | 15,625 (47,26 uM) | 7,81 (23,62 nM)

A2 >500 >500 >500

M1 >250 >250 >250

M2 31,25 (76,97 uM) 250 7,81 (19,24 pM)

K1 >500 >500 >500

K2 125 62,5 62,5

triklosan 15,625 7,81 7,81

INH 15,625 3,91 0,25

VSech osm pfipravenych slouenin vykazovalo vici tfem testovanym
mykobakteridlnim kmentim antimikrobni u¢inek. Obecné plati, Ze slou¢eniny NO2-ETER, A2
a K1 vykazovaly nejniz$i t€inek vii¢i vSem mykobakteriim s hodnotami MIC vétsi nebo rovnou
500 mg/l. Tu¢n€ zvyraznéné hodnoty v tabulce znamenaji nejniz§i MIC pro dany kmen, tudiz
nejlepsi antimikrobni aktivitu. Slouc¢enina Al (N-[5-chlor-2-(2,4-
dichlorfenoxy)fenyl]acetamid) vykazovala nejlepSi inhibi¢ni Uc¢inek vi¢i vSem tfem

testovanym kmentim, a i v porovnanim s triklosanem méla srovnatelny antimikrobni G¢inek.
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Uginek plné srovnatelny s triklosanem ma i sloudenina M2 vii¢i M. smegmatis a M. tuberculosis
a ,,amino-triklosan* (NH2-ETER) v ptipadé¢ M. smegmatis. Je zajimavé, Ze slouceniny NQOz-
ETER a NH2-ETER, kter¢ se li§i pouze ve funkéni skupiné ve stejné poloze na kruhu A, maji
znaén¢ rozdilnou hodnotu MIC. Redukce nitro skupiny tak zvySuje aktivitu nejméné 16x.
Ptedpokldme, ze divodem je schopnost amino skupiny ve slouceniné NH2-ETER tvofit
vodikové mustky se svym bunéénym cilem (na zéklad¢é poznatkii z krystalografické analyzy
Freudlicha a spol. [47]), tj. interagovat s InhA. I dalsi slouceniny (amidy A, mocCoviny M
a karbamaty K), které byly pfipraveny, mohou hypoteticky tvofit vodikové mustky (Al, A2,
M1, M2, K1 a K2), ale maji rdzné hodnoty MIC v zavislosti na typu funkéni skupiny a jeji
substituci. Napf. slouceniny A2 a K1 maji stejné MIC hodnoty jako NO2-ETER (=500 mg/1)
vaci vSem testovanym mykobakteriim i pfes moznost vytvaret vodikové mistky. Naopak
slouceniny A1, M2 a K2 maji ve srovnani s NO2-ETER v{¢i ttem druhtim mykobakterii lepsi
hodnoty MIC pohybujici se od 7,81 az 250 mg/l. Triklosan vykazoval srovnatelny inhibi¢ni
ucinek s 1é¢ivem INH vici M. smegmatis a M. aurum s hodnotami MIC 15,625 a 7,81 mg/l, ale
ma jasné vyssi MIC viuci M. tuberculosis.

U M. smegmatis mély nejlepsi inhibi¢ni G¢inky slouceniny NH2-ETER, A1 a M2 se
stejnou hodnotou MIC 31,25 mg/l. I pfesto, ze triklosan s INH vykazovaly vi¢i tomuto
mykobakteridlnimu kmeni inhibi¢ni u€inek s hodnotou MIC 15,625 mg/l, lze fici, ze
antimikrobni G¢inky slou¢enin NH2-ETER, A1 a M2 jsou srovnatelné s hodnotou triklosanu
a INH, jelikoz je rozdil pouze v jednom fedéni. Je zajimavé, Ze slouCenina A1l s acetamidovou
skupinou méla lepsi MIC s hodnotou 31,25 mg/l oproti benzamidu A2 s hodnotou MIC vétsi
nebo rovnou 500 mg/l vi¢i M. smegmatis. Opét podle vyzkumu Ende a spol. [44] jsme
teoreticky ptredpokladali, ze dlivodem horsiho antimikrobniho G¢inku je aromaticka struktura,
ktera by mohla potencidlné€ zplsobit sterickou poruchu pfi interakci s InhA, ¢imzZ by tedy mohla
snizit antimykobakterialni aktivitu. To vSak nebylo opét potvrzeno, jelikoz slouceniny M2
a K2, ve kterych je fenylovy zbytek, maji lep$i hodnotu MIC (v rozmezi 31,25 az 125 mg/1) nez
jejich analoga s ethylem M1 (=250 mg/l) a K1 (=500 mg/1).

U M. aurum vykazovala nejlepsi hodnotu MIC sloucenina A1 (15,625 mg/1). Triklosan
vuci tomuto mykobakteridlnimu kmeni vykazoval MIC 7,81 mg/l, cozZ je srovnatelna hodnota
s Al. Po Al vykazovala sloucenina NH2-ETER druhy nejlep$i antimikrobni aktivitu
s hodnotou MIC 31,25 mg/l a za ni nasledovala slouc¢enina K2 s MIC 62,5 mg/l. Je zajimavé,
7e slouCeniny M2 a K2, které obsahuji fenylovy substituent (vyjimkou je sloucenina A2)

vykazovaly niz§i MIC hodnoty nez jejich analoga M1 a K2 s alifatickym substituentem. Tim
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se opét nepotvrdil predpoklad analogicky k praci Ende a spol. [44]

Zajimavym zjisténim byla shodna hodnota 7,81 mg/l MIC vici avirulentnimu kmeni
M. tuberculosis H37Ra u slouc¢enin A1 a M2. Tato hodnota je stejna jako v ptipad¢ triklosanu.
Po Al a M2 vykazovala sloucenina NH2-ETER druhou nejlepsi MIC hodnotu vuci
M. tuberculosis Hz7;Ra (31,25 mg/l) a za ni nasledoval K2 s hodnotou MIC 62,5 mg/l.
Slouceniny M2 a K2 obsahujici fenylovy zbytek vykazovaly opét lepsi hodnoty MIC nez jejich
analoga s ethylem (M1 a K1).

Celkové zavéry ohledné vyhodnosti acetylu ¢i fenylu a také amidu, karbamatu nebo
mocovin nebylo mozno ucinit, nebot’ vysledky jsou protichidné. Pouze karbamaty jevi tendenci
k niz$i aktivité nez mocoviny a amidy. Modifikaci antimykobakteridlng in vitro G€inného
,amino-triklosanu“ (NH2-ETER) lze ziskat slouCeniny s vystupniovanou aktivitou vuaci
M. tuberculosis (A1, M2), u atypickych bakterii jsou jeji derivaty podobné ¢i méné aktivni.
K lepSimu objasnéni vztahii mezi strukturou a biologickou aktivitou by bylo vhodné rozsifit
sérii sloucenin, aby bylo mozné namétfené hodnoty mezi sebou lépe srovnavat a korelovat.
Prokézali jsme vSak, ze aminovy isoster triklosanu a jeho N-substituované derivaty maji
antimykobakterialni aktivitu. Pfedpokladany mechanismus u¢inku (inhibice InhA) vSak musi

byt jesté potvrzen experimentalné.
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8.4 Inhibiéni aktivity via€i cholinesterazam

V Tabulce 5 jsou uvedené hodnoty ICso vSech osmi piipravenych potencialnich
inhibitort cholinesteraz ze spektrofotometrického méfeni prostiednictvim Ellmanovy metody
véetné triklosanu. Jako standard ke komparaci bylo pouzito klinicky uzivané karbamatové

1é¢ivo rivastigmin.

Tabulka 5 Hodnoty 1Cso a SI sloucenin viici AChE a BuChE

Kod ICs0 AChE [uM] | ICso BuChE [uM] SI
NO:2-ETER 56,08+2,58 >500 >8,92
NH:-ETER 151,14£2,76 11,93+0,04 0,08

Al 48,85+0,68 46,11+0,82 0,94

A2 61,88+0,24 367,74+18,89 5,94

M1 69,83+0,64 164,03+4,76 2,35

M2 67,31+1,43 201,21+7,67 2,99

K1 76,14+4 .91 28,82+0,92 0,38

K2 71,54+0,25 116,17+7,76 1,62
triklosan 50,08+1,62 11,81+0,04 0,26
rivastigmin 56,10+1,41 38,40+1,97 0,68

SI je zkratkou pro index selektivity a vyjadtuje, jakou selektivitu ma inhibitor viici
AChE. Ziskava se vypoctem pomeéru ICso BuChE/ICso AChE. Je-li hodnota SI slouceniny
nad 10, vykazuje selektivitu pro AChE a naopak. Tu¢né oznafené vysledky znamenaji nejlepsi
namétenou inhibicéni aktivitu viici konkrétni cholinesteraze a nejvyssi selektivitu pro dany
enzym.

Ze vSech prtipravenych sloucenin mé¢la sloucenina A1l (N-[5-chlor-2-(2,4-
dichlorfenoxy)fenyl]acetamid) s amidovou funkéni skupinou nejlepsi inhibi¢ni ucinek vici
AChE (48,85 uM), coz je v porovnéni se standardem rivastigminem (56,10 uM) mirné lepsi
inhibi¢ni hodnota. Pfipraveny prekurzor ,,amino-triklosan“ NH2-ETER vykazoval nejlepsi
inhibi¢ni ucinek vici BuChE (11,93 uM), opét v porovnani s rivastigminem (38,40 uM) ma
trojnasobné lepsi inhibi¢ni aktivitu.

NO2-ETER (56,08 uM) vykazoval srovnatelnou inhibi¢ni aktivitu viici AChE jako
1é¢ivo rivastigmin (56,10 uM). Tento nitrovany diarylether vykazoval lepsi inhibicni uc¢inek
vuci AChE nez NH2-ETER (151,14 uM) s volnou aminovou funk¢ni skupinou. Naopak NHz-
ETER (11,93 uM) mé¢l podstatné lepsi hodnoty ICso viici BuChE nez jeho neredukovany
prekurzor NO2-ETER (vétsi nez 500 pM). Redukce nitro skupiny na amino skupinu tak
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podstatné zvysuje inhibici BuChE (nejmén¢ 42x) pii souc¢asném zvyseni ICso pro AChE (2,7x).

Ocekavali jsme na zadklad¢ analogie, ze dvojice sloucenin K1 a K2 obsahujici
karbamatovou funk¢ni skupinu bude vykazovat ze vSech pfipravenych sloucenin nejlepsi
inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE i BuChE, avSak z méfeni se zjistilo, Ze vystupiiované ucinnosti
bylo dosazeno pouze vii¢i druhému enzymu, a to dokonce jen u jedné ze sloucenin — K1 (ICso
BuChE = 28,82 uM); podle piedpokladii jde o jeji nejicinngjsi inhibitor z pfipravenych N-
modifikovanych slou¢enin. Slouc¢enina K2 méla v porovnani s K1 horsi inhibi¢ni aktivitu viici
BuChE (116,17 uM), na AChE K2 vykazovala srovnatelnou inhibi¢ni aktivitu (71,54 uM) jako
K1 (76,14 uM). Sloucenina K1 dokonce inhibovala BuChE Iépe nez rivastigmin.

Inhibice BuChE byla znateln¢ horsi, pokud byl do struktury slou€eniny zaveden dalsi
aromaticky kruh (ndhrada ethylu za fenyl). Napt. benzamid A2 (367,74 uM) vykazoval vyrazné
horsi inhibi¢ni aktivitu viici BuChE nez acetamid A1 (46,11 uM), moc¢ovina M2 (201,21 uM)
s fenylovym zbytkem vykazovala horsi ucinek vi¢i BuChE nez mocovina M1 (164,03 uM)
a karbamat K2 (116,17 uM) mél vyssi hodnoty ICso nez karbamat K1 (28,82+0,92 uM).
Naopak inhibice AChE je u amidii sniZzena jen mirng, u karbamati a mocovin vede fenyl
dokonce k mirn¢ lepsi inhibici. Fenylovy fragment tedy zvysuje selektivitu pro AChE.

Co se ty¢e indexu selektivity (SI), pouze jedna sloucenina, NH2-ETER, vykazuje
selektivitu vii¢i BuChE, a to s hodnotou 0,08. Zadn4 z osmi slougenin, ani triklosan, nevykazuje
selektivitu viici AChE. Ostatni inhibitory maji hodnoty SI mezi 0,1 a 10. Triklosan s hodnotou
SI 0,26 a karbamat K1 (SI = 0,38) jsou dalsi inhibitory s vice vyjadifenou selektivitou viici
BuChE, naopak slou¢enina NO2-ETER ma nejblize k hodnoté¢ 10, tj. inhibuje vyrazné
selektivnéji AChE. Amid A1 inhibuje oba enzymy stejné ucinné, ostatni slouceniny jsou mirné
ucinnéjsi inhibitory AChE.

Piekvapenim byly dosud v literatuie nepublikované hodnoty ICso triklosanu (vici
AChE 50,08 uM, vti¢i BuChE 11,81 uM), jelikoz vii¢i obéma enzymim vykazoval srovnatelny
¢1 lep$i in vitro inhibicni U¢inek nez léCivo rivastigmin (vaci AChE 56,10 uM, BuChE
38,40 uM). Triklosan vykazoval srovnatelnou inhibici AChE s pfipravenou slou¢eninou Al
(48,85 uM), ktera vykazovala nejlepsi hodnotu ICso viici AChE. Vici BuChE mél triklosan
srovnatelnou hodnotu ICso sjeho aminovym isosterem NH2-ETER (11,93 puM), ktera
vykazovala nejlep$i inhibi€ni schopnost vi¢i BuChE znové syntetizovanych derivati.
Pro inhibici BuChE tedy neni dulezité, zda je diarylether substituovany hydroxylovou nebo
aminovou funkéni skupinou, kdezto v piipadé AChE je ptfitomnost hydroxylové skupiny

jednoznaéné vyhodnéjsi; rozdil 1Cso triklosanu a ,,amino-triklosanem® je trojnasobny. Tyto
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poznatky jsou perspektivni k pfipravé a dalSimu studiu triklosanovych analog jakozto
potencialnich inhibitort AChE a BuChE.

Lze jesté konstatovat dilezity zavér, ze vici AChE vykazuji nejlepsi inhibi¢ni G¢inek
amidy a vi¢i BuChE ptisobi nejlépe karbamaty. Chemické modifikace ,,amino-triklosanu® vzdy
zlepsuje aktivitu viici AChE, avSak na druhou stranu zhorSuje inhibici BuChE.

Z vysledkt se potvrdily zavéry diive publikovanych studii, Ze slouceniny obsahujici
amidovou, karbamatovou nebo moc¢ovinovou skupinu dokdzi inhibibovat AChE. [52] [53] [54]
[57] [58] Dale se potvrdil obecny poznatek z bakalaiské prace [72], ze pokud ma sloucenina
dobrou inhibi¢ni Gc¢innost na AChE, tak aktivita vici BuChE bude naopak horsi. Toto tvrzeni
plati i naopak; bude-li inhibi¢ni aktivita vii¢ci BuChE dobrd, vli¢i AChE bude inhibi¢ni aktivita

horsi.

8.4.1 Typ inhibice triklosanu

V odborné literatufe jsou popsany Ctyfi hlavni typy reverszibilni enzymové inhibice.
Pro kompetitivni inhibici plati, Ze inhibitor i substrat mezi sebou soutézi o volny enzym.
Struktura inhibitoru je podobna substratu a inhibitor se vaZze do aktivniho mista enzymu.
Kompetitivni inhibitor sniZzuje koncentraci volného enzymu schopného vézat substrat.
K dosazeni mezni rychlosti je proto nutné zvysit koncentraci substratu, tim se vytésni inhibitor
z vazby na enzym a dochézi tak ke zvySeni Michaelisovy konstanty. [73]

U nekompetitivni inhibice neovliviiuje inhibitor vazbu substratu, nevaze se do aktivniho
mista enzymu a inhibitor se vdZe na volny enzym i na komplex [enzym-substrat]. ZvySenim
koncentrace substratu se rychlost nezvysi, Michaelisova konstanta se neméni a mezni rychlost
se snizi. Vétsina fyziologickych inhibitori vykazuje nekompetitivni typ inhibice. [73]

U akompetitivni inhibice nastava situace, Ze inhibitor nereaguje s volnym enzymem, ale
po navazani substratu na enzym se pozméni konformaci enzymu a inhibitor se poté navaze
komplex [enzym-substrat] a vznika tak komplex [enzym-substrat-inhibitor]. V tomto ptipadé
inhibitor brani pfeméné substratu na produkt. S akompetitivni inhibici se setkavame vétSinou
u enzymu pracujicich s vice substraty. Pro akompetitivni typ inhibice plati, ze se hodnoty
Michaelisovy konstanty a mezni rychlosti snizuji stejnou mérou a jejich pomér zistava
neménny. [73]

Ctvrtym typem inhibice je smiSena inhibice. U smiSené inhibice se hodnoty
Michaelisovy konstanty a mezni rychlosti méni a zaroven se v porovnani s neinhibovanou

reakci méni 1 pomér obou téchto hodnot. [73]
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Na Obrazku 32 jsou shrnuty tii typy reverzibilnich inhibici bez smiSené inhibice. [74]

kompetitivni nekompetitivni akompetitivni

Primé
vyneseni

Dvojité
reciproké

711/ Viax

-1/Ky -1/K'y [S] [S] | -1/K'y -1/Ky [S]
Viax nezn’lénéné Viax klesi’a . Viyax Klesa
K, stoupa Ky nezménéna K., klesa

Obrazek 32 Shrnuti reverzibilni inhibice [74]

U triklosanu jakoZto molekuly kombinujici vysokou inhibi¢ni U¢innost na obé&
cholinesterazy jsme se rozhodli stanovit typ inhibice, a to i vzhledem k absenci literarnich
udaji. Z naméfenych hodnot reakénich parametrii (konkrétn€ z mezni rychlosti a Michaelisovy
konstanty) triklosanu vi¢i AChE (Obrazek 33) a BuChE (Obrazek 34) bylo zjisténo, ze
triklosan je smiSenym inhibitorem AChE i BuChE. Vyplyva to z faktu, ze se u inhibovanych
reakci meéni jak Michaelisova konstanta, tak i mezni rychlost, a zaroven se v porovnani s reakei,

ktera neni inhibovana, méni 1 jejich pomeér.
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Obrazek 34 Graf inhibicni aktivity triklosanu viici BuChE podle Lineweavera a Burka
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9 ZAVER

Podafilo se pfipravit Sest planovanych sloucenin plus jejich dva prekurzory. VSechny
produkty byly ziskany v ¢istém stavu a v dostate¢ném mnozstvi pro vSechna potfebnd méfeni
(IC, NMR, teplota tani, elementarni analyza, ICso, antimykobakterialni aktivita). Piipravené
derivaty byly biologicky otestovany a na zakladé ziskanych vysledki byly stanoveny vztahy
mezi strukturou a biologickou aktivitou. N-[5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl]acetamid mél
viaci vSem mykobakteriim nejlepsi antimikrobni Uc¢inek. Piedpokladame, ze mechanismus
ucinku spociva v inhibici InhA. Tato slouc¢enina vykazovala také nejlepsi hodnotu ICso viici
AChE a ma lepsi in vitro inhibi¢ni ucinek nez klinicky pouzivané karbamatové lécivo
a v porovnani se standardem rivastigminem vykazoval trojnasobn¢ lepsi inhibi¢ni G¢inek. Také
jsme objevili, ze triklosan vykazuje dudlni inhibici obou enzymu a jednd se o smiSeny typ
inhibice. Ze vztahil mezi biologickou aktivitou a strukturou vyplyva, Ze analoga na bazi ,,amino-
triklosanu‘ jsou perspektivni pro dalsi studium jakoZto potencidlni inhibitory AChE a BuChE
a antimykobakterialni latky.
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