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Abstrakt

Bakalatska prace se zabyva noveé syntetizovanymi latkami, které maji potencial slouzit
v budoucnu k 1é€bé mikrobidlnich infekci ¢i pfispét k syntéze latek dalSich, vyhodnéjsich.
Nejprve se zabyva tématem bakteridlni rezistence a souvisejicimi pojmy, dale se vénuje
moznostem modifikace 1€Civ pro ziskani dalSich aktivnich latek nebo s cilem zlepsSeni vlastnosti

jiz znédmych molekul.

Prace shrnuje nékteré aminokyselinové derivaty antimikrobné ptisobicich latek. Nejprve
se vénuje analoglim primachinu, kde se pro antimalarickou aktivitu jevi slibn€ acylace primarni
aminoskupiny, dale jsou shrnuty nékteré slibné antibakteridlni latky napt. derivaty
fluorochinolont  ¢i  kurkuminu s fyziologickymi i pfirozen¢ se nevyskytujicimi
aminokyselinami. Nakonec se prace vénuje antimykobakterialnim latkam — salicylanilidovym
derivatim pro 1écbu tuberkuldozy a derivatim antileprotika dapsonu k zvySeni jeho

rozpustnosti.

Peptidové a aminokyselinové derivaty tak mohou byt efektivné vyuzity ke zvySeni

aktivity ¢i k modifikaci nevyhodnych vlastnosti malych molekul (toxicita, rozpustnost aj.).
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Abstract

This bachelor thesis is concerned with newly synthetized compounds which have
potential to be used in treatment of microbial infections or contribute to synthesis of novel,
more convenient compounds. At first, it deals with bacterial resistance and related facts. Then,
it summarizes possible modifications of drugs to obtain novel bioactive substances or to

improve properties of already known drugs.

The thesis summarizes some new amino acid derivatives of antimicrobial active agents.
First, it describes primaquine analogues where acylation of primary amino group seems to be
promising for the antimalarial activity, then it summarizes promising compounds with
antibacterial activity, e.g., derivatives of fluoroquinolones or curcumin with physiological and
unnatural amino acids. Finally, it deals with antimycobacterial agents — salicylanilide
derivatives for treatment of tuberculosis and antileprotic dapsone derivatives to increase its

solubility.

In conclusion, peptide and amino acid derivatives can be effectively used to increase
activity or to modify disadvantageous properties of small molecules (e.g., toxicity or solubility

issues).
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Seznam pouzitych zkratek

AA
ADME
Ala

Arg

Asp
ATB
Boc

Cbz
CPX
CYP450
DNA
EARS-net
Fmoc
Gly
HIV
ICso

INH
Leu
Lys
MAO
MDK
MDR

MDR-TB

Met
MIC
MRSA
Mitb.
Orn

aminokyselina

absorpce, distribuce, metabolismus, eliminace

alanin

arginin

kyselina asparagova

antibiotikum

terc-butyloxykarbonyl

benzyloxykarbonyl

ciprofloxacin

cytochrom P450

deoxyribonukleova kyselina

European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
fluorenylmethyloxykarbonyl

glycin

virus lidské imunitni nedostatecnost

koncentrace 1éciva, pii které je dosaZeno inhibice ristu 50% pozorovanych
bun¢k (napft. bakteridlnich)

isoniazid

leucin

lysin

monoaminoxidaza

nejkrat§i ¢as nutny k usmrceni 99% bakterialni populace

multidrug resistance, tj. bakteridlni kmen je rezistentni alespon k jednomu ze tii
relevantnich skupin antibiotik

multirezistentni tuberkuldza, rezistentni alespon k isoniazidu a rifampicinu
methyl

methionin

minimalni inhibi¢ni koncentrace

methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

Mycobacterium tuberculosis

ornitin



PABA kyselina 4-aminobenzoova

PDR pan-drug resistance, tj. rezistence kmene ke vSem relevantnim skupinam
antibiotik

Phe fenylalanin

PNC penicilin

PZA pyrazinamid

TBC tuberkuloza

Trp tryptofan

Val valin

VRE enterokoky rezistentni k vankomycinu

XDR extensively drug resistance, tj. bakterialni kmen je rezistentni k alespon jednomu

ptipravku z vétSiny relevantnich skupin antibiotik, zbyvd pouze jedna ¢i dvé
ucinné skupiny antibiotik

8-AQ 8-aminochinoliny



1. Uvod

S objevem antibiotik se naskytla moznost 1éCit doté doby smrtelnd infekEni
onemocnéni. Je tedy jasné, Ze pouzivani antibiotik patii mezi nejvyznamnéjsi 1éCebné postupy,
které byly objeveny. Do pocatku 20. stoleti byla nejcastéjsi pricinou morbidity a mortality
pravé infekéni onemocnéni. Po zavedeni penicilinu do terapeutické praxe rychle nasledovaly i
dalsi antimikrobni pfipravky. Se zavedenim antibiotik se ale zacal §ifit mylny nazor, Ze je lepsi
podavat antibiotika ,,pro jistotu* i v nejasnych ptipadech. V dnesni dob¢ antibiotika k moderni
1écbeé neodmyslitelné patii a bez nich by nebyly mozné naptiklad chirurgické zdkroky nebo

transplantace.

Soucasné s prvnim pouzitim modernich antimikrobnich latek se pak objevil i pojem
bakteridlni rezistence, kterd je v souCasné dob¢ uz globalnim problémem. Avsak samotna
rezistence je stejné stard jako bakterie samy. Geny pro rezistenci vznikly vlivem selekéniho
tlaku a odedavna pomahaly bakteriim pfezivat neptiznivé vlivy prosttedi zahrnujici 1 plisobeni
ptirozenych antibiotik tvofenych jinymi bakteriemi. ZvySend spotieba antibiotik, predev§im

Sirokospektrych, zvysila selekéni tlak, s jehoz vzestupem stoupa i bakterialni rezistence.

ZvySovani odolnosti bakterii k antimikrobnim pfipravkiim je jednim z nejvétSich
problémi souCasné mediciny hlavné kvlli moznosti selhani 1é€by a s tim souvisejicim
zvySenim morbidity a mortality. Kromé toho ohroZuje 1 dal$i uZivani antibiotik pro 1écbu
infekci, protoZe se objevuje i rezistence na antibiotika rezervni, ktera se pouZivaji jako nahrada
za antibiotika, ke kterym jsou kmeny rezistentni. Nejvétsi problém je to pak, kdyz se takova
rezistence vici vice antibiotikiim projevi u tzv. multirezistentnich kmenti, které jsou uz samy

0 sob& zavaznym problémem a né&jakou dobu uz se neobjevuji pouze v nemocnicich, Sifi se

1 v komunité.

Z toho vyplyva, Ze by rezistence méla byt dikladné monitorovdna, a to nejen
v jednotlivych zdravotnickych zatizenich, ale 1 ve vétSich epidemiologickych jednotkach, aby
se zabranilo dal§imu Sifeni. Naptiklad projekt EARS-net (European Antimicrobial Resistance
Survellance Network) shromaZzd’'uje a analyzuje informace o soucasném stavu bakterialni

rezistence a jejich trendech u klinicky vyznamnych, invazivnich bakterii [1].

Mezi bakterie pisobici zavazné problémy patii Enterococcus faecium, Staphylococcus

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa a druhy
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rodu Enterobacter, pro které se pouziva souhrnné oznaceni ,,ESKAPE®“. Velmi nebezpecné a

zaroven Casté jsou methicilin-rezistentni kmeny Staphylococcus aureus (MRSA).

Kwvli sifici se rezistenci je stale veétsi nutnost vyvoje novych antibiotik, ktera by mohla
nahradit ta, na kterd jsou kmeny rezistentni. Jedna se pfedevsim o potfebu antibiotik u¢innych
na multirezistentni a panrezistentni kmeny. Ztrata G¢innosti antibiotik je natolik zavazna, ze se
stava soucasti politickych rozhodnuti nejen v rdmci Evropy, ale celosvétove, a jsou zavadény

globalni 1 vnitrostatni antibiotické programy.
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2. Teoreticka cast

2.1.Bakterialni rezistence

Bakterialni rezistence je podle Svétové zdravotnické organizace schopnost bakterii
prezit plsobeni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) daného antibiotika. Minimalni
inhibi¢ni koncentrace je nejnizsi koncentrace antimikrobni latky, kterd za normalnich okolnosti
jesté zastavi rust daného mikroba. Tyto hodnoty jsou kategorizované a slouzi k porovnavani

pii vySetfovani citlivosti mikroba na dané antibiotikum [2, 3, 4].

Rezistentni mikroorganismy casto zpusobuji infekce v nemocnicich, coz mize byt
velmi nebezpecné hlavné pro pacienty na jednotkach intenzivni péce. Tyto bakterie ale mohou

zpusobovat infekce 1 mimo nemocnice a nékteré mohou byt soucasti ptirozené mikroflory [5].

Podle vzniku lze rozliSit dva druhy rezistence: pfirozend (primdrni) a ziskana
(sekundarni) rezistence. V ptipad¢ pfirozené rezistence jde o vlastnost, ktera vyplyva ze stavby
buiiky nebo z jejiho metabolismu. MiiZe jit napf. o absenci transportniho systému ¢i cilového
mista pro antibiotikum. Pfirozenou rezistenci vykazuji vSichni zastupci daného kmene a je tedy
mozné tuto vlastnost vyuzit k selektivni izolaci nebo identifikaci kmene. Piikladem takové

rezistence je tieba odolnost mykoplasmat k f-laktamovym antibiotikim [6, 7].

Ziskana rezistence je zavaznéjSim druhem odolnosti bakterii k antibiotikim. Vyskytuje
se u bakterii, které byly ptivodné k danému antibiotiku citlivé, ale po setkani s nim si vytvofily
rezistenci. K ziskani rezistence se vSak bakterie nemusi nutné s antibiotikem setkat, rezistentni
se muze stat i po prijmuti prislusného genu od jiné bakterie. Mechanismii vzniku ziskané
rezistence je sedm a tykaji se zneSkodnéni molekuly antibiotika, nebo cilové struktury,

na kterou antibiotikum pusobi [6].

2.1.1. Mechanismy vzniku rezistence

Mikroorganismy si mohou vytvofit rezistenci nasledujicimi zplsoby: enzymaticka
inaktivace lé¢iva, znemoznéni pfistupu k cilové struktufe, bakteridlni eflux, zabranéni aktivace
antibiotika, zmény mista plsobeni, nahrazeni zablokované metabolické drahy a syntéza

nadbytecného mnozstvi cilovych struktur [6].

2.1.1.1. Enzymaticka inaktivace l1é¢iva

S

V tomto ptipad¢ bakterie vytvaii enzymy, které maji schopnost pozmeénit strukturu
antibiotika nebo jej rozsteépit. Jako typicky piiklad 1ze uvést B-laktamazy, které Sté€pi Siroké

spektrum penicilinovych a cefalosporinovych antibiotik. Nadmérné pouzivani B-laktamt vedlo
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ke vzniku velkého mnozstvi typt jiz zminénych [B-laktamaz, a tedy k rozsifeni spektra

rezistence na tato antibiotika [6, 7].

Tento mechanismus rezistence je u bakterii velmi Casty. Jednad se o snadny a ucinny
zpisob vzniku odolnosti na antibiotika, kdy uz malé mnozstvi enzymu dokdze antibiotikum

inaktivovat. Tento druh rezistence se navic v populaci bakterii dokdze jednoduse rozsiftit [6, 7].

2.1.1.2. ZnemoZznéni pristupu k cilové strukture

Aby bylo antibiotikum u¢inné, musi se dostat do buitky. Tomu mohou bakterie zabranit
tfemi zpiisoby. Pfitomnost pouzdra, nebo vrstva hlenu mize znemoznit prichod skrz bunécnou
sténu. U gramnegativnich bakterii je ii€innou bariérou zevni membrana, ktera obsahuje poriny.
Kazda bakterie vytvari riizné druhy porint, kterymi se mize molekula hydrofilniho antibiotika
dostat dovnitf. Snizit prunik antibiotik do buiky je pak mozné zménou propustnosti daného

porinu, sniZenim jejich poctu, nebo doasnym zamezenim jejich tvorby [6, 8].

Posledni bariérou miize byt cytoplazmatickd membrana. Nékterd antibiotika totiz
pro vstup do bunky potiebuji transportni systém, Casto na ukor energie bunky (aktivni
transport). Bakterie pak mohou omezit aktivitu daného systému, nebo jej uplné vyradit, to vSak

pouze v ptipadé, neni-li nezbytny pro bunéény metabolismus [6].

2.1.1.3. Bakterialni eflux

Bakteridlni buniky timto zplsobem odcerpavaji nezadouci latky, vcetné antibiotik,
z intracelularniho prostoru. PouZivaji k tomu transmembranové pumpy, efluxni systémy. Tento
dé¢j je velmi energeticky naro¢ny, protoze dochazi Casto k transportu proti koncentraénimu
gradientu. Efluxni systémy poskytuji pouze ¢aste¢nou ochranu, protoZe odstraiiuji molekuly,
které jiz pronikly do buiiky, tudiz mély moznost navazat se na cilovou strukturu. Bakteridlni

eflux tedy spiSe sniZuje u€innost antibiotika, nez Ze by ho zneskodnil [6, 8].

Existuje nékolik druhli efluxnich systémii a kazdy mlZe odcerpavat né€kolik latek
najednou, takZe mohou zajiStovat rezistenci na né¢kolik antibiotik zaroven. Timto zpiisobem se

bakteridlni buiika zbavuje naptiklad makrolidd, sulfonamidf nebo fluorochinolont [6].

2.1.1.4. Zabranéni aktivace antibiotika

Tento mechanismus plati pouze pro antibiotika, ktera do bunky vstupuji v inaktivni
form¢ a uvniti buniky jsou teprve aktivovana. Ptikladem jsou nitroimidazoly. Bakterie muze
snizit mnozstvi aktivujiciho enzymu nebo dusledkem mutace produkovat neucinny enzym.

Antibiotikum tak zlstane v neu¢inné forme a bakterii neublizi [6].
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2.1.1.5. Zmény mista piisobeni

Riazna antibiotika maji rizna cilova mista naptiklad enzymy, nékteré stavebni prvky
bunécné stény, cytoplazmatické membrany nebo ribozomy. Pozménénim této struktury k ni

antibiotiku ztrati afinitu [6].

Ke zmén¢ mize dojit mutaci genu pro dany enzym, kdy dochdzi v nejlepsim ptipadé
k drobné zmén¢ v aktivnim centru enzymu, a tedy k ztraté afinity antimikrobni latky, ale

fyziologicka funkce enzymu je zachovana [6, 9].

Dalsim, komplexnéj$im, typem modifikace je zména metabolické drahy, na kterou
antibiotikum pisobi. Je tomu tam napiiklad u rezistence k vankomycinu, kdy dochdzi k zaméné
D-alaninu za D-laktat pii syntéze peptidoglykanu. Viabilita builky neni ovlivnéna, ale

antibiotikum ztraci cilové misto zasahu [6, 9].

Bakterie mohou také poupravit cilové molekuly dodatecné. Ptikladem pozdé&jsi
modifikace je methylace ribozomu nebo peptidy rodiny Qnr chranici bakteridlni gyrazu

pred fluorochinolony [6].

2.1.1.6. Nahrazeni zablokované metabolické drahy

V ptipadé, Ze je nekterd dilezitd metabolicka draha jiz zablokovana, mohou bakterie
vyuzit alternativni drahu. Tato draha sice miize byt méné vykonna, ale dostacuje k preZiti.
Prikladem uziti alternativni drdhy je kompenzace pusobeni sulfonamidli u enterokoki.
Sulfonamidy bloku;ji syntézu kyseliny tetrahydrolistové, enterokoky vSak poté za¢nou vyuzivat

kyselinu listovou z okolniho prosttedi, kde je ji dostatek [6].

2.1.1.7. Syntéza nadbyte¢ného mnozstvi cilovych struktur

Pokud je cilovou strukturou antibiotika enzym, miiZe buiika po jeho zablokovani zvysit
jeho syntézu. Tento mechanizmus je sice kvili energetické naro¢nosti syntézy proteinli méné

vyhodny, ale miZe se jednat o jednu z cest k pfeziti [6].

Zvysena tvorba miize byt ale 1 u jinych cilovych struktur. Naptiklad u intermedidrni
rezistence k vankomycinu u stafylokokt dochazi k zvySeni syntézy peptidoglykanu a k zesileni
této vrstvy. Diky tomu se molekuly antibiotika nedostanou v dostate¢ném mnozstvi k cilové
struktuie. Podobny mechanismus vyuzivaji 1 mykobakterie, které tvofi molekularni mimikry.
Syntetizuji peptidy, které strukturou imituji molekulu DNA, molekuly fluorochinolonovych

antibiotik se potom navazou na tyto ,,imitace* a skute¢cna DNA je chranéna [6, 9].
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2.1.2. Sifeni rezistence

Protoze je rezistence geneticky podminéna, ptedava se stejnym zpisobem jako vSechna
genetickd informace. Pokud poskytuje selekéni vyhodu, bakterie s timto genem se zacnou
v populaci prosazovat vice a vice na tkor citlivych bakterii. Tato geneticka informace se poté
prenadsi z materské builky na dcefiné. Tato cesta pfenosu rezistence se nazyva klonalni

Sifeni [6, 10].

Oproti tomu horizontalni Sifeni je zaloZeno na pfenosu rezistence mezi builkami
z raznych kloni, riznych druhii nebo rodt. Horizontalni pfenos genetické informace je zdrojem
genetické rozmanitosti mezi klony a ma tedy vyznam jako pohlavni rozmnozovani u vyssich

ty, jez se $ifi pouze vertikalné [6, 10].

Horizontaln€ se mohou §ifit mechanismy kédované pouze jednim genem, které se Siti
rezistence jednim genem s sebou vsak nese jisté nevyhody. A to pfedevsim to, ze ¢innost tohoto
genu neni fizena a buitka miZze byt nucena tvofit produkt v nadbytku. Tim se snizuje jeji
konkurenceschopnost a vitalita. Po dobu trvani selek¢éniho tlaku je gen pro bakterii nezbytny,
muZze byt pfedavan i regulacni gen, ktery spusti expresi v dobé potieby (inducibilni exprese),
nebo muze bakterie informaci o rezistenci ponechat na plazmidu, nevclenovat ji
do chromozomu, geny budu aktivni neustdle (kontinudlni rezistence), buiika se vSak muze

plazmidu kdykoli zbavit [6].

Samotné mechanismy horizontalniho Sifeni jsou nasledujici:

2.1.2.1. Konjugace
Konjugace je ptenos genetické informace zprosttedkovany plazmidy. Pii konjugaci se
k sob¢ bunky pfiblizi a spoji se pomoci specialniho vybézku cytoplazmy, tzv. sex pilu. Timto

kanalkem poté projde kopie plazmidu do buiiky, ktera danou informaci neobsahuje [6].

Plazmid je maly extrachromozomalni kruhovy usek DNA, ktery se nachazi volné
v cytoplazmé buiiky. Mohou obsahovat jeden, ale 1 vice gend, které pak buiika mize vyuzivat
stejné jako vlastni DNA. Pokud plazmid obsahuje nepotiebnou informaci, buitka se ho mtze
snadno zbavit. Pfenos rezistence zprostiedkovavaji R-plazmidy, ale plazmidi samotnych je

nekolik raznych druhti [6, 7].
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2.1.2.2. Transdukce

Pti transdukci je genetickd informace pfenesena bakterialnim virem — bakteriofagem,
ktery se prichyti na bunku a svou genetickou informaci vpravi do bunky. Uvnitt se DNA miize

vClenit do genetické informace bakterie, nebo buiikku usmrti [6, 11].

2.1.2.3. Transformace

V prostiedi se volné nachazeji vlakna DNA, kterd nejcastéji pochazeji z uhynulych
bakterii. Bakterie tato vldkna mohou pfijmout a ziskat novou genetickou informaci. Nejspise se
tak ale déje za ucelem zisku nukleotidi nez novych gent. Okolnosti vyuziti ziskaného vlakna

DNA jako zdroj genetické informace jesté nejsou spolehlivé prozkoumany [6].

2.1.2.4. Transpozice

Tento zplsob Sifeni rezistence je zprostiedkovany transpozony. To jsou malé useky
DNA schopné premistit se, pfeskakovat mohou v ramci chromozomu, ale i z plazmidu
na chromozom a opacné. Je mozny i ptresun z chromozomu jedné bakterie na chromozom
bakterie jiné. Po zabudovani do vlakna DNA se transpozony stavaji trvalou soucasti genetické

informace [6].

2.1.3. Priciny vzestupu a Sifeni mikrobialni rezistence

Antibioticka rezistence se vyskytuje pfirozené diky genetickym zmé&nam a rezistentni
organismy se nachazeji v lidském organismu, zvitratech, rostlinach, jidle i v Zivotnim prostfedi.

Rezistence se pak miize §ifit mezi lidmi, ale i mezi riznymi druhy [12].

Pticin Sifeni rezistence po svété je n€kolik. Vzestup rezistence je zplisoben zvySenou
spotfebou antibiotik, jejich zbytecnym, nevhodnym a neopravnénym uzivanim, v n¢kterych
zemich kviili nedostatku &isté vody a hygieny jak u lidi, tak u zvifat. Sifeni také podporuje
chabé povédomi a informovanost o tomto problému, Spatnd dostupnost kvalitnich a cenové
dostupnych 1éc¢iv, vakcin a diagnostickych postupt. Mimo jiné ale i nedostate¢na legislativa

v oblasti vydeje antibiotik [12, 13].

Podle studii zaméfenich na praxi v predepisovani antibiotik pfedstavuje nevhodna
preskripce 50-80 %. V poslednich letech bylo také prokdzano, Ze pouzivéani antibiotik
na bandlni, samouzdravné infekce ma na jejich klinicky pribéh pouze maly nebo Zadny

ucinek [13].
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Intervence pro omezeni nartstu rezistence snizenim spotieby antimikrobnich latek musi
byt komplexniho charakteru a dotykat se zdravotnickych profesionalt i laické vefejnosti,
protoze pouzivani a spotieba antibiotik je ovlivnéna fadou socioekonomickych a kulturnich
faktorti. Dobrou t¢innost mohou mit piedev§im preventivni opatfeni, ta eliminuji potencialni
rizika rozpoznana systémem surveillance. Nekontrolované Sifeni rezistence se pak opatfenimi

ovlivni hife [13].

2.1.4. Epidemiologie a vyskyt

Rezistence na antimikrobni latky narGstd a predstavuje celosvétovou hrozbu
pro zdravotni stav populace. Vyskyt rezistence se dlouhou dobu omezoval na specializovana
oddéleni s vysokou spotiebou antibiotik (napf. jednotky intenzivni péce). Béhem osmdesatych
let se rezistence rychle rozsifila i mezi bézné bakterie v komunité. V devadesatych letech se

situace jest¢ zhorsila a rezistence se stala hrozbou globalné [13].

Po celém svéte stoupd incidence rezistentnich piivodci béznych bakteridlnich infekci
vylucovaciho systému, dychacich cest, sepsi, sexudln¢ prenosnych onemocnéni a stfevnich
infekci. Hrozbou jsou globaln¢ rozsifené pneumokoky rezistentni k penicilinu. Nebezpecna je
také multirezistentni tuberkul6za (MDR-TB), v roce 2018 bylo zaznamenano asi ptl milionu
novych pfipadi rifampicin-rezistentni tuberkuldzy, kdy drtiva vétSina byla multirezistentni.
Vzristd rezistence u gramnegativnich bakterii, jde pfedev§im o kmeny enterobakterii

rezistentnich k cefalosporinim 3. generace nebo enterobakterie produkujici enzymy

inaktivujici betalaktamy [13, 14].

Mira rezistence Escherichia coli k ciprofloxacinu Casto uzivaném pii 1écbé infekei
vylu€ovaciho systému stoupla z 8,4 % na 92,9 %. Po celém svété je rozSifena rezistence
Klebsiella pneumoniae ke karbapenemim. K. pneumoniae je Castym pluvodcem
nozokomialnich nékaz, v n€kterych zemich se tato rezistence vyskytuje i u vice nez 50 %
pacientll. Jako nahrada se pak pouziva kolistin, ke kterému uz byla rovnéz v n¢kterych zemich
zaznamenana rezistence. S. aureus je Castym puvodcem infekci jak v komunité, tak
v nemocnicich. U pacienti s MRSA je o 64 % vyssi riziko umrti neZ u pacienti s citlivymi

kmeny [12, 14].

V ramci Evropy se rezistentni kmeny vyskytuji €astéji v jizni a jihovychodni Evropé
nez vseverni Evropé. Pravidelné je zaznamenavan vyskyt kmeni MRSA a v disledku
pouzivani vankomycinu pro lécbu MRSA infekci se objevuji 1 enterokoky rezistentni

k vankomycinu (VRE) a kmeny Staphylococcus aureus se snizenou citlivosti k vankomycinu
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(VISA). U vice nez tfetiny evropskych statii je vyskyt MRSA u invazivnich izolatl z krve vice
nez 25 %. V Ceské republice ziistava v poslednich letech vyskyt MRSA pod 15 %, naopak
dochazi k vzestupu ptitomnosti VRE [14].

Mimo celosvétové Sifeni rezistence dochédzi i k smyvani rozdild mezi infekcemi
v nemocnicich a komunité. Multirezistentni kmeny se zacinaji vice a vice vyskytovat
v komunit¢ a naopak. Problém antibiotické rezistence vyzaduje spojeni mnoha sektora
tykajicich se nejen Cloveka, ale 1 zvifat a rostlin. Pro feSeni tohoto problému existuji jak statni,
tak mezinarodni programy, které maji zajistit vysokou kvalitu pouzivanych antibiotik tedy
ucinnou, bezpecnou a nakladové efektivni 1écbu pii omezeni rizika vzestupu rezistence

[12, 14].

2.1.5. Problémové druhy bakterii

V pfilozeni tabulce jsou uvedeny nejvyznamnéjsi druhy bakterii s rostouci rezistenci.

Tyto druhy zptsobuji nejvétsi potize.

Tabulka 1: Problematické rezistentni druhy bakterii [15]

Bakterie Rezistence na antibiotika

Staphylococcus aureus oxacilin i jind ATB

Streptococcus pneumoniae PNC, makrolidy

Enterococcus spp. glykopeptidy (vankomycin)

Klebsiella pneumoniae a dalsi

enterobakterie cefalosporiny II. — IV. generace, fluorochinolony
Helicobacter pylori metronidazol, makrolidy

Mycobacterium tuberculosis isoniazid, rifampicin

Pseudomonas aeruginosa a dalsi vSechny beta-laktamy, aminoglykosidy,
nefermentujici tyCinky fluorochinolony

2.1.6. Rezistence, tolerance a perzistence

Tyto tfi pojmy se Casto uzivaji v podobnych situacich a byvaji zaméiovany, ale kazdy

oznacuje trochu jinou situaci [6].

Rezistence je skutecnost, kdy jsou bakterie odolné vici terapeutickym koncentracim
antibiotika. Tedy rostou a mnoZzi se v pfitomnosti antibiotika stejn€, jako kdyby v pade
obsazeno nebylo. Rezistence je vzdy geneticky podminéna a ptfendsi se z matetské bunky

na dcefiné [6].
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V ptipadé tolerance jsou bakterie antibiotikem zabijeny, ale dochéazi k tomu vyrazné
pomaleji, nez tomu tak je u daného druhu bézné. Tolerance je projevem adaptace. Vznika
genetickou zménou, ale i hladovénim a plisobenim stresu. Za téchto okolnosti mize dojit
ke zméné metabolismu, a tedy snizeni syntézy nékterych latek, na které dané antibiotikum
pusobi. Efekt dané antimikrobni latky se v tom ptipadé projevi az s odstupem. Pokud je
bakteridlni kmen k antibiotiku tolerantni, hodnota MIC je shodna s MIC citlivého kmene.
Toleranci tedy Ize zjistit analyzou rustovych kfivek bakteridlni populace. Ke kvantitativnimu
hodnoceni se pouziva parametr MDK (minimum duration for killing). MDK stanovuje nejkratsi

¢as nutny k usmrceni 99 % bakterialni populace [6, 16].

Perzistence se na rozdil od rezistence a tolerance netyka populace jako celku, ale
oznacuje stav, kdy nékolik bakterii z populace ptejde do dormantniho (spiciho) stavu sniZenim
své metabolické aktivity. V dormantnim stavu jsou bakterie odolné vii¢i antibiotikiim. Téchto
bunék obvykle nebyva vice nez 1% celé populace. U rezistence a tolerance se jedna
o genetickou odlisSnost, zatimco zde maji spici bakterie shodny genom jako zbytek populace.
Bakterie v dormantnim stavu miiZeme povazovat za zivotni strategii, za jakousi pojistku pteziti.
Pokud nastanou neptiznivé podminky, které populace bakterii neptezije, dormantni bakterie se
po jejich preckani zacnou mnozit a vytvofi novou populaci se stejnymi vlastnostmi jako
populace puvodni. Kvantifikace tohoto stavu je obtiznd pravé kvili tomu, ze v dormantnim
stavu se nachazi pouze n€kolik bunék z celé populace. Pfitomnost perzistence se urcuje pomoci
rustovych kiivek populace, kde se stanovuje MDK 99,99, tedy €as nutny k usmrceni 99,99 %

populace [6].

2.1.7. ZK¥iZena rezistence a multirezistence

Bakterie rezistentni k jedné latce mohou vykazovat rezistenci 1 k jinym chemicky
podobnym antimikrobnim latkdm. Jako piiklad Ize uvést sulfonamidy. Pokud vznikne
rezistence na jeden piipravek, bunika bude rezistentni i na ostatni sulfonamidové ptipravky.
DalSimi ptiklady jsou tetracykliny, nitrofurany a makrolidy. U vSech ¢tyt skupin jde o vysoky
stupen zkiiZené rezistence: stupné rezistence se k jednotlivym pfipravkim téméf rovnaji. Mimo
to se muze vyskytovat i1 Castecné zkiiZzend rezistence, ta byla objevena u neomycinu,
streptomycinu a kanamycinu. V tomto pfipad€ muize byt riizného stupné podle odolnosti dané

molekuly k inaktivujicim enzymtim [8].

Vyskytovat se vSak mize 1 rezistence k nékolika chemicky nepodobnym antimikrobnim

latkdm, jedna se o sdruZenou rezistenci. Pokud je bakterie rezistentni na 3-6 antibiotik, mluvime
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o multirezistenci, a oznaceni polyrezistence se pouziva v pfipadé rezistence na vice nez Sest

antibiotik [8].

V ramci multirezistence byl v roce 2012 pfijat systém hodnoceni, ktery zahrnuje tfi
kategorie. MDR se pouziva, je-li bakteridlni kmen rezistentni alespoil k jednomu ze ti riiznych
relevantnich skupin antibiotik. XDR znamend rezistenci kmene na alesponn k jednomu
piipravku z vétSiny relevantnich skupin antibiotik, tim padem zbyva pouze jedna, nebo dvé
skupiny antibiotik, které jsou ucinné. Tieti kategorie je ,,pandrug® rezistence PDR, ktera

oznacuje rezistenci kmene ke vSem relevantnim antibiotikiim [6].

2.2.Modifikace znamych antimikrobnich latek jako zdroj novych l1éciv

V soucasné dob¢ jsou nova lé¢iva vyvijena na zaklad¢ péti pristupi. Nahodily screening
zahrnuje testovani velkého mnozstvi latek ptipravenych ve farmaceutickém vyzkumu na mozné
antimikrobni u¢inky. Objevovani ztraceného se zaméfuje na studium starSich praci, kdy se
hledaji latky, které¢ nemohly byt v dobé& publikovéani dostatecné docenény. Dal§im ptistupem je
kombinatorialni chemie, kterd bere pro syntézy ptiklady z ptirody. Vznikne tzv. knihovna, kde
je smés latek s nekompletnimi informacemi o struktufe. Ta se zjiStuje az po prokdzani
potiebnych vlastnosti. Pfedposlednim piistupem je vyuzivani poznatkd z obori pfibuznych
farmaceutické chemii, pfedev§im biochemie a klinickych medicinskych obord. Posledni je
obménovani struktury jiz existujicich 1é¢iv vychazejici z poznatkli o vztahu mezi chemickou

strukturou a t€inkem [17, 18].

U jednotlivych skupin 1é¢iv 1ze metodou logickych aplikaci vymezit ,,konstitu¢ni oblast
ucinku®. Ptipravit tedy u¢innéjsi latky, slouceniny s odliSnou délkou aktivity, se specifickou
distribuci do wurcité tkan€, s méné vyraznymi vedlejSimi ucinky nebo vyhodnéjSimi
organoleptickymi vlastnostmi. Pod4dvana latka mtze byt i€innd az jako metabolit, t€mto latkam
se pak fika proléciva [17].

Siroké moznosti modifikaci jsou predevsim u jednodussich molekul. P¥i modifikacich
reaktivnich mist a zaménitelnych skupin v molekule. Piikladem obmény struktury ptirodnich
latek jsou silna analgetika vychdzejici z morfinu, spasmolytika odvozena od atropinu nebo
chinolinovd antimalarika. Modifikovany mohou byt ale i1 syntetické latky, ptikladem jsou

hypnotika piperidinového typu, jejichz zdkladem jsou barbituraty [17].
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U¢inna latka také musi mit potiebné fyzikalng-chemické vlastnosti, které ovliviiuji
ucinek a chovani latky v organismu. Sledovan je vliv rozpustnosti, ionizace (bazicity a

kyselosti), prichod bunéénymi membranami, adsorpce na rozhrani fazi apod. [17].

Pii modifikaci struktury se pohlizi na poznatky o izomerii, homologii, analogii a

prolécivech.

2.2.1. Izomerie

Izomerie je charakterizovdna rGznym strukturnim uspofadanim latek se stejnym
sumarnim vzorcem. Tyto latky se nazyvaji izomery. Izomerie podmiiiuje rozdilné fyzikalni i
chemické vlastnosti a je jednou z pfi¢in rozmanitosti a pocetnosti hlavné u organickych
sloucenin. To plati i pro 1éCiva, izomerie je vyznamnym faktorem, jenz ovliviiuje U¢inek a

vlastnosti 1é¢iva [17, 19, 20].

RozliSujeme izomerii konstituéni (strukturni), kterd je déna rGznou povahou a
uspofadanim atomu i vazeb v molekule, a izomerii prostorovou (stereoizomerie), u niz maji

molekuly rozdilné usporadani atoma v prostoru [17, 20].

2.2.1.1. Konstitu¢ni izomerie

U alifatickych latek a sloucenin substituovanych aspon tfiuhlikovym alkylem se
setkdvame s izomerii fetézcovou. U této izomerie jde o rozdilné vétveni uhlikového fetézce a
podle sdruzeni atomi v fetézci rozeznavdme uhlik primdrni, sekundéarni, tercidrni a

kvartérni [17, 21].

Retézcové izomery se lidi chemickymi vlastnostmi, které ovliviiuji rtizné moznosti
biotransformace, 1 fyzikadlnimi vlastnostmi, jez ovliviiuji rychlost transportu molekul.
Nejvyraznéji se tato izomerie projevuje u rozvétveni v blizkosti reaktivni funkéni skupiny.
Vlivem sterického stinéni dochazi ke sniZeni pravdépodobnosti reakce mezi prostfedim a

funkéni skupinou [17].

Polohova izomerie se vyskytuje u derivati uhlovodiki, kde se mohou substituenty vazat
na rizné atomy zakladni uhlovodikové kostry. U 1€Civ je to nejCastéji benzenovy kruh, ale i
heterocyklicky, alifaticky a alicyklicky skelet. U polohovych izomerl je pak Casté, Ze jejich
ucinek je vice méné stejny, ale u nékterych izomeri se objevuje rozdil v G€inku nebo je Gcinek

vazan na specifické polohové seskupeni [17, 20, 21].
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Pfi¢inou razného ucinku strukturnich izomerth mohou byt rizné fyzikalné-chemické
vlastnosti, jez maji vliv na vstfebavani a distribuci latky v organismu, nebo rozdilna odolnost

izomerl k metabolickym zménam [17].

2.2.1.2. Stereoizomerie

Nékteré stavebni jednotky makromolekul biopolymert se vyskytuji ve form¢ jednoho
z enantiomeru, napiiklad L-aminokyselina v bilkovinach. Tyto latky jsou opticky aktivni a diky
nim je organismus komplexnim soustavou chiralnich latek a zivotni déje v ném probihaji
s vysokou stereoselektivitou. Je tomu tak napiiklad u enzymatickych reakci. Prostorové
uspotadani je diilezité i u celé rady 1éciv, protoze vétSinou interaguji s makromolekularnimi

systémy se specifickym prostorovym uspotfadanim, jako jsou napt. receptory [17].

Stereoizomery se mohou lisit v uc¢inku jak kvantitativné, tak kvalitativné. Prostorové
uspofddani muze mit vliv vjakékoli fazi farmakokinetiky od podani latky do téla.

Stereoizomery mohou také vykazovat rozdilny vyskyt vedlejSich a toxickych G€inkt [17].

V ramci stereoizomertt rozliSujeme optickou, geometrickou izomerii a izomerii

zalozenou na rtizné konformaci [17].

2.2.1.2.1. Opticka izomerie

Pfi¢inou optické izomerie je asymetrie molekulové stavby, tato molekula se nazyva
chirdlni. U organickych latek ma chiralitu ,,na sv€édomi‘ nejcastéji uhlik se ¢tyfmi riznymi
substituenty (asymetricky uhlik). I jiné prvky vSak mohou tvofit asymetrické centrum, napf.
jsou to kiemik, dusik, sira, fosfor a kovy v komplexnich slou¢eninach. Pfitomnost
asymetrického prvku nemusi byt jedinou ptic¢inou optické izomerie, rozhoduje i chiralita celé
molekuly. Tyto latky se projevuji optickou aktivitou, tj. schopnosti stacet rovinu linedrné

polarizovaného svétla [17, 22].

Latka sjednim chirdlnim atomem se vyskytuje ve dvou optickych izomerech,
enantiomerech. Enantiomery jsou vzdjemné svymi zrcadlovymi obrazy, jenz se Zadnym
nato¢enim nedaji ztotoznit. Vedle toho se 1isi smyslem optické otacivosti. Pravotocivy izomer
znaceny (+)- a levotoc¢ivy (-)- maji stejnou absolutni velikost optické otacivosti, proto je smés

stejnych mnozstvi obou izomert opticky inaktivni. Tato smés se nazyva racemat [17, 19, 22].

Enantiomery maji stejné fyzikalni vlastnosti a v nechirdlnim prostiedi 1 chemické
vlastnosti. Rozdilna je u nich schopnost reagovat s jinymi chiralnimi latkami, toho se vyuziva

u stereospecifickych reakci v zivych organismech a jednotlivé izomery se 1isi v biologické
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aktivité. Mezi enantiomerem a receptorem se pii stereoselektivnich reakcich predpoklada

tiibodovy kontakt, tedy soulad ¢i nesoulad mezi latkou a vazebnymi misty receptoru [17, 21].

S pfibyvajicimi centry chirality pfibyva i pocet pravdépodobnych izomert, u latky s n
asymetrickymi centry bude 2" izomerti. Soucasn¢ kazdé jejich dvojici odpovida racemat, proto
je pocet racematli poloviéni nez pocet izomerti. Dvojice izomerd v racematu je vuci jinému
racematu diastereoizomerni. Diastereoizomery se od enantiomerti 1iSi optickou otacivosti,

chemickymi i fyzikalnimi vlastnostmi [17, 19].

Pokud molekula obsahuje rtizné asymetricka centra, plati vztah uvedeny v ptfedchozim

odstavci. Jestlize jsou centra stejnd, pocet stereoizomerti bude mensi.

Steroizomery nejsou konfiguraéné stalé, preméné, chiralni interkonverzi, podlé€haji
pusobenim piedevsim pH, teploty a pfitomnosti enzymi. U latek s jednim chirdlnim centrem
muze dojit k racemizaci, pfeméné opticky aktivniho enantiomeru na inaktivni racemat.
U molekul s vét§im mnozstvim chiralnich center mize dojit k epimeraci, kdy dojde ke zméné
konfigurace na jednom a vice centrech, ne vSak na vSech najednou. Tim vznikne stale opticky
aktivni diastereoizomer. K témto zménam mulze dojit ve farmaceutické fazi, ale i1
ve farmakologické fézi, tj. po podani do organismu. K epimeraci snadno dochéazi napf.

u tetracyklinu (Obrdzek 1) [17, 21].

Obrazek 1 Tetracyklin

Rozdilné biologické chovani je a bude divodem k Cast&jSimu nahrazovani racemati
aktivnimi enantiomery. K jejich syntéze se mohou vyuZit bud’ opticky aktivnich pfirodnich
surovin, kdy je zachovana opticka Cistota produktu, nebo se pouzije racemat, ktery je rozStépen.
Stépeni se provadi prevedenim na diastereoizomerni latky (soli, estery, molekularni
komplexy...) nebo uzitim mikroorganismu ¢i enzymil. Rozdéleni je mozné i chromatograficky
na chirdlnich sorbentech. V poslednich letech bylo dosazeno velkych pokroki

u enantioselektivnich syntéz [17].

2.2.1.2.2. Geometricka izomerie
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U geometrickych izomer nedovoluje rigidita vazby mezi atomy volné otaceni na né

véazanych atomu a skupin. Casto je tato izomerie disledkem rigidity dvojné vazby [17, 21, 22].

Substituenty napojené na dvojné vazané atomy miizeme rozd¢lit na cis-substituenty
lezici na stejné strané referencni roviny dvojné vazby (prochdzi obéma dvojné vazanymi atomy
a je kolma na rovinu substituentll na atomy navazanych) a trans-izomery, kde substituenty lezi
kazdy na jiné strané roviny. V soucasné dob¢ je vSak spiSe preferovana terminologie E/Z, kde
konfigurace Z odpovida cis- (pomiicka z némciny zusammen = spolu) a konfigurace £ je

pro trans- (entgegen = proti) [17, 21].

Druhy typ geometrické izomerie najdeme u nasycenych cyklickych systémd.
Schematicky lze fict, Ze atomy tvofici kruh jsou v jedné roviné a atomy na né navazané se

nachazeji bud’ v téze roviné, nebo na opac¢nych stranach [17].

Geometricka izomerie nezavisi na typu atomu, ktery tvofi kruh, miiZe to byt uhlik, ale 1
jiné atomy. Tato izomerie se vyskytuje také u ortho-kondenzovanych cykli. Zde miize byt

spojeni cykli rovnéz cis- nebo trans- [17].

U sloucenin se c¢tyfmi rozdilnymi substituenty je pouzivani cis- a trans- afixl
nejednoznacné. V tomto piipadé se pouziva rovnéZ systém E/Z. Urcuje se vzajemna poloha
dvou preferovanych substituentti, jejichz priorita se urcuje podle protonovych cisel a podle

jejich vzajemné polohy se urc¢i E/Z kontigurace [17, 19].

I u geometrické izomerie pfedstavuji izomery riiznd individua a vykazuji rozdilné
fyzikalni 1 chemické vlastnosti. Vyskytuji se jako pomérné stalé¢ slouceniny a pro jejich
preménu je nutno dodat energii. Rozdilné vlastnosti se projevuji i v u€inku léciv. Diky riznému
prostorovému uspofadani a vzdalenosti substituentli nezaujmou izomery na receptoru stejné

misto a jejich biologicka aktivita se bude liSit [17].

2.2.1.2.3. Konformaéni izomerie

Konformacéni izomerie vychazi z volné rotace atomii nebo atomovych skupin kolem
jednoduché vazby. V alifatickych slou¢eninach je za normalnich podminek otac¢ivost volna, ale
z energetickych divodi existuji zvyhodnéné polohy — konformace. Energetické rozdily
jednotlivych konformaci nejsou tolik rozdilné a snadno tedy pifechazeji jedna v druhou.
Izomery necyklickych sloucenin proto nelze izolovat a vzhledem k u¢inku 1é¢iva se jejich vliv

neprojevi [17, 19, 22].
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Z pohledu 1é¢iv je vyznamnéjsi konformacéni izomerie cyklickych sloucenin, u nich je
mozné otaceni kolem vazeb C-C omezit az téméf vyloucit. Alicyklické slouceniny nemayji
rovinné uspofadani (az na cyklopropan), cyklobutan ma napt. konformaci ¢tverce ohnutého
kolem uhlopficky. Nejstabilnéjsi konformace cyklopentanu je ,,obalkova“ konformace.
U cyklohexanového kruhu existuji dvé formy bez uhlového pnuti: konformace zidlickova a
vanic¢kova. Vanickova konformace je méné Castd, vétSinou vznika kvili strukturnim dtvodim.
Substituenty jsou kcyklu pfipojeny bud ekvatoridlnimi (e), nebo axidlnimi (a)

vazbami [17, 19].

Axidlni vazby jsou kolmé k rovindm ur¢enym nesousedicimi atomy, ekvatorialni vazby
se od téchto rovin mirn¢ odchyluji. Na ekvatorialnich vazbach jsou vazebné interakce mensi
nez na axidlnich, a proto budou termodynamicky stabilnéjsi ty izomery s nejvétSim poctem
substituentll na ekvatoridlnich vazbach. Vazba na téchto vazbach mé vliv 1 na reaktivitu.
Substituent v ekvatorialni poloze je pristupnéjs$i reakcim. Axidlné navadzany substituent je

stinén cyklem, vodikovymi vazbami a jinymi vazbami u ostatnich axidlnich poloh [17].

Rozdilna stavba izomerti ma vliv na fyzikalni, chemické i biologické vlastnosti. Jako
u pfedchozich typi stereoizomerie miize byt rozdil ve vstfebavani, transportu, metabolismu,

eliminaci nebo vazb¢ na receptor [17].

2.2.2. Homologie

Pii homologii dochazi ke zméné délky uhlovodikového fetézce o -CHz-, je to
nejjednodussi zména predlohové struktury. Z farmaceutického hlediska jsou rozliSovany dva
druhy homologie. Pokud dochazi ke zméné délky postranniho alkylového fetézce, jedna se
o alkylovou homologii. O alkylenovou homologii jde, pokud dochazi ke zméné délky

spojovaciho fetézce [17, 23].

Homologie ma prakticky vyznam pro studium vlivu velikosti molekuly ménéné latky
na fyzikalné-chemické 1 biologické vlastnosti. Pii alkylové homologii jsou kvantitativni zmény
v biologické aktivité podminény zménou fyzikalné-chemickych vlastnosti. Zmény fyzikéalné-
chemickych a biologickych vlastnosti nejsou béhem homologickych fad vzdy pravidelné.
bod¢ dosdhne maxima a nésledné klesa. V dal§im ptipadé je ucinek nejvyssi u prvniho €lena a
postupné klesa, mlize tomu byt i naopak, kdy ucinek postupné nartistd. Ménég Casta je inverze

ginku [17, 21].
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U alkylenové homologie dochéazi k podstatnému sniZzeni nebo k Gplnému vymizeni
aktivity. Je tomu tak, protoze ucinek latek na receptor vyzaduje zachovani vzdalenosti mezi
atomy a zména délky spojovaciho fetézce tuto vzdalenost porusi. Prodluzovani uhlikatého
fetézce muze dojit ke kvalitativnimu zvratu ucinku, vyssi ¢lenové fady pak inhibuji G¢inek
nizsich. Zména biologického ucinku muze byt také zavisla na lichém nebo sudém poctu uhliki
ve spojovacim fetézci. Homology s lichym poctem uhliku maji vyssi aktivitu, coz souvisi
s neschopnosti metabolizace B-oxidaci. Prodluzovani spojovaciho fetézce zptisobuje i zmény

v transportu po organismu a zpusobu exkrece [17].

2.2.3. Analogie

Analogie nabizi Siroké mnoZstvi moznosti pro obmény latek. Podle chemické zmény
jsou rozeznavany tyto typy analogie: hydrogenace a dehydrogenace, analogie alkylova,
analogie radikalové, izosterie, analogie funkcnich skupin, analogie kruhi, modely a zdvojeni

molekul [17].

2.2.3.1. Hydrogenace a dehydrogenace

Jedna se o nejjednodussi typ analogie. Analog se od pivodni latky 1isi pfitomnosti ¢i
nepiitomnosti ndsobné vazby, tedy poctem na sousednich atomech navazanych vodikii. Tato
zdéanlivé mald zména struktury mé za nasledek zménu fyzikalné-chemickych nebo chemickych
vlastnosti. Hydrogenace a dehydrogenace tedy muze ucinek ovlivnit jak kvantitativné, tak
kvalitativné. Kvalitativni zmény nastavaji, kdyz dojde ke zméné stereochemického uspotradani

molekuly [17, 24].

Hydrogenace je Casto vyuzivano k pfipravé parcidlné-syntetickych derivati prirodnich
latek s izolovanou dvojnou vazbou v molekule nebo se pouzivéa pii modifikaci ndmelovych

alkaloidli. Dehydrogenace se pouziva pii zméné struktury steroidnich hormoni [17].

2.2.3.2. Alkylova analogie

Alkylova analogie je zaloZena na obméné vodiku nebo alkylu vdzaného na atomu
puvodni latky, nejCastéji na uhliku, ale 1 dusiku nebo kysliku, n&jakym jinym alkylem,
cykloalkylem nebo alkoxy skupinou. Casto se provadi nahrada vodiku navazaného na uhlik
methylovou skupinou, toho se vyuzivé ke sterickému stinéni lehce $tépitelnych vazeb. Dale se
pouziva nahrada vodiku nebo alkylu za nenasyceny uhlikaty zbytek. Provadi se i modifikace

vzajemnou vymeénou alkyll [17, 23].
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Zameénou alkyli maze dojit 1 ke kvalitativni zméné ucinku. Kromé zvyseni, ¢i snizeni

biologické aktivity, se mtize u¢inek posunout, ale mize dojit az k jeho inverzi [17].

2.2.3.3. Radikalova analogie

Radikalova analogie je Siroce vyuzivana a provadi se zdménou vodiku nebo alkylu
predlohové latky za aryl ¢i naopak. I u této analogie se uplatiiuje vzajemna vymeéna, tentokrat
aromatickych zbytka. Ptipadné se provadi jejich vyména za heterocyklus ¢i cykloalkyl.
V nékterych piipadech se radikdlova analogie ptekryva s izosterii v kruzich, je tomu tak

predevsim pii zdmeéné arylu a heterocyklu [17, 23].

Ucinek pii radikalové analogii ziistdva Casto stejny, miize byt zvySen nebo snizen a
v n¢kterych ptipadech mize dojit ke kvalitativnimu zvratu. To mize nastat napf. pfi zaméné

nestejné velkych aryla [17].

2.2.3.4. Izosterie

Izosterie je postavena na poznatku, Ze rizné atomy ¢i atomova seskupeni mohou plnit
podobnou nebo stejnou funkci. Podminkou je zachovani stejného mnozstvi valen¢nich
elektronti, ptiblizné stejného prostorového uspotradani a velikosti. Tyto skupiny jsou nazyvany
izosterni a latky, které je obsahuji, se oznacuji izostery. Izostery Casto vykazuji podobné

fyzikaln¢é-chemické, chemické a tim padem i biologické vlastnosti [25, 26].

RozliSuji se izostery prvniho a druhého fadu. Soucasti izosterti prvniho fadu jsou
atomova seskupeni, ktera se utvofila na zadkladé Grimmova zakona vodikového posunu. Jedna
se o postupné piipojovani atomil vodiku k prvkim IV. az VII. skupiny periodické soustavy
prvki. V piipadé ¢tyfvazného uhliku dostaneme nejprve trojvaznou methinovou skupinu, jez je
izosterni s trojvaznym dusikem. Nasledné¢ dvojvaznou methylenovou skupinu izosterni
s dvojvaznym kyslikem a nakonec jednovaznou methylovou skupinu izosterni s jednovaznym
fluorem. Izosterie prvniho fadu se tedy tyka prvki patficich do riznych skupin, ale do stejné
fady periodické soustavy prvki. Obdobné 1ze odvodit izostery prvniho fadu 1 u dalSich prvki,
tedy dusiku a kysliku. Tyto analogy maji vice méné stejnou velikost a fyzikalni vlastnosti a jsou
velmi podobné. Naopak z chemického hlediska se mohou lisit. Izosterni jsou napf. benzen a
pyridin, latky liSici se dvojvaznou skupinou a z latek s jednovaznymi skupinami jsou to napf.

n-alkoholy, alkylaminy, alkylhalogenidy a alkany [17, 26, 27].

V ptipad¢ izosterti druhého tadu se jedna o prvky patiici do stejné skupiny, ale do jiné

periody periodického systému. Diky tomu se 1isi velikosti 1 hmotnosti. U téchto izosterl jsou
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podobné fyzikalni 1 chemické vlastnosti. Piikladem izostert druhého fadu jsou tieba izosterni

alkylhalogenidy ethylfluorid, ethylchlorid, ethylbromid a ethyljodid [17].

Mezi 1éCivy se objevuje cela fada izosternich latek. Mohou byt synergisty, ktefi maji
stejny ucinek, nebo antagonisty s opacnym ucinkem. Izosterie se uziva pii zménach fetézce,

kruhu ¢i funkénich skupin u predlohovych latek [26].

2.2.3.5. Analogie funkénich skupin

Pti analogii funk¢nich skupin se latky 1iSi pouze charakterem funkéni skupiny, tyto
skupiny zaroven nejsou izosterni. Tato modifikace se Casto pouzivd pii obméné esterové
skupiny za ketonickou, etherovou nebo dalsi. U toho nedochazi zpravidla ke sniZeni ani zruseni
ucinku. Dal$i zdménou mtze byt nahrazeni karbonylové skupiny za alkoholovou. V nékterych
pfipadech lze nahradit karboxylovou skupinu skupinou sulfonovou, napt. sulfoanalog
karbenicilinu (Obrazek 2), sulbenicilin (Obrazek 3), ma Sirokospektry antibakterialni Gcinek.
Z bazickych skupin je v léCivech nejCastéjsi terciarni aminoskupina, kterou je mozné
v nékterych pfipadech pievést na sekundarni a naopak. Pro hleddni vhodné struktury je
vyuzivéana ptiprava tzv. prevracenych analogi, pfedevsim jde o prevracené¢ amidy R-CONH-,

R-NHCO- a pievracené estery R-COO-R! a R-OCO-R! [17, 23].

HOOC y{ HO3S y(
“COOH “coo

Obrazek 2 Karbenicilin Obrazek 3 Sulbenicilin

2.2.3.6. Analogie kruhu

Analogie kruht je zaloZena na tom, zda je v odvozené latce kruh bohatsi, analogie
cyklickd, nebo chudsi, analogie oteviena. U cyklické analogie vznikd novy kruh propojenim
nesousednich atomil nebo za pomoci vhodného miistku. Tim mize byt atom uhliku, ¢i jiny atom

nebo atomové seskupeni [17, 23].

Cyklizaci muze dojit ke zméné prostorového uspotradani, predevsim u kondenzovanych
systémil vznikne rigidnéjsi struktura. Diky prostorové zméné pak nemusi mit odvozena latka
kvalitativné stejny ucinek. Napf. od latek obsahujicich v molekule bifenylmethylenové

seskupeni bylo odvozeno velké mnozstvi analog. Na tvorbé cyklickych analog se mtiZe podilet
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1 postranni alkylovy fetézec. Cyklickd analogie se také Casto vyuziva u latek obsahujicich

dialkylaminové seskupeni [17].

Naopak analogie oteviena vznika otevienim jednoho ¢i vice kruhti pfedlohové latky. To
predstavuje pomérné velky zdsah do struktury latky, odvozend molekula ma oproti molekule
puvodni mnohem vice flexibilni molekulu. Oteviend analogie se uziva pii modifikaci struktury

polycyklickych latek, napft. steroidnich hormont [17].

2.2.3.7. Modely

vvvvvv

zachované zdkladni strukturni rysy pivodni molekuly. Modely jsou dilezitym posunem
u skupin 1é¢iv, ktera vychazeji ze struktur ptirodnich latek. Nasleduje pak tvorba jednodussich
otevienych analog, které se od ptredlohy uz podstatné lisi. Modely se tedy Casto vyuzivaji

u alkaloidii, hormont atd. [17, 23].

2.2.3.8. Zdvojeni molekul

Posledni z analogii je zdvojeni molekul, kdy miZze nova latka vzniknout kombinaci
dvou stejnych molekul ¢i dvou latek se stejnym farmakodynamickym pisobenim. Znamé jsou

vSak i kombinace latek s riznym mechanismem piisobeni [17].

Zdvojeni molekuly mlize byt uskutecnéno esterovou vazbou, ale i vazbami pevnéjSimi
jako napt. vazba amidova. Molekuly miiZe spojovat i pevna kovalentni (di)sulfidova vazba,
etherova vazba Ci vazba C-C, proto vZdy nelze ptepokladat, Ze dojde in vivo k rozStépeni

zdvojené molekuly [17, 28].

2.2.4. Prekurzory léciv

Prekurzory 1éCiv, prolé€iva, zaujimaji mezi modifikacemi zvlasStni misto. Jedna se
o obménéné struktury biologicky aktivnich latek. Tato modifikovana molekula je vétSinou
in vitro neu¢inna, mize vSak vykazovat i ¢aste¢nou ¢i plnou aktivitu. Biologickou aktivitu a
terapeuticky 0€inek ziskd biotransformaci v organismu, nejCastéji enzymatickym

Stépenim [17, 28].

Ptiprava proléfiv ma za ucel potlaceni nevhodnych vlastnosti nebo vystupiiovani
ucinku. Zménou na prekurzor mize dojit k pozitivnimu ovlivnéni vstfebavani, zlepSeni
rozpustnosti ve vod¢, prodlouZeni t¢inku, také miize byt ovlivnéna distribuce v organismu, tedy
putovani latky do urcitého organu ¢i tkané. Prekurzort se také uziva pro zvyseni stalosti méné

stabilnich latek a snizeni toxicity a nezadoucich ucinkt [17].
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Tvorbu proléciv lze srovnat s pouzivanim protektivnich skupin béhem syntéz.
Prekurzory obsahuji protektivni skupiny, které jsou zaroven netoxické, ¢asto vyrazné lipofilni
a prechodné¢ ovliviuji fyzikdlné-chemické vlastnosti latky. Proléfiva mulzeme nazyvat
transportnimi formami 1éCiv, protoze se pfed vyvolanim biologického efektu modifikujici
skupina odstépi. Prekurzory 1éCiv jsou tedy reverzibilni derivaty. Existuji i1 prekurzory

s kombinaci dvou uc¢innych slozek [17, 28].

Mezi slozkou pouzitou k pozménéni struktury a léCivem vznika nejcastéji kovalentni
vazba, pfedevS§im snadno hydrolyzovatelné esterové a amidové skupiny. Dale se uziva i
sloucenin typu Schiffovych bazi, acetali, Mannichovych bazi aj., které se v organismu snadno
hydrolyzuji. Je mozné pouzit i spojeni funkcni skupinou, jez je Stépena metabolickou redukci.

U né&kterych proléciv se nachdzeji i komplexni vazby ¢i iontové vztahy [17].

Pro vyvoléni potfebného efektu je nutné, aby se prekurzor ménil na aktivni latku
rychleji, nez probihd metabolizace matetského 1é¢iva a vznikla tak dostate¢na koncentrace

ginné latky [17, 28].

Proléciva lze podle ucelu rozdélit do nasledujicich skupin: prekurzory se zvySenou
distribuci, prekurzory se snizenou toxicitou a redukovanymi vedlejSimi ucinky, prekurzory

s protahovanym ucinkem a prekurzory se zvySenou stalosti [17].

2.2.4.1. Prekurzory se zvySenou rozpustnosti ve vodé

U léciv urcenych k parenterdlni aplikaci nebo u oc¢nich kapek je zvySena rozpustnost
ve vodé¢ dulezitym pozadavkem. Dosazeni rozpustnosti ve vodé se feSi prevedenim
na jednoduchou stl, to ale neni vZdy moZzné, v tom piipad¢ se latka pievede na prekurzor.
Proléciv se vyuziva u nékterych antibiotik, steroidnich hormont, ve vodé nerozpustnych

hormont aj. [17].

Pro zvySeni rozpustnosti mohou byt latky kondenzovany s ionizovatelnymi skupinami
(fosfaty, sukcinaty, sulfaty atd.) nebo neionizovatelnymi skupinami (sacharidy, glykoly atd.).
Vyuziti ma napt. tvorba esterl s aminokyselinami, kde Ize podle zvolené aminokyseliny vloZit
dalsi kyselou nebo zasaditou skupinu. Aminoskupinu je pak mozné vyuzit k tvorbé soli.
U steroidid jsou vhodnou formou soli poloesteri dikarboxylovych kyselin. V steroidi a
vitaminil nerozpustnych ve vod¢ se vyuziva vzniku kyselych soli s kyselinou fosfore¢nou.

Kondenzaty se sacharidy jsou dalSim zpilisobem zvySeni rozpustnosti. V piipadé
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tetracyklinovych antibiotik se dosahuje rozpustnosti ve vod¢ modifikaci na soli Mannichovych
bazi, napf. rolitetracyklinium-nitrat (Obrdzek 4) je prekurzor tetracyklinu vytvoreny

kondenzaci s formaldehydem a pyrrolidinem [17, 28].

. HNO,

Obrazek 4 Rolitetracyklinium-nitrat

2.2.4.2. Prekurzory se zlepSenym vstiebavanim
Nejcastéji se prichod 1éCiv skrz biologické membrany uskutecniuje pasivnim
transportem. Pro latky polarniho charakteru a nizké lipofility je tento déj ovSem ztizen a jejich
zlepSeného vstiebavani se dosahne modifikaci na lipofilngj$i prekurzory. Toho se docili

maskovanim polarnich funkcnich skupin, tedy skupin schopnych tvorby vodikovych

mustka [17, 28].

Pro zlepSeni vstiebavani se pouZziva napt. esterifikace ¢i acetaly. Obé modifikace se
vyuzivaji pro zlepSené vstiebavani kiizi, samotna esterifikace se pak uziva napf. i u peroralniho
podani. Pivampicilin = (Obrazek 5) je piikladem téchto prolé€iv, jedna se

o pivaloyloxymethylester ampicilinu s lepSim vstfebavanim po peroralnim podani [17].

]
HoN  HN' N O/\OJ\’<
H s

Obrazek 5 Pivampicilin
2.2.4.3. Prekurzory se specifi¢téjsi distribuci

Pro tcinek latky je samoziejmé diilezité to, aby se dostala do tkané€, kde ma pusobit.
Proto je snaha docilit nahromadéni dostate¢ného mnozstvi latky v konkrétnim organu nebo
fyzikalné-chemickych vlastnosti nebo vyuzitim rozdili mezi zdravou a patologickou tkani, kdy
je léCivo distribuovano do celého organismu, avSak bioaktivace probéhne pouze v urcité

tkani [17, 28].
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diky zjisténi vysS$i aktivity fosfoamidas v urCitych nadorech byly pfipraveny
fosforesteramidové derivaty dusikatych yperitt, k jejichz bioaktivaci by mélo dojit v nddorové
tkani. Prakticky se pouzivaji i prekurzory antimetaboliti. Za pomoci lipofilnich prekurzort se
téZ podatilo ovlivnit priichod 1é¢iv hematoencefalickou bariérou. Zndmé jsou N*-substituované
sulfonamidy, které se pouzivaji k 1écbe stievnich bakteridlnich infekci, napt sulfasalazin

(Obrdzek 6) [17].

OH

Obrazek 6 Sulfasalazin

2.2.4.4. Prekurzory se sniZenou toxicitou a redukovanymi
vedlejSimi ucinky
Vedle samotného ucinku lé¢iva je toxicita druhym nejdilezitéjSim projevem plisobeni
na organismus a snahy o jeji snizeni se objevily zahy. U latek, které jsou vysoce aktivni a jsou
v organismu rychle inaktivovany, se hovofi o tzv. soft drugs. Zde je modifikace cilena
na sniZeni nezadoucich uc¢inki, predevsim toxicity. Tyto latky jsou velmi kréatce i. v. poddvana

systémova léCiva nebo mistné plsobici 1é¢iva [28].

Ke snizeni toxicity dojde u piipadut, kde se dosahlo mistné specifického ti¢inku. U latek,
kde je toxicita projevem molekuly jako celku, je moZné toxicitu sniZit pfevedenim na N-oxidy.
Jsou to napf. alkaloidy nebo latky se sekundarnimi ¢i tercidrnimi aminoskupinami v molekule.
Molekuly s primérni aminoskupinou vykazuji niZsi toxicitu jako proléciva typu Schiffovych
bazi vznikajici kondenzaci s aldosami. Prekurzory glykosidické povahy vznikaji modifikaci

latek obsahujicich hydroxylové skupiny [17].

Mimo toxicitu je dal§im nezadoucim uc¢inkem Spatna mistni snasSenlivost, ta je Casto
vazédna na urcit¢ funkcni seskupeni, predevSim jde o aldehydickou skupinu. Mistni
nesnaSenlivost zplsobuji 1 fenolické skupiny. U néekterych latek jsou vSak tyto skupiny
nezbytné pro biologickou aktivitu nezbytné a jejich drazdivost se docasné blokuje esterovou
vazbou. Stejné tak je prolé¢iv vyuzivano pro odstranéni hotké chuti nékterych antibiotik. Mimo
hotké chuti miZe byt nevhodnou vlastnosti 1 neptijemny zépach. K jeho odstranéni je rovnéz

mozné vyuzit modifikaci na prekurzory [17].

32



2.2.4.5. Prekurzory s protahovanym ta¢inkem

Pokud je nutné dlouhodobé udrzet konstantni hladinu 1é¢iva, vyuziva se ptipravy
proléciv s protahovanym uc¢inkem. Prodlouzeni ucinku se dosahne pfevodem na lipofilngjsi
ve vod¢ htife rozpustné latky, z nich se poté v téle postupné uvoliuje ptivodni 1é¢ivo. To se
provadi opét maskovanim hydrofilnich skupin. Zpravidla se aplikuji intramuskularné jako

roztoky v rostlinnych olejich ¢i vodné mikrokrystalické suspenze [17, 28].

K prodlouzeni ucinku se u latek s hydroxylovymi skupinami vyuziva esterifikace, jako
kyselda slozka se nejcastéji vyuziva delSich alifatickych kyselin, aromatickych kyselin a
cykloalkylalkanovych kyselin. Kromé esterifikace se pouzivaji i proléciva typu acetalil, Spatné
rozpustnych soli a komplexnich soli, u antimikrobnich latek jsou to tieba tzv. depotni peniciliny

napf. stll benzylpenicilinu s prokainem prokain-benzylpenicilin (Obrazek 7) [17].
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Obrazek 7 Prokain-benzylpenicilin

2.2.4.6. Prekurzory se zvySenou stabilitou
Pt1 ptipravé proléciv se pfihliZi 1 ke snaze ziskat dostatecné stabilni latky pro ptipravu
dané 1ékové formy. Napfiiklad u prostaglandini se zvySeni stalosti in substantia a v roztocich
docililo modifikaci na krystalické estery s n€kterymi fenoly. DalSim piikladem muze byt

maskovani primarni alkoholické skupiny u retinolu esterifikaci [17].

2.2.4.7. Mutual prodrug

Tzv. mutual prodrugs jsou proléciva sloZena ze dvou biologicky aktivnich latek, které
slouzi jedna druhé¢ jako ochranny prvek pfed degradaci, nosic €1 k tlumeni nezddoucich u¢inki.
Sparované latky mohou mit stejny biologicky G¢inem, spolecné pak mohou piisobit synergicky.
Ptipadné miiZze mit parovana latka néjaky doplitujici c€inek, ktery pivodnimu 1é¢ivu chybi, ¢i
vylepSit mistni specificitu 1éCiva. Piikladem je sultamicilin (Obrazek 8), kde byl spojen

synergicky pusobici sulbaktam a ampicilin [29].
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Obrazek 8 Sultamicilin
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3. Cil prace

Cilem préce je nejprve priblizit problematiku bakterialni rezistence, kterd je v soucasné
dob¢ globalnim problémem, a diilezitych pojmi, které se této problematiky tykaji. Dal$i ¢ast je
vénovana moznostem vyvoje novych 1é¢iv, predevsim ziskavani novych l1é¢iv modifikaci jiz
exitujicich molekul za ucelem zlepSeni vlastnosti pivodni latky ¢i odstranéni nezadoucich

vlastnosti (tvorba proléciv).

Ucelem reSersni &asti je poté shrnout v poslednich nékolika letech syntetizované a
testované slouceniny zalozené na aminokyselinovych a peptidovych derivatech antimikrobnich
molekul, které se ukazaly byt u¢inné proti mikroorganismiim, vykazaly zajimavé vysledky a
mohly by mit potencial v boji s Sifici se rezistenci, ptipadn¢ by mohly vést k syntéze dalSich

ucinnych latek.
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4. ReSersni Cast
4.1.Léciva proti parazitickym onemocnénim

Paraziticka onemocnéni zplsobend Sirokym spektrem eukaryotickych organismi
piedstavuji vyznamny celosvétovy zdravotni problém. At uz se jedna o malarii, leishmaniozu,
Chagasovu chorobu nebo africkou spavou nemoc, tato onemocnéni postihuji stamiliony lidi

po celém svété a predstavuji ohromnou socidlni a ekonomickou zatéz [30].

Vétsina soucasné pouzivanych 1€k je stara a ma mnoho omezeni, véetné¢ vzniku
rezistence. Je tedy nutné vyvinout nové kontrolni nastroje (vakciny, nova léciva), které by
vykazovaly riizné zpiisoby ucinku. Dosazeni toho je mozné skrz zkoumani a kombinovani
Siroké Skaly chemickych struktur ¢i zlepSovanim farmakologickych vlastnosti jiz uzivanych

16&iv [30].

4.1.1. Trypanosomodza

Americkd trypanosomdza (Chagasova nemoc) je vaznym problémem vetejného zdravi
na americkém kontinentu. Riziku infekce je vystaveno velké mnozstvi lidi, terapie je
neuspokojiva a je uskutectiovana pouze dvéma dostupnymi 1éky: nifurtimox (Obrdzek 9) a
benznidazol (Obrdzek 10). Jednim z hlavnich problém pfi terapii trypanosomozy je souvisejici
i¢innost 1éki, které jsou uginné pouze v akutni fazi infekce. Casna stadia infekce se navic
obtizn¢ diagnostikuji a ob¢ 1éCiva maji zadvazné nezddouci Gc¢inky. Antimalarikum primachin

(Obrazek 11)uz bylo téz pouzito v akutnich vrozenych ptipadech Chagasovy choroby [30, 31].
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Obrazek 9 Nifurtimox [30] Obrézek 10 Benznidazol [30]

HN

Obrazek 11 Primachin [30]

Chung a kol. [30, 31] ptipravili dipeptidova proléciva tohoto antimalarika a in vitro

hodnotili jeho trypanocidni aktivitu. Dipeptidova proléciva primachinu 1a-c¢ (Obrazek 12) byla
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uc¢inna proti trypomastigotnim formadm 7rypanosoma cruzi. Bylo prokdzano, ze 1a plsobi
na vyvoj 7. cruzi v hostitelskych bunkach. Tyto prekurzory byly aktivnéjsi nez 1b a 1le, to
naznacuje, ze pii uvoliiovani 1é¢iva hraje dilezitou roli specifické enzymatické Stépeni. Navic
se jednalo o dobry nosi¢ primachinu a mé potencial byt vyuzit jako spacer pii vyvoji dalSich
preparatii primachinu proti trypanosomoze. Pro ziskani dalSich informaci ohledné biologické

dostupnosti a farmakologickych parametrech 1a je nutné provést testy in vivo.

N OMe
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N’R
H
Obrazek 12 Derivaty primachinu [30]
1a R = Lys-Arg
1b R = Phe-Ala
1¢ R = Phe-Arg
Pentamidin (Obrazek 13) je ucinny v 1€cbé hemolymfatického stadia trypanosomodzy a
leishmaniozy rezistentni k derivatim antimonu. Jelikoz se jedna o aromaticky diamidin, je
nutné intravendzni ¢i inhalaéni podani. VétSina parazitarnich onemocnéni se vyskytuje
v tropickych a subtropickych oblastech, kde je obvykle systém lékaiské péce Spatny. Kvili
tomu tento zpisob aplikace omezuje 1écebné pouziti pentamidinu ve vétSin€ regiond. Z tohoto
divodu je nutné ptipravit derivaty umoznujici peroralni podéani. Intravendzni podani je navic
spojeno s toxickymi Uc€inky. Obecné maji 1é¢iva obsahujici amidiny pfi perordlnim podani
Spatnou biologickou dostupnost, a proto jsou ¢asto pifeménovany na amidoximova proléciva,

aby se piekonalo nizké vstiebavani ze zaZivaciho traktu [30, 32].

NH NH
H,N NH,
OHO
5
Obrazek 13 Pentamidin [30]

Esterifikace amidoximu a aminokyselinami je novym principem dvojitych proléciv.
Pro ptekondni toxicity navrhli Kotthaus a kol. [30, 32] slouc¢eninu N-valyloxybenzamidin (2,
Obrazek 14) Nasledné zkoumali biologickou transformaci in vitro a in vivo. Zaméfili se
na biologickou dostupnost po peroralnim podani a na naslednou biodistribuci v tkanich.

Nasledn¢ prevedli prolé¢ivo na N,N‘-bis(valyloxy)pentamidin (3, Obrdzek 15) a byla
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zkoumana rozpustnost ve vode, stabilita, bioaktivace in vitro a orgdnova distribuce véetné post-

absorp¢ni konverze na aktivni metabolit pentamidin.

e
N

NH»> HoN NH»
I I |
N ~ - N N ~
i PP !
NH, NH, NH,
Obrazek 14 N-valyloxybenzamidin 2 [30] Obrazek 15 N,N*-bis(valyloxy)pentamidin 3 [30]

Ob¢ slouceniny, 2 a 3, byly in vitro enzymaticky aktivovany. Aktivace je zaloZena
na mitochondrialnich amidoxin reduktazach, proto je nezavisla na enzymech cytochromu P450
(CYP450). Tim se minimalizuje riziko 1ékovych interakci a nezadoucich u¢inkl. Ve srovnani
s amidoximovymi prolécivy mély 2 a 3 zvySenou rozpustnost ve vod¢, coz vedlo k vyborné
biologické dostupnosti po peroralnim podéani. V gastrointestindlnim traktu je kromé absorpce
difuzi mozny i transport aminokyselinovymi a peptidovymi transportéry. Vysoka biologicka

dostupnost té€z snizuje pravdépodobnost hydrolyzy esteru pted absorpci [30, 32].

Pentamidin vstoupil do bunék vSech zkoumanych tkani. To je zasadni
pro antiprotozoalni uc¢inek 1éc¢iva vzhledem k rozsifeni parazita po celém téle. Dulezité je, ze
prolécivo 2 bylo zcela pfeménéno na plvodni 1é¢ivo a jeho rozpustnost se v porovnani
s pentamidinem, diamidoxinem a N,N‘-bis(acetoxy)pentamidinem zlepSila vice nez

stonasobné [30, 32].

Popsany pfistup by mohl byt rovnéz cenny pro 1é¢bu druhé faze africké spavé nemoci.
Pti testech bylo zjisténo, Ze se pentamidin dostal v malém mnoZstvi do mozku. Vyvoj proléciv
pentamidinu na bézi jinych aminokyselin by pak mohl vést k proléciviim, kterd ucinnéji

piekro¢i hematoencefalickou bariéru [30, 32].

4.1.2. Malarie

V tropickych oblastech je malarie jednim z hlavnich problémt vetejného zdravi. Hlavni
prekazkou v usili o kontrolu této choroby je rychly vznik a nasledné Sifeni plazmodii (hlavné
Plasmodium falciparum) rezistentnich k chlorochinu po celém africkém kontinentu. Kmeny P.
falciparum jsou rezistentni 1 k novéj§im Iéktim, napt. meflochinu. To miize byt disledkem
ztraty aktivity vic¢i nepohlavnim krevnim formam parazita, které zpiisobuji klinické pfiznaky

onemocnéni [30].
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V soucasné dob¢ je 1éCivem prvni volby primachin, protoze je G¢inny proti obéma
latentnim jaternim formam recidivujicich forem malérie zplisobené P. vivax a P. ovale i
gametocytim vsech druhti zptsobujicich malarii u ¢lovéka, a pouziva se predevsim pro
zamezeni prenosu. Primachin ma kratky polocas v plazmé, coz mtize souviset s jeho rychlou
oxidativni deaminaci na karboxyprimachin, ktery je proti malarii neaktivni. Primachin rovnéz
zpusobuje oxidaci oxyhemoglobinu na methemoglobin, tento déj pak vede ke ztraté schopnosti

prenaset kyslik [30].

Portela a kol. [30, 33] vyvinuli dipeptidové derivaty primachinu 4-6 (Obrazky 16-18)
za tfemi ucely: aby vyhodnotili gametocytocidni uc¢inky novych dipeptidovych derivati a jejich
potencial pro vyuziti jako antimalarika blokujici pfenos prvoki, dale pro porovnani vedlejsich
ucinkll na gametocidni aktivitu u fetézcl s pfirodnimi aminokyselinami i s témi pfirozené se
nevyskytujicimi. Poslednim cilem bylo posoudit ucinek acylace alifatické¢ho vedlejsiho fetézce

na tvorbu karboxyprimachinu v homogenatech jater potkand.

N (ONQ N ONG
P P
N N 0]
HN HN NH
\(\/\NH-GW-R \(\/\N)J\/ 2
H
Obrazek 16 Derivaty 4 [30] Obrazek 17 Derivat 5 [30]
4aR =Gly
4b R = L-Phe
4cR = L-Ala N 2N
4d R = D-Phe |
4e R = Sar N/ o)

Obrazek 18 Derivat 6 [30]

Ke studiu metabolismu derivati 4 byly vybrany homogenaty potkanich jater, kde hraji
pii pfeméné primachinu na karboxyprimachin roli cytochrom CYP450, monoaminooxiddza
(MAO) a aldehyddehydrogenaza stejnou roli. U derivatli 4a-c byla pozorovana soucasna tvorba
primachinu a derivatu 5. Naopak u derivati 4d-e, které byly v inkubacnich smésich stabilni,
zustala jejich koncentrace se po dobu nejméné 3 hodin neménné. Za stejnych podminek se u
derivatu 5 nepodafilo regenerovat pivodni latku. Proto se ptedpokladalo, Ze acylace
alifatického postranniho fetézce chrani koncovou aminoskupinu pied oxidativni deaminaci a

tim se brani vzniku karboxyprimachinu [30, 33].
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Pti testech sporogonického vyvoje byl pouzit kmen P. berghei ANKA 25R/10 odolny
vici meflochinu, mysi Balb/c a komar rodu Anopheles stephensi. Pti hodnoceni antimalarické
aktivity se prihlizelo k n¢kolika kritériim: minimélni i¢inna davka zabranujici vyskytu oocyst
ve stievech komar, procentni podil komért s oocystami, primérny pocet oocyst
na nakazené¢ho komara a procento komara se sporozoity ve slinnych zlazach. VSechny derivaty
4 byly schopny zabranit vzniku sporogonickych cykld P. berghei v davkach 15 a
7,5 mg/kg [30, 33].

Gametocytocidni aktivita derivatl 4 s nejvétsi pravdépodobnosti nesouvisi s rychlosti
hydrolyzy katalyzované peptiddzami na primachin. Derivaty 4d-e, které nejsou hydrolyzovany,
vykazovaly wvnitini aktivitu. Naopak derivdt 5 postradajici terminalni fyziologickou

aminokyselinu gametocytocidni aktivitu nevykazoval [30, 33].

Jelikoz 1 karboxyprimachin postrada termindlni aminoskupinu a je rovnéz inaktivni,
vede to k zavéru, ze ptitomnost této skupiny je hlavnim strukturnim pozadavkem pro cidni
ucinek na gametocyty. Novym pfistupem pro prevenci oxidativni deaminace primachinu je tedy
acylace primarni aminoskupiny na C‘-4 dipeptidy, které obsahuji pfirozené a nefyziologické
aminokyseliny, coz autofi povazuji obecné za potencidlné uzite¢né pro navrhovani slouc¢enin

na bazi antimalarik, jeZ jsou rychle metabolizovany [30, 33].

Za ucelem zredukovani metabolické oxidativni deaminaéni dréhy a snizeni toxicity
puvodni latky byly syntetizovany nékteré dal$i aminokyselinové a peptidové derivaty
primachinu a dalSich 8-aminochinolinovych antimalarik. I pfes povzbuzujici vysledky bylo
prokézano, ze aminokyselinové a peptidové derivaty primachinu rychle podléhaji hydrolyze
aminopeptiddzami a endopeptiddizami za uvolnéni pivodniho 1é¢iva. To naznacuje, Ze
po peroralnim podani by mohly v gastrointestinalnim traktu podlehnout rozsahlé hydrolyze

na pivodni latky [30, 33].

S cilem zvysit stabilitu a snizit toxicitu Aratjo a kol. [34] syntetizovali n€kolik
peptidovych a aminokyselinovych derivatl primachinu a imidazolidin-4-onu 7a-1 (Obrazek
19). Imidazolidin-4-on slouzi k ochrané N-termindlniho zbytku aminokyseliny
pted peptiddzami. Tyto derivaty jsou neenzymaticky St€peny na matetsky peptid primachinu,

ktery by pak mohl byt enzymaticky hydrolyzovan na piivodni 1é¢ivo.
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Obrazek 19 Derivaty 7a-1 [30]
7a R = H, R? = (CHy)5, R® = (CHy)s 79 R" = CHPh, R? = Me, R® = Me
7b R' = H, R? = Me, R® = Me 7h R" = CHMe,, R? = (CH,)g, R® = (CH,)s

7¢c R' = Me, R? = (CH,)5, R® = (CH,)5 7i R = CHMey, R? = (CHy)s, R® = (CHy)s
7d R" = CH,Ph, R? = (CH,)g, R® = (CH,)s 7j R! = CHMey, R? = (CHy)4, R® = (CHa)4
7e R' = CH,Ph, R? = (CH,)s5, R® = (CH,)5 7k R! = CHMe,, R? = Me, R® = Me
7fR? = CH,Ph, R? = (CH,)y, R® = (CHy), 7IR! = CH,CHMe,, R? = Me, R® = Me
Kromé¢ 7b vykazovaly vSechny slouceniny neobvykle vysokou stabilitu pfi inkubaci
v lidské plazmé bez toho, aby po dobu 3 dnti inkubace vyznamné vymizely vychozi derivaty.
Vysledky ukdazaly, Ze stabilita 7 neni vyznamné ovlivnéna substituenty R? a R*. Naopak

necyklizované prekurzory derivati 7 jsou kvantitativné hydrolyzovany na primachin

v mnozstvi zavislém na povaze aminokyselinového fetézce [30, 34].

Zatimco jednoduché aminokyselinové derivaty se chovaji jako proléciva primachinu,
odpovidajici imidazolidin-4-ony 7 jsou pfili§ stabilni na to, aby se daly povazovat
za jednoduchad proléciva. Vpufru o pH 7,4 derivaty 7 hydrolyzuji na odpovidajici
aminokyselinové derivaty (s dlouhym polo¢asem 9-30 dni). Slou€eniny 7 se navic hydrolyzuji
50krat az 100krat pomaleji nez jejich acyklickd analoga na bazi dipeptidii a peptidd. Autofi se

domnivali, Ze by vysvétleni mohlo souviset s mechanismem hydrolyzy [30, 34].

Byl testovan potencial sloucenin zabranit pfenosu malarie za pouziti mySich bunck
BalbC infikovanych P. berghei. Vychozi 1é¢ivo a derivaty imidazolidin-4-onu 7a-g, tedy ty
obsahujici glycin (Gly), alanin (Ala) a fenylalanin (Phe), inhibovaly tvorbu oocyst v davce
50 pmol/kg Upln€. Ackoli imidazolidin-4-ony obsahujici valin (Val) a leucin (Leu), 7i-l,
vyznamné ovliviiuji sporogonicky vyvoj P. berghei, pti jiz zminéné davce vSak neinhibovaly
produkcei oocyst zcela. Pii davce 10 umol/kg ovlivnily derivaty 7a-c a 7j-1 vyznamné pocet

oocyst. Tato aktivita byla podobna primachinu [30, 34].

Derivaty 7d-g, odvozené od Phe, a derivaty 7h a 7i, odvozené od Val, produkci oocyst
v porovnani s kontrolou vyrazné nesnizily. Imidazolidin-4-ony odvozené od Gly 7a a 7b a Ala
7¢ jsou nejucinngj$imi gametocytocidnimi latkami. To naznacuje, Ze zabudovani imidazolidin-

4-onového scaffoldu vyrazné neméni antimalarickou aktivitu. Naopak derivaty imidazolidin-4-
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onu odvozené od lipofilnich aminokyselin Phe, Val a Leu byly ve srovnani s primachinem mén¢

aktivni [30, 34].

Vangapandu a kol. [30] zjistili, Ze pfipojeni hydrofobni aminokyseliny na terminalni
aminoskupinu primachinu vedlo ke sniZeni antimalarické aktivity proti schizontim v krvi. To
tedy naznacuje negativni vliv postrannich hydrofobnich fetézci aminokyselin na aktivitu
derivati 8-aminochinolinu jak u krevnich schizonti, tak u gametocyt. Syntetizované
imidazolidin-4-ony jsou velmi stabilni vii¢i chemické i enzymatické degradaci, coz znaci, ze

samy o sob¢ jsou aktivni a nejedna se o klasicka proléciva.

Vale a kol. [35] syntetizovali imidazolidin-4-onové derivaty primachinu 8-10 (Obrazky
20-22). N'-acylaci imidazolidin-4-onu aminokyselinou pfipravili derivity 9 za uéelem tiplného
potlac¢eni hydrolyzy imidazolidin-4-onového kruhu. Za pouziti nékolika aminokyselinovych
fetézcti (R' a R?) byl piipraven soubor zminénych sloudenin s cilem ovéfit vliv téchto

substituentt na vlastnosti slou¢enin.

AN O\ AN O\
» »
N o) N
HN HN NX P
\(\/\N R T/\/\ N&’
R2
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Obréazek 20 Derivat 8 [30] Obrazek 21 Derivat 9 [35]
1 -
Bafj_-H 9aR"=H,R?=H 9eR'=H,R?=Bz
8b R" = Me 9bR'=H,R2=Me 9fR'=H, R?=(CH,)SMe
9cR'=H,R?=iPr 9gR'=Me, R?=H
9dR"=H,R?=iBu 9h R'=(CH,),SMe, R?=H
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Obrazek 22 Derivat 10 [30]

Slouceniny 9 byly hodnoceny na in vitro aktivitu proti kmeni P. falciparum W2, ktery
je rezistentni k chlorochinu. Aktivita sloucenin byla v rozmezi ICso 5,5-12 uM, pifi Cemz
aktivita slouceniny 9g byla blizka primachinu (ICso 9g 5,5 uM, primachin 3,3 uM). Vysledky
testovani také ukazaly, ze aktivita slouceniny proti plazmodiim neni vyznamné ovlivnéna

povahou aminokyselinového zbytku na N' atomu imidazolidin-4-onu a aktivita sloudenin 9 téz
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neni vyznamné ovlivnéna povahou substituentu R! na pozici C5 imidazolidin-4-onu. Obecné
byly slouceniny 9 proti P. falciparum aktivnéjsi nez jejich prekurzory 8 (8 ICso 9-50 uM, 9 ICso
5,5-12 uM) [35].

Byl testovan potencial sloucenin 9a,b,e zastavit pienos malarie, pouzity byly mysi
BalbC buriky infikované P. berghei a komati 4. stephensi. Slouceniny 9a,e inhibovaly pienos
infekce na komary stejné€ u¢inné jako primachin pfi obou testovanych davkach 10 a 50 umol/kg,

sloucenina 9b byla pii davce 10 pmol/kg inaktivni [35].

Slouceniny 9 vykazovaly v porovnani s primachinem vyssi cytotoxicitu proti bunikdm
A549. Vyjimkou jsou 9a a 9h, které¢ Zadnou toxicitu nevykazovaly. Autofi se domnivali, ze
aktivitu  sloucenin  pozitivné  moduluje N'-acylace  imidazolidin-4-onového  kruhu

aminokyselinou, coz mize byt ¢asteéné i diky pfitomnosti primarni aminokyseliny [30].

Kaur a kol. [36] syntetizovali tfi série novych konjugéitii aminokyselin, dipeptidi a
pseudodipeptidil s 8-aminochinoliny (8-AQ) (Obrdzky 23-25). Konjugaty vznikly kovalentnim
spojenim postranniho fetézce (série 1 a 3) ¢i karboxylu (série 2) aminokyseliny s termindlni
aminoskupinou 8-AQ, kdy bylo uz dfive zjisténo, ze pfipojenim kationtové aminokyseliny jako
lysin (Lys) a ornithin (Orn) dojde ke zvySeni antimalarické aktivity — na rozdil od aniontovych
a lipofilnich aminokyselin. Vyssi aktivita téchto konjugétii by mohla byt vysvétlena tim, ze
zvySenim bazicity slouceniny se zvysi 1 jeji akumulace ve vakuolach parazitii a dojde ke zvySeni
jejich schopnosti inhibice p-hematinu, a tim antimalarické aktivity. Nasledné¢ byly

syntetizovany i dipeptidové konjugaty 8-AQ.
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Obréazek 23 Derivaty 1. série 11-14 [36] Obrazek 24 Derivaty 2. série 15-18 [36]
11R=H n=4 15R = C(CHgy)3, R = L-Lys
12R=H,n=3 16 R = C(CH3)3 R = L-Arg
13R=C(CHj)3, n=4 17R=H, R = L-Lys
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Obréazek 25 Derivat 3. série 19 [36]
R=HR"="L-Lys
Pseudodipeptidy jsou skupina sloucenin, u nichz je amidova vazba modifikovana
chemickymi zménami, napf. redukci karbonylové skupiny v amidové vazbé ¢i thionaci.
V pseudopeptidech mohou byt zbytky aminokyselin spojené pies o/f/y-COH nebo NH>

skupiny, coZ zvysi jejich odolnost vii¢i enzymatickému Stépeni [36].

U syntetizovanych konjugati byla in vitro testovana antimalaricka aktivita ke kmenim
P. falciparum citlivych i rezistentnich k chlorochinu (Obrazek 26). Slouceniny 11-14 (Obrazek
23) mély slabou nebo Zadnou antimalarickou aktivitu, slou¢enina 14 ale vykazovala nizkou,
rovnéZ testovanou, inhibici B-hematinu. Tyto vysledky naznacuji, ze pfitomnost volné COH
skupiny spolu s Zadanou volnou termindlni NH> skupinou je pro antimalarickou aktivitu
nevyhodna. Z dipeptidovych derivati byly nejaktivnéjsi amidy 15 a 16 (Obrazek 24) obsahujici
L-Lys-L-Lys a L-Arg-L-Arg. Z pseudopeptidovych derivatd byla jako nejucinné;jsi
vyhodnocena slouCenina 18 (Obrdzek 24) a proti obéma kmenim méla vysoky index

selektivity, nebyla tedy pfitomna zkiiZena rezistence s chlorochinem [36].
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Obréazek 26 Chlorochin [30]
Déle byla testovana i cytotoxicita proti savéim buiikdm ledvin Vero (nejvyssi
koncentrace ICso 23,8 mg/ml) a u zadné z latek nebyly cytotoxické UcCinky zjistény, coz

naznacuje selektivitu antimalarického u¢inku. /n vivo testy schizontocidniho pisobeni u kmene

P. berghei ukazaly, ze nejlepsi aktivitu maji derivaty 17 a 19 (Obrdzky 24 a 25) [36].

Derivaty byly testovany 1 na antibakteridlni aktivitu proti S. aureus, MRSA,
Mycobacterium intracellulare, E. coli a P. aeruginosa. Z testovanych konjugatii vykazovaly

slibnou aktivitu latky 16 a 18 proti MRSA (ICso 7 pg/ml a 5,9 pg/ml, MIC 10 pug/ml) [36].

Rovnéz byla vyvinuta nova série 4-aminochinolinli s postrannimi fetézci
modifikovanych amidovou vazbou a jeji redukovanou formou, jejiz antimalaricka aktivita byla
hodnocena na kmenech P. falciparum citlivych na chlorochin (3D7) i rezistentnich na
chlorochin (K1). Pfestoze je chlorochin stale dualezitym antimalarikem, béhem let se
v endemickych oblastech objevily kmeny P. falciparum k tomuto 1é¢ivu rezistentni. Je tedy

nutné vyvinout ¢i modifikovat chemoterapeutika, aby se ptedeslo rezistenci [30, 37].

Cl Ny cl N
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HN R' 1
~N HN NNV R
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Obrazek 27 Derivaty 20 [30] Obrazek 28 Derivat 21 [30]
20a R’ = CH(CH;), R" = CH,CH(CH5),

20b R" = CH(CH3)CH,(CHy)

Cl Ny Cl N
= (0]
=
NH. N NH
H \/\”/\Q
Obrazek 29 Derivaty 22 [30] Obrazek 30 Derivat 23 [30]

22a R' = Me
22bR"=H
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Zaucelem zlepSeni lipofility a antimalarické aktivity byly navrzeny nové derivaty
na bazi chlorochinu. Vzhledem k tomu, Ze amidova vazba je v biologickém prostiedi nestabilni,
existovala hypotéza, ze jeji redukci dojde ke zvySeni lipofility a mohla by tedy zvysit jejich
aktivitu in vivo. Zatim vSak nebyla antimalaricka aktivita derivatt 20-23 in vivo hodnocena [30,

37].

Derivaty s atomem dusiku v postrannim fetézci chlorochinové kostry vykazovaly
in vitro vyraznou antimalarickou aktivitu. Nejslibngjsi testované slouCeniny 20a a 20b
vyznamn¢ inhibovaly rist kmene K1 P. falciparum a také slouceniny 21, 22b a 23 vykazovaly
vy$$i aktivitu proti tomuto kmeni ve srovnani s chlorochinem. Zavedeni methylové skupiny
do postranniho fetézce (napt. 22a) ziejme vede ke zvysené aktivité proti kmeni 3D7, navic tento

derivat vykazoval lepsi aktivitu i proti P. falciparum K1 nez chlorochin [30, 37].

Nové derivaty pak prokazaly nizsi cytotoxicitu béhem inkubace ve VERO buiikach a
vyssi index selektivity. RovnéZ bylo prokézéano, ze vSechny derivaty vytvareji pevny komplex
s hematinem a in vitro inhibuji tvorbu -hematinu. Tyto vysledky ukazuji na to, Ze tyto derivaty
by mohly byt slibné pro optimalizaci s cilem ziskat nové latky ucinné proti rezistentnim

kmentm P. falciparum [30, 37].

4.2.Léc¢iva proti bakterialnim onemocnénim

Vyzkum novych antibakteridlnich latek byl predev§im podnicen zvySujicim se
vyskytem infekci v disledku bakteridlni rezistence na dostupna antibiotika a Sifenim

multirezistentnich kment [30].

Mezi problematické druhy patii MRSA, jehoz vyskyt je v 1écbé infekei vyvolanych
stafylokoky dtilezitym omezujicim faktorem. V Ceské republice se vyskyt MRSA v letech
2014 —2017 pohyboval mezi 13 — 14%. Vyskyt MRSA sice v riznych oblastech kolisa, jeho
pritomnost vSak komplikuje 1écbu, ktera pak casto vyzaduje pouziti glykopeptidovych
antibiotik (napf. vankomycin). Ta mohou nasledné pfispét k Siteni VRE. Enterokoky jsou
vyznamnymi ptivodci infekei v komunitach, ale i nozokomiélnich infekci. V roce 2018 byl
vyskyt VRE 20,7 % (o 7 % vys8i nez vroce 2017). Problém ptedstavuji i enterobakterie
schopné produkce Sirokospektrych beta-laktamaz, jelikoz k1écbé infekci vyvolanych
enterobakteriemi se Casto pouzivaji praveé beta-laktamova antibiotika. Ta byvaji nahrazovana
karbapenemy, coz je doprovazeno $ifenim rezistence i k této skuping antibiotik. V Ceské
republice patfi P. aeruginosa spolecné s K. pneumoniae k nejcastéjSim puvodcim

nozokomialnich infekci. Vaznym problémem je pak vznik rezistence P. aeruginosa k beta-
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laktamovym antibiotikim vcetn¢ karbapenemi a K. pneumoniae k cefalosporinim II-IV.
generace. V roce 2013 ptesahl vyskyt K. pneumoniae rezistentni k cefalosporintim III. generace

50% [38, 39, 40].

4.2.1. Grampozitivni a gramnegativni bakterie

Antimikrobni latky prostupujici i do nitra butiky mohou hrat potencialn¢ diilezitou roli
v eliminaci infekci zplisobenymi intracelularnimi patogeny. Mnoho tfid antibiotik bohuzel

plazmatickou membranou ucinné nepronika [30, 41].

Ibrahimi a kol. [30, 41] syntetizovali aminokyselinové konjugaty fluorochinolonti —
ciprofloxacinu (CPX), norfloxacinu a dalSich. Nasledné¢ vySetfovali jejich aktivitu proti
kmentim S. aureus, E. coli, P. aeruginosa a Bacillus subtilis. Zvolend antibiotika jsou
povazovana za Sirokospektra s i€inkem proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim.
Maji ovSem 1 jistd omezeni, napt. mohou zpusobit nezddouci ucinky mj. v centralni nervové

soustave, gastrointestinalnim traktu ¢i na kuzi.

Néekolik téchto syntetizovanych 1é¢iv mélo v porovnani s piivodni latkou vyssi inhibi¢ni
aktivitu. Pravdépodobné muze konjugat zvysit koncentraci slouceniny v butice ¢i predchazet
inaktivaci léCiva, dale je v porovnani s pivodnim lé¢ivem lipofilita konjugatl vyssi, coz

usnadiiuje nespecifickou permeaci skrze biologické bariéry [30, 41].

Ciprofloxacin (Obrdzek 31) a jeho konjugaty 24a-c byly testovany na inhibici rlstu
zminénych kmend. Pfi niZ8ich koncentracich bylo prokézano, Ze je CPX vysoce aktivni a miize
byt povazovan za mnohem ucinnéjSi antibiotikum neZ ostatni testované latky. Navzdory
dobrym aktivitdm byl vSak u této skupiny konjugatli mezi kmeny proménlivy vysledek, 24a a
24b inhiboval pii MIC 0,4 pg/ml rist B. subtilis z vice nez 90 % (94,19 % a 91,86 %),
ciprofloxacin inhiboval pfi stejné koncentraci riist z 94,32 %. Konjugat 24a inhiboval pii MIC
4 pg/ml rust S. aureus pouze z 56,26 %, zatimco CPX inhiboval pii stejné koncentraci rust z

63,93 %. Derivat alaninu 24b byl zcela inaktivni [30, 41].

Norfloxacin (Obrazek 31) vykazoval inhibici ristu vSech kment, u¢innost jeho
konjugatt vSak byla variabilni. Pfi koncentraci 60 ug/ml konjugaty 25a-d inhibovaly S. aureus
efektivnéji nez pivodni latka, zatimco v ptipadé¢ P. aeruginosa vykazoval aktivitu pouze

konjugat 25a [30, 41].

Derivaty 25 kyseliny pipemidové (Obrdzek 31) byly aktivni pouze proti grampozitivnim

bakteriim. B. subtilis vykazoval vysokou senzitivitu vi¢i vS§em konjugatim pii koncentraci
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40 png/ml. Proléciva 26a a 26e vykazovala v porovnani s ptivodnim antibiotikem vyssi inhibici

rustu. Pti vysoké koncentraci 200 pg/ml byl S. aureus nejcitlivéjsi ke konjugatim 26¢ a
26d [30, 41].
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Obrézek 32 Derivaty 26 [30]
26a R = Gly-Cbz

N OH
—

Obréazek 31 Derivaty 24 a 25 [30]

; P — 1
Ciprofloxacin R = (C,;H2)3, R'=H 26b R = L-Ala-Cbz
24a R = (CHp)3, R" = Gly-Cbz 26¢ R = L-Val-Cbz
24b R = (CH,)3, R = L-Ala-Cbz 26d R = L-Phe-Cbz
24c R = (CHy)3, R = L-Lys-Cbz 26e R = L-Lys-Chz

Norfloxacin R = CH,CH3, R' = H
25a R = CH,CH3, R" = Gly-Cbz
25b R = CH,CH3, R' = L-Ala-Cbz
25¢ R = CH,CHj3, R" = DL-Ala-Cbz
25d R = CH,CHj3, R" = L-Phe-Cbz
Cbz = benzyloxykarbonyl
Nitroimidazolovy derivat metronidazol (Obrdzek 33), sulfonamid sulfadiazin
(Obrazek 34) a jejich konjugaty 27 a 28 neinhibovaly v této studii rdst zddného z kmend.
Vzhledem k vysledkiim fluorochinolonovych derivati autofi konstatovali, Ze inkorporace
aminokyselin do antibiotik mize poskytnout alternativni moznosti 1é¢by v ptipadé rezistentnich
kmen, a to s vyhodou zvyseni absorpce a/nebo zmirnéni ¢1i eliminace nezadoucich vedlejsich

ucinki, ackoli tyto parametry v této praci nestudovali [30, 41].
Q
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Obrazek 33 derivaty 27 [30]  Obrazek 34 Derivaty 28 [30]

Metronidazol R = H Sulfadiazin R = H
27a R = Gly-Cbz 28a R = Gly-Cbz
27b R = L-Ala-Cbz 28b R = L-Ala-Cbz

Na syntézu fluorochinolonovych konjugatl se zaméfili 1 Seliem a kol. [42] a pfipravili
hybridy s aminokyselinami (Gly, Ala, Ile, Val, Phe) chranénymi na dusiku dichloracetylem
odvozenym ze struktury chloramfenikolu — derivaty 29a-g a 30a-f (Obrazek 35). Pro testovani
antimikrobni aktivity téchto latek byly vybrany kmeny E. coli, P. aeruginosa, S. aureus a

Enterococcus faecalis.
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Obrazek 35 Derivaty 29 a 30 [42]
29 R" = cyklopropyl
29a R = Gly-Cip
29b R = L-Ala-Cip
29c¢ R = DL-Ala-Cip
29d R = D-Ala-Cip
30 R" = CH,CHj;
Konjugaty 29¢ a 29d ukdzaly v porovnani s plivodnim lé¢ivem (ciprofloxacin MIC
0,125 pg/ml pro E. coli, 4 ng/ml pro S. aureus a 8 pg/ml pro E. faecalis) vyssi antimikrobialni
aktivitu proti tfem z testovanych kmenti (29¢ E. coli MIC 0,1 pg/ml, S. aureus MIC 0,1 pg/ml
a E. faecalis 0,6 ng/ml, 29d E. coli MIC 0,082 ng/ml, S. aureus MIC 0,167 pg/ml a E. faecalis
1,5 ug/ml). Ztestovani bylo zjisténo, ze konjugity s D-aminokyselinami mély vySsi
antimikrobidlni vlastnosti nez ty s L-aminokyselinami, a také, ze konjugaty obsahujici Phe byly
ve srovnani s ostatnimi méné u¢inné. Byly provedeny i studie inhibice enzymatické aktivity
DNA gyrazy, cilové molekuly fluorochinolonti, které zjisténé udaje podporuji, ale zdroven se

zd4, Ze na antibakterialni aktivité¢ konjugati se podili vice mechanismii [42].

Ullah a kol. [43] zvolili pro tvorbu konjugati diaminopyrimidin trimethoprim
(Obrazek 36), metronidazol a antituberkulotikum isoniazid (Obrazek 37). Pro modifikaci pak
byly vzhledem k jejich strukturni diverzité vybrany lipofilni aminokyseliny Val, tryptofan (Trp)
a Phe. Cilem jejich studie bylo pfipravit latky schopné snadnéji proniknout na misto piisobeni
a interagovat s cilovymi molekulami uvniti bakterii. Kromé ptimého spojeni aminokyseliny a

1é¢iva bylo vyuZito jeSté napojeni pres triazinové jadro.

Vyslednych 21 sloucenin (31-37, a-c¢) bylo nasledné podrobeno in vitro testovani
antibakteridlni aktivity (S. aureus, B. subtilis, E. coli, S. typhi a P. aeruginosa), hodnoceni

vztahu mezi lipofilitou a aktivitou a kone¢n¢ inhibi¢ni aktivity vici ureaze [43].

Vysledky testll u pfimych konjugatti trimethoprimu 31a-c¢, 34a-c a 37a-c ukazaly, Ze
antibakteridlni aktivita derivati 31 s pfimym napojenim aminokyseliny stfedni az Spatna (MIC
82-243,8 uM pro S. aureus, 68,3-243,8 uM pro B. subtilis, 67,1-164,4 uM pro E. coli, 55,8-
218,9 uM pro S. typhi a 67,1-136,9 uM pro P. aeruginosa), podobné vysledky vykazaly i
triazinové derivaty 34 (MIC 165,7-303,2 uM pro S. aureus, 124,4-227,5 uM pro B. subtilis,
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47,3-62,2 uM pro E. coli, 53,2-82,8 uM pro S. typhi a 28,4-53,2 uM pro P. aeruginosa). UrcCita
aktivita proti grampozitivnim bakteriim byla prokdzéna u 31a (MIC pro S. aureus 82 pM a pro
B subtilis 68.3 uM). Konjugaci trimethoprimu s Phe a Trp dosSlo k zvySeni Uc¢innosti proti
gramnegativnim bakteriim, ale snizila se aktivita proti grampozitivnim. Triazinové derivaty
34a-c prokéazaly dominantni aktivitu proti gramnegativnim kmenim. Vysledky ukazaly, ze
slouceniny dobfe pronikaji do bunky. Vyssi aktivitu pak prokazala sloucenina 37b, a to nejen
vaci gramnegativnim, ale i grampozitivnim bakteriim (MIC 3,4 uM pro S. aureus, 6,8 uM pro

B. subtilis, 1,1 uM pro E. coli, 2,3 uM pro S. typhi a 1,4 uM pro P. aeruginosa) [43].
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Obréazek 36 Derivaty 31 [43] Obrézek 37 Derivaty 32 [43] Obrazek 38 Derivaty 33 [43]

Trimethoprim R = H Isoniazid R = H 33a R = Val
31a R = Val 32a R = Val 33bR=Trp
31bR=Trp 32bR=Trp 33c R = Phe
31c R = Phe 32¢ R = Phe
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Obrazek 39 Derivaty 34 [43] Obréazek 40 Derivaty 35 [43]
34a R = Val 35a R = Val
34b R =Trp 35b R=Trp
34c R = Phe 35¢c R = Phe
~
NO, @
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Obrézek 41 Derivaty 36 [43] Obrézek 42 Derivaty 37[43]
36a R = Val 37aR = Val
36bR=Trp 37b R =Tip
36¢ R = Phe 37¢ R = Phe

U derivatl isoniazidu 32a-c nebyla u zadné slouceniny s vyjimkou 32b identifikovana
ucinnost, to bylo pravdépodobné zpiisobeno neprostupnosti skrz bunécnou sténu nebo
neucinnosti isoniazidu samotného proti uvedenym kmenlim, spojenim prostiednictvim

triazidové kostry (35a-c) vSak vedlo ke zlepSeni aktivity [43].
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V ptipadé derivati metronidazolu 33a-c¢ byly vysledky variabilni a i zde se ukazalo
pfidani triazinové kostry jako prospé$né a ucinnost latek se zvysila. Slouceniny 36a-c pak
vykazovaly slaby az vynikajici inhibi¢ni potencidl. 36b a 36¢ mély nizkou MIC jak proti
grampozitivnim, tak gramnegativnim testovanym kmentim (MIC 36b 16,5 uM pro S. aureus,

13 uM pro B. subtilis, 2 uM pro E. coli, 6,8 uM pro S. typhi a 4 uM pro P. aeruginosa) [43].

Ze studia vztahu lipofility a aktivity lze fici, Ze antibakterialni aktivita se zvysuje se
zvySenim hydrofobicity. Slouceniny 37a-c¢ vykazovaly vysokou inhibici u obou testovanych
grampozitivnich kmenti (S. aureus, B. subtilis). Naopak isoniazidové derivaty 32a-¢ mély

Cv v

neucinnosti v disledku nedostate¢ného priniku do bunék [43].

Konjugaty byly také testovanyna inhibici ureazy, kterou produkuji nékteré bakterie,
napt. Helicobacter pylori, které umoziuje prezit v kyselém prostiedi zaludku. Jednotlivé
derivaty vykazovaly rlizny stupen inhibice, av§ak nejucinnéjsi byla sloucenina 37a (ICso
6,23 uM), celkové vykazovaly derivaty trimethoprimu 37a-c¢ vybornou inhibici ureazy, ICso se

pohybovala mezi 6,23 a 11,51 uM [43].

Slouceniny 35a-c a 36b prokazaly dobrou aktivitu proti vSem testovanym kmentim.
Ze vSech zjisténi pak vyplyva, Ze tyto slouceniny jsou dobrym vychozim bodem pro vyvoj

novych antibakterialnich latek [43].

Panda a kol. [44] se zamé&fili na pfipravu derivati kurkuminu. Kurkumin je latka
rostlinného plvodu a sama o sobé vykazuje mnoho biologickych vlastnosti vcetné
antioxidac¢ni, antimikrobni a protinadorové vlastnosti. Kurkumin ma vsak 1 fadu nevyhod, které
omezuji jeho pouZiti: nizka rozpustnost ve vode¢, stabilita 1 biologickd dostupnost. Za ucelem
zlepSeni téchto vlastnosti a zvySeni specifinosti cile autofi syntetizovali sérii kurkuminovych
bis-konjugatt 38a-q, 39a-k a 40a-k (Obrdazky 43, 44, slouceniny se stejnymi substituenty se lisi

stereochemii aminokyselin).
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Obréazek 43 Derivaty 38a-q 39a-k [44]
38c a 38d R = CH3, Pg = Cbz
38g a 38h R = CH,CH,SCH3, Pg = Cbz
38IR =H, Pg = Fmoc
38p R = CH,CH,SCH3, Pg = Fmoc
39h a 39i R = CH,CH,SCH3, Pg = Boc

(0] OH
OO
@) (0]
"CI*H3N NH;*CI
C 3\(&0 O)\( 3C

R Obrazek 44 Derivaty 40a-k [44] R
40aR=H
40c R = CH,
40h a 40i R = CH,CH,SCH;

Vzniklé konjugaty pak byly testovany na jejich antimikrobidlni vlastnosti, ale i1
aminokyselin a ochrannych skupin na biologické vlastnosti konjugatii. Jako chranici skupiny
byly pouzity benzyloxykarbonyl (Cbz-), fluorenylmethyloxykarbonyl (Fmoc-) a terc-
butyloxycarbonyl (Boc-). Slibné protizanétlivé ucinky prokazaly latky 38c, 38d, 38¢g, 38h, 38p,
39h, 39i, 40a, 40c, 40e, 40h a 40i, rovnéz bylo u sloucenin 38d, 38g a 38h zaznamenéno, Ze
na chronickou bolest. U téchto nejucinngjSich latek pak byla testovana ulcerogenni aktivita,
kter4 byla u slouc¢enin 38¢, 38h, 381, 38p, 39h, 39i, 40a, 40c, 40e, 40h a 40i nulova, coz ukazuje
na jejich bezpecnost pfi perordlnim podani. Stejné vysledky byly i pfi testech toxicity téchto
konjugatt [44].

Z testovani analgetickych vlastnosti vyplynulo, Ze nékteré z nejslibnéjSich
40c¢) a ostatni (38h, 381, 39h, 39i, 40c a 40h) jako centralni analgetika. Konjugace kurkuminu

s aminokyselinami tedy mize zvysit centralni nebo periferni analgetické vlastnosti [44].

Antimikrobni aktivita konjugétii byla testovana na grampozitivnich (S. aureus a
Streptococcus pyogenes) a gramnegativnich (Salmonella typhi a P. aeruginosa) kmenech a na

kvasince Candida albicans. Kurkumin a vSechny syntetizované konjugéty odhalily slibné
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antibakteridlni  vlastnosti  jak  proti grampozitivnim, tak  proti = gramnegativnim
bakteriim. Kurkumin mé sam o sob& vysokou aktivitu proti bakteriim (MIC 0,339 ug/mL),
avSak nekteré konjugaty odhalily asi dvojnasobny ucinek (MIC 38a, e, f, g-j, 39g, k 0,124-
0,166 pg/ml proti S. aureus, 38a-d, f-i, k, p, q, 391, j 0,113-0,166 pg/ml proti S. pyogenes, 38e,
g, i, j, 39k 0,124-0,145 png/ml proti S. typhi a 38f, g 0,139-0,145 pg/ml proti P. aeruginosa).
Pro antimikrobni aktivitu se ukdzalo vhodnéjsi pouzit chranéni radéji nez ponechani volného
amino skupiny, konkrétn¢ Cbz- skupinou. Z aminokyselin se nejvhodnéjsi jevi Phe a methionin
(Met). ZvySeni antimikrobnich vlastnosti lze pfipsat pritomnosti lipofilnéjsi chranéné
aminokyseliny, kterd ovliviiuje s tim souvisejici fyzikalnéchemické vlastnosti. To podporuji i
vypocetni studie ADME. Je vsSak potfeba podrobnéjsiho zkoumani pro vyvinuti

farmakokinetického profilu a lepsi pochopeni molekularniho mechanismu ucinku [44].

Labed a kol. [45] izolovali fadu sloucenin z nadzemnich ¢asti Centaurea pungens
(Asteraceae), jmenovité dva laktonové aminokyselinové konjugaty seskviterpenu: centaureolid
A (41, Obrazek 45) a centaureolid B (42, Obrazek 46). Rod Centaurea (chrpa) je po svéteé Siroce
roz§ifeny a je v mnoha zemich pouzivan v lidové medicin€ k 1écbé rakoviny, mikrobidlnich
infekei 1 jako stimulant, tonikum a antirevmatikum. Slouceniny 41 a 42 dosud nebyly popsany
a jsou charakteristické neobvyklym vyskytem prolinovych zbytki vazanych methylenovym

mustkem.

Obréazek 45 Derivat 41 [45] Obréazek 46 Derivat 42 [45]

Byla hodnocena antimikrobialni aktivita u kmena Bacillus cereus, S. aureus, Listeria
innocua, P. aeruginosa a Pseudomonas fragi. Nejcitlivgjsi byl proti obéma testovanym latkam
kmen P. aeruginosa (s pomérné vysokou MIC 100 pg/ml). Naopak P. fragi vykazovala vétsi
rezistenci, slabou inhibi¢ni aktivitu méla pouze sloucenina 41 (MIC 400 pg/ml), shodnou MIC
méla slouCenina 41 u kmene L. innocua. Inhibi¢ni aktivita proti dvéma kmeniim B. cereus
(DSM 4313 a DSM 4384) byla u obou slou¢enin shodnd (MIC 1000 pg/ml). Celkové byla

antimikrobni ¢innost téchto derivatli pomérné nizka [45].
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Tahir a kol. [46] syntetizovali derivaty CPX s kyselinou p-aminobenzoovou (PABA) a
gabapentinem s cilem vytvofit hybridy obsahujici dvé rizné 1éCiva za ucelem zlepSeni ucinnosti

¢1 nového mechanismu 0¢inku.

Syntetizované slouceniny 43a, b a 44a, b (Obrazky 47, 48) byly in vitro testovany
na antibakterialni aktivitu proti E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, B. subtilis a S. aureus,
dale pak proti klinicky izolovanym rezistentnim kmenim E. coli, P. aeruginosa, S. aureus
(MRSA) a Streptococcus haemolyticus. SlouCenina 44a vykazovala vynikajici inhibici rastu
standardnich kment (MIC 44a 1 ug/ml pro grampozitivni kmeny a K. pneumoniae, 0,5 ng/ml
pro E. coli a P. aeruginosa, CPX 8 pg/ml pro vSechny kmeny), z testovani aktivity proti
rezistentnim kmenim vysla jako slibna sloucenina 44a (MIC 44a 8 pg/ml pro MRSA a
0,5 pg/ml pro E. coli, P. aeruginosa, CPX 32 pg/ml pro MRSA a 4 pg/ml pro S. haemolyticus,
E. coli a P. aeruginosa) [46].

Obréazek 47 Derivaty 43a,b [46] Obrazek 48 Derivaty 44a,b [46]

(0]
OH
% O
R =
C OH ™
a b

Marc a kol. [47] ptipravili deset novych derivatl thiazolidin-2,4-dionu konjugovanych

R.
R NT
H

s PABA, coz je fyziologickd, ale nekodovana aminokyselina. Za Gicelem ziskani novych
predloh, které by obsahovaly riizné strukturni prvky, bylo analyzovano nékolik uz dfive
pfipravenych latek s antimikrobni aktivitou. Spoleénym prvkem zvazovanych sloucenin byla

ptitomnost jedné ¢i dvou C=0 skupin na thiazolidinovém jadre.

Syntetizované latky byly testovany na antimikrobni aktivitu u nékterych referen¢nich
kment: Salmonella enteritidis, L. monocytogenes, E. coli, S. aureus a houby C. albicans.
Citlivost testovanych mikroorganismt byla k 45 a 46a-i (Obrdzky 49, 50) sttedni az dobra
(primeér inhibi¢ni zony pro S. enteritidis 12-15 mm, pro L. monocytogenes 6-16 mm, pro E. coli

10-14 mm, pro S. aureus 8-20 mm a pro C. albicans 14-24 mm). Proti E. coli byly nejucinné;si
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46f a 46g (inhibicni zona 14 mm), nejvyssi aktivitu proti S. aureus mély 46d a 46h (inhibi¢ni
zona 20 mm), proti C. albicans byly nejucinnéjsi 46a, 46b, 46e-h (16-18 mm). VSechny
slouceniny mély nizkou ucinnost proti S. enteritidis a Listeria monocytogenes a takébyly méné
aktivni nez referencni 1éCiva amoxicilin/kyselina klavulanova 5:1 (inhibi¢ni zoény pro S.
enteritidis, L. monocytogenes, S. aureus 26 mm a pro E. coli 20 mm) a flukonazol (inhibi¢ni
zona pro C. albicans 24 mm). Obecné pak substituce aromatickym zbytkem v pozici 5
thiazolidin-2,4-dionového kruhu zvysSuje antimikrobidlni aktivitu, coz bylo potvrzeno

skutec¢nosti, ze slouceniny 46a-i mély tendenci byt aktivnéjsi nez sloucenina 45 [47].

(0] (0]
N N
H o) H o)
Obrazek 49 Derivat 45 [47] Obréazek 50 Derivaty 46 [47]

46a Ar = 4-CI-C6H4- 46f Ar = 3-OCH3-C6H4-

46b Ar = 3-CI—C6H4- 469 Ar= 2-OCH3-C6H4-

46¢ Ar = 2,6-diCI-CgH3- 46h Ar = 3-Br-CgH -

46d Ar = 4-NO,-CgH,~  46i Ar = 3-Py-

46e Ar = 4-OCH3-C6H4-

Z molekularniho dokovani vyplynuly dulezité interakce, ke kterym dochézi

s katalytickym mistem dihydropteroatsyntdzy, stejné tak vyznam flexibilniho atomu uhliku
ve sttedu molekuly. Ze studia ADME se zd4, Ze vSechny slouceniny maji dobry

farmakokineticky profil, coZ by z nich délalo vynikajici kandidaty pro dalsi vyvoj [47].

Diky své rigidit¢ a potencialu pro riznou uroven funkcionalizace, Sirokému profilu
biologické aktivity a schopnosti pronikat bunéénou membranou se staly steroidy vhodnymi
kandidaty pro syntézu konjugati. Pro biologickou antimikrobni aktivitu steroidu je nutna
objemnd a rigidni hydrofobni jednotka napojena na flexibilni hydrofilni fetézec. Zavedeni
aminokyseliny nebo peptidu do struktury zékladniho steroidu nabizi kombinaci hydrofilni
funk¢ni Casti a hydrofobniho nosic¢e ve stejné molekule, a proto piedstavuje dilezitou tfidu
molekul pronavrhovani a vyvoj 1éCiv. Jadhav a kol. [48] syntetizovali fadu N-
cholesterylaminokyselinovych konjugatt, konkrétnéji N-[3a-cholesteryl]aminokyseliny a N-

[3a,7a-cholesteryl]-bis(aminokyseliny).

Jedenact konjugatl bylo in vitro testovano na antimikrobidlni aktivitu proti S. aureus,
S. epidermidis, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, B. cereus, B. subtilis, Bacillus

lichemiformis, E. coli, S. typhimurium, K. pneumoniae, Proteus vulgaris, P. aeruginosa a K.

55



aerogenes. Vynikajici aktivitu vykazovaly konjugaty s vyjimkou konjugatu 51 proti vétsSing

grampozitivnich kmeni [48].

Byly hledany vztahy mezi strukturou a aktivitou téchto sloucenin. Ukazalo se, ze
optimalni délka postranniho fetézce ovliviiuje antimikrobidlni aktivitu. Slouceniny 47, 48, 49 a
50 spojené dvéma a tfemi methyleny mezi aminovou a karboxylovou skupinou vykazovaly
zlepsenou ucinnost (MIC 47 2-8 pg/ml, 48 2-16 pg/ml, 49 2-4 ng/ml a 50 2-4 ng/ml), naopak
slouc¢eniny 51 a 52 s rozvétvenym spojovacim fetézcem vykazovaly nizsi aktivitu (MIC 51 pro
vSechny testované kmeny vice nez 32 pug/ml a 52 8 pg/ml proti B. subtilis, pro ostatni kmeny
16 pg/ml a vice). Konjugéat obsahujici kyselinu gama-aminomdaselnou na pozicich 3 a 7

cholestanu byl nejucinngjsi u testovanych grampozitivnich bakterii (MIC 2 pg/ml) [48].

/,
%,

Obrazek 51 Derivaty 47 a 48 [48] Obrazek 52 Derivaty 49 a 50 [48]
47n=1,R=C,H; 49n=1,R=CyHs
48 n =2, R =CH,4 50n=2,R=CHj;

HNY
HsC
e
R

Obrazek 53 Derivaty 51 a 52 [48]
51n=0,R=CyHs
52n=1,R=CH,

4.2.2. Tuberkuloza a mykobakterialni infekce

Vyvoj tuberkulozy rezistentni vici 1éciviim po celém svéde je alarmujici. Odhaduje se,
ze je v souCasné dob¢ asi Ctvrtina svétové populace nakazend Mycobacterium tuberculosis
(Mtb.) a kazdy rok ptibyde dalSich 8-9 milionti novych ptipadl aktivni tuberkuldzy. V roce

2019 se utémét pil milionu lidi vyvinula rifampicin-rezistentni tuberkuléza, z ¢ehozZ bylo
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témet 80 % multirezistentni (MDR-TB), tedy rezistentni alespon k isoniazidu a rifampicinu, a
odhadovano bylo asi 1,4 milionti imrti. Zavaznou vyzvou je mimo to i koinfekce HIV a MDR-
TB, je proto naléhavé nutné vyvinout nové léky ¢i proléciva s novym mechanismem ucinku

[30, 49].

Byla syntetizovana fada novych salicylanilidivych esteri N-Cbz-chranénych
aminokyselin 53a-j (Obrdzek 54). Slouceniny byly nasledné testovany na antifungélni aktivitu

proti osmi kmentim a aktivitu proti M. tuberculosis [50].

R'" O
Obrazek 54 Derivaty 53 [50]
53aR=3-Cl,R"=H 53f R = 4-Cl, R" = (R)-CH(CH5),
53b R = 3-Cl, R" = (S)-CH; 539 R = 4-Cl, R" = (S)-CH,C¢Hs
53¢ R = 3-Cl, R" = (R)-CH; 53h R=4-CF3 R"=H
53d R=4-Cl,R"=H 53i R = 4-CF3, R" = (S)-CH;

53e R = 4-Cl, R" = (S)-CH(CHs), 53j R =3,4-Cl, R =H

Vsechny slouceniny vykazovaly nejvyssi aktivitu proti plisni Trichophyton
mentagrophytes (MIC 53a,j 31,25 uM, 53b,c,g 7,81 uM, 53d,e,f,h 15,63 uM, 53i 1,95 uM,
flukonazol 1,95 uM), U kment Aspergillus fumigatus a Absidia corymbifera méla vétSina
sloucenin vyssi aktivitu nez flukonazol (ICso flukonazol >125 pM pro oba patogeny) [50].

Antimykobakterialni aktivita byla nejvyssi u sloucenin 53b, 53h a 53i (MIC 53b
3,13 pg/ml, 53h 6,25 pg/ml a 53i 3,13 pg/ml; stupenn inhibice 89-99%). U obou aktivit se
ze zavislosti aktivity na lipofilit€ ukazalo, Ze se jedna az o sekundarni parametr. Velmi dilezity

je typ a pozice substituce. Nejvhodné&jsi se ukéazala substituce CF3 na pozici C4 anilinu [50].

Béhem hledani novych antituberkuloticky aktivnich salicylanilid byla pfipravena série
30 N-chranénych esterit aminokyselin S4a-dd (Obrdzek 55). Piipravené derivaty byly testovany
na antimykobakteridlni aktivitu proti kmenim M. tuberculosis, Mycobacterium avium a

Mycobacterium kansasii (235/80 a klinicky izolat 6509/96) [51].
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Obrazek 55 Derivaty 54a-dd [51]
R = 4-Cl, 5-CI
R = 3-Cl, 4-Cl, 4,3-diCl, 4-Br
R? = H, Me, i-Pro, -CH,-Ph

O

Vsechny slouceniny vykazovaly aktivitu srovnatelnou u nejucinnéjSich esterti
s isoniazidem vici M. tuberculosis a lepsi u netuberkuldznich kmenti (MIC 54 1-16 pM pro M.
tuberculosis, 8-32 uM pro M. avium, 4-32 uM pro M. kansasii 235/80 a 8-32 uM pro M.
kansasii 6509/96; INH 0,5 uM pro M. tuberculosis, >250 uM pro M. avium a M. kansasii
235/80 a 8 uM pro M. kansasii 6509/96), ktery byl pouzit jako standard. Slouceniny 54r a 54
m, o, q, s-X (R = 4-Cl; R! = 54r,s-x 4,3-diCl, 54m,0,q 4-Br; R?> = 54r H, 54m (R)-CHj3, 540
(R)-CH-(CH3)2, 54q (R)-CHz-phenyl, 54s (S)-CHs, 54t (R)-CH3, 54u (S)-CH-(CH3)2, 54v (R)-
CH-(CH3s)2, 54w (S)-CHz-phenyl, 54x (R)-CHz-phenyl) (MIC 54r 1 uM 54m, o, q, s-x 2 uM)
mély nejvyssi aktivitu proti M. tuberculosis, coz ukazuje dileZitost substituci R = 4-Cl, R! =
3,4-Cl nebo 4-Br pro vysokou aktivitu proti tuberkuldze. Proti M. avium byly nejaktivnéjsi
sloudeniny 54n, q, bb, cc a 54dd (R = 54n 4-Cl, 54bb,cc,dd 5-Cl; R! = 54m 4-Br, 54bb,cc.dd
4-Cl; 54n (S5)-CH-(CH3)2, 54bb (R)-CH-(CH3)2, 54cc (S)-CHz-phenyl, S4dd (R)-CHaz-phenyl)
)(jednotna MIC 8 uM) [51].

Latky byly rovnéZz testovany na cytotoxicitu, pouzita byla linie lidskych sttevnich bun¢k
HCT-8. VSechny méfené slouCeniny prokéazaly v porovnani s isoniazidem stfedni toxicitu.
Index selektivity je u vSech vybranych nejucinnéjsich sloucenin vyssi nez 10, proto mohou byt

povazovany za vhodné pro dalsi screening. Studovéna byla i jejich stabilita. [S1].

Na zéklad¢é téchto vysledki byla syntetizovana nova série esterli halogenovanych
salicylanilidi a N-acetyl-L-fenylalaninu (55, Obrdzek 56). Jejich antibakteridlni aktivita pak
byla hodnocena na M. tuberculosis véetné MDR-TB kmeni a atypickych mykobakterii M.
avium a M. kansasii [30, 52].
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Obrazek 61 Derivaty 55 [30].
55a R=4-CIR! =3-Cl 55g R =4-CIR!=34-diCl
55b R=5-CIR!'=3-Cl 55h R =5-CIR'=3,4-diCl
55¢R=4-CIR!=4-Cl 55iR=4-CIR! = 4-CF,
55d R=5-CIR!'=4-Cl 55jR=5-CIR!=4-CF,
55¢ R=4-CIR!=4-Br 55k R = 4-BrR! = 4-CF,
55fR =5-CIR! = 5-Br

Nové estery vykazovaly vysokou antituberkul6ézni aktivitu (MIC od 0,25 uM).
S vyjimkou 55j byly syntetizované slouceniny aktivnéj$i nez ptivodni salicylanilidy. Derivaty
55¢ a 55d vykazujici podobné hodnoty MIC mély vyssi aktivitu na M. tuberculosis nez
salicylanilidy. Lipofilita ma vliv na aktivitu, vztah ov§em neni pfimy. Obecné plati, Ze nejvyssi

aktivitu proti mykobakteriim mély nejvice lipofilni latky 55g, 55i, 55k a ¢astecné i 55e [30, 52].

Vysledky na MDR-TB kmeny naznacuji, Ze 55¢g, 55k a 55i by mohly byt slibnymi
kandidaty pro 1é¢bu multirezistentni tuberkul6zy. Pfi porovnavani 55k a 55i mély latky témet
stejnou ucinnost, z hlediska toxicity se jevil ester S5k vhodnou kandidéatni molekulou pro dalsi

zkoumani jako potencidlni antimykobakterialni latka [30, 52].

Estery byly dale testovany viic¢i bakteriim a houbam. Obecné plati, Ze pro zvySeni
aktivity proti bakteriim se zdaji nejvhodné&jsi substituenty 4-CF3 (napft. 55i a 55k) a 4-Br (napf.
55f) na anilinovém jadre. Pfi porovnani substituentl na salicylovém kruhu jsou proti bakteriim
aktivngjsi ty, které maji 5-Cl spiSe nez 4-Cl, s vyjimkou 55i. Tyto estery také vykazovaly
aktivitu proti Gram-pozitivnim patogeniim v¢etné MRSA. S ohledem na vysledky by mohly
byt N-acetylfenylalaninové estery salicylanilidi novou vysoce aktivni skupinou se slibnou

Sirokospektralni antibakterialni aktivitou [30, 52].

Juhas a kol. [53] pfipravili slouceniny obsahujici fragment pyrazinamidu (PZA), resp.
jeho metabolit pyrazinovou kyselinu, ve spojeni s methyl nebo ethylestery vybranych
aminokyselin. Pyrazinamid je jednim z pilifi moderni 1é€by TBC. Nejvétsi vyhodou je jeho in
vivo u€innost pii priniku do plicnich granulomt, a tedy schopnost ptsobit na dormantni

mykobakterie, navic v kyselém prostiedi.
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Tticet devét piipravenych derivatd bylo testovano na antimikrobialni aktivitu
na kmenech Mtb. HizsRa, M. smegmatis, M. aurum, bakteriim S. aureus, P. aeruginosa a
houbdm C. albicans a Aspergillus flavus. Nebyla zjisténa zadna aktivita proti mykotickym
kmentim. U derivatu 56 byla zjiSténa nizka aktivita proti S. aureus. Primarnim cilem ale byla
antimykobakteridlni aktivita. Vysoka ucinnost u nékterych sloucCenin byla pozorovédna
predevsim proti Mtb. H37Ra. Vyznamna aktivita byla pozorovana v mirné kyselém prostiedi

(pH 6), zatimco v bézn¢ pouzivaném pH 6,6 byly latky obecné€ neaktivni [53].

jaas [3*5 (g

Obréazek 57 Derivat 56 [53] Obrazek 58 Derivat 57 [53] Obrazek 59 Derivat 58 [53]
N
N
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|
|

Obrazek 60 Derivat 59 [53] Obrazek 61 Derivat 60 [53]

Uw%

Obrazek 62 Derivat 61 [53]

Nejlepsi aktivitu méla smés enantiomeri slouceniny 57, byla Ctyfikrat aktivnéjsi
nez PZA. Estery 58, 59, 60 a 61 byly ve srovnani s PZA az dvakrat aktivnéjsi. Slouceniny
s volnou karboxylovou skupinou byly obecné neaktivni. Byl sledovan vztah mezi aktivitou a
strukturou, ze kterého vyplyva, ze aktivita je uzce spojena s vyssi lipofilitou sloucenin a také
se stereochemii (preferovany jsou fyziologické L-izomery). Aktivita derivati obsahujicich D-
aminokyseliny byla ve srovnani s L-enantiomery vyrazné niz$i. Pro ptesvéd¢ivy popis vztahi
mezi strukturou a aktivitou je vSak nutné syntetizovat vice derivatli se zamétenim se na rozdily

mezi aktivitou riznych enantiomert [53].
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Dapson (4,4'-sulfonyldianilin, Obrdzek 63) ma bakteriostatickou aktivitu vici
Mycobacterium leprae, jeho nevyhodou je vSak nizka rozpustnost ve vodeé. Za ucelem
pfekonani tohoto omezeni syntetizovali Pochopin a kol. [30, 54] nové aminokyselinové

amidové derivaty dapsonu 62a-k jako potencialni 1éCiva lepry.

O\\S//O O\\S//O
H,oN : : NH,  H,N : : NHR.HCI
Obrazek 63 Dapson [30] Obrazek 64 Derivaty 62 [30]

62aR=L-Ala 62g R =D-Leu

62b R =L-Leu 62h R = D-Phe

62c R =L-Phe 62iR =DL-Ala

62d R = Gly 62j R =DL-Leu

62e R=L-Lys 62k R =DL-Phe

62f R = D-Ala

Béhem studii chemické stability proléciv bylo jedinym sledovanym produktem rozkladu

puvodni 1é¢ivo (pfi jakékoli hodnoté pH), coz naznacuje, ze kromé hydrolyzy amidové vazby
neprobiha degradace Zadnou jinou cestou. Pfipojeni aminokyselinovych zbytkd na dapson
vedlo u jejich hydrochlorida ke zlepSeni rozpustnosti ve vodé o 2-3 fady. Vyjimkou jsou L-Phe-
dapson 62¢, u néjz k zlepSeni rozpustnosti doslo v mensim rozsahu, a L-Lys-dapson 62e, ktery

zpusobena ionizovatelnou g-amino skupinou, ktera je za fyziologického pH protonizovana [30,

54].

Vsechny derivaty 62a-e byly substraty pro leucin aminopeptiddzu. Odpovidajici
derivaty D-aminokyselin byly po dobu 8 hodin v pfitomnosti této aminopeptidazy zcela stabilni,
coz je v souladu se specifi¢nosti enzymu pro L-aminokyseliny. Vyjimkou je glycin, ktery nema

chiralni centrum [30, 54].

V lidské plazmé a lidské, potkani a krali¢i krvi doSlo k hydrolyze 62a-e na dapson.
Derivat 62e po intravendéznim podani byl v systémové cirkulaci rychle a kvantitativné
hydrolyzovan. Proto by mohl byt derivat 62e vhodnym piikladem proléciva pro modifikaci

dalSich Spatné€ rozpustnych amini [30, 54].
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5. Zavér

V teoretické Casti prace je rozebrana problematika bakterialni rezistence k antibiotikim.
Jsou popsany mechanismy rezistence, zpusoby vzniku a Sifeni rezistence mezi bakteriemi,
vysvétleny jsou 1 pojmy tykajici se této problematiky jako je napt. multirezistence, zkiizena
rezistence nebo tolerance. Dale se prace vénuje moznostem modifikace 1éCiv at’ uz za ucelem
ziskani novych antimikrobné piisobicich latek, ¢i zlepseni nékterych vlastnosti stavajicich 1é¢iv.

Prostor je vénovan izomerii, homologii, analogii a predevs§im tématu proléciv.

Byla syntetizovéana tada slibnych sloucenin na bazi peptidovych a aminokyselinovych
derivata sloucenin se znamou biologickou aktivitou, které by se daly v budoucnu vyuzit. N-
Valyloxybenzamidin a N,N “-bis(valyloxy)pentamidin prokéazaly vyssi rozpustnost ve vodé a
diky tomu m¢ly slouceniny vyssi biologickou dostupnost po perordlnim podani a pii testovani
pak pentamidin vstoupil do vSech testovanych bun¢k. Tento piistup by mohl vést k zptistupnéni

1é¢by v tropickych oblastech.

Dale bylo ptipraveno n€kolik raznych derivati primachinu pro jejich potencialni vyuziti
jako antimalarika a porovnani aktivit a vedlejSich u¢inka jednotlivych derivatd. Slibnym
pfistupem pro zabranéni oxidativni deaminaci a tim zachovéani antimalarické aktivity
promachinu se ukazala acylace primarni aminoskupiny na C*-4 dipeptidy. Také byla zjiSténa
nevhodnost volné CO;H skupiny bez pfitomnosti volné terminalni NH> skupiny

pro antimalarickou aktivitu.

Lipofiln€jsi aminokyselinové derivaty fluorochinolonii vykazovaly vyssi inhibi¢ni
aktivitu v porovnani s ptvodnimi 1é¢ivy, a to pravdépodobné diky snadné&js$i nespecifické
permeaci skrze biologické bariery. DalSi fluorochinolonové derivaty s N-chranénou
aminokyselinou rovnéZ vykazovaly vyS$$i antimikrobni aktivitu. Z dalSich studii (derivaty
trimethoprimu, isoniazidu a metronidazolu) opét vyplyva, Ze zvyseni lipofility derivati vede
k snadnéj$i permeaci do buné¢k a ke zvySeni aktivity, tyto latky mohou byt vhodnym vychozim
bodem pro dalsi vyvoj. Piipraveny byly 1 derivaty kurkuminu s N-chranénymi
aminokyselinami, slibné vypadaji derivaty lipofiln€jSich aminokyselin chranénych Cbz.
Potencial maji i aromatickym zbytkem (napt. PABA) substituované derivaty thiazolidin-2,4-

dionu.

Syntetizovany byly estery salicylanilidovych estert s N-chranénymi aminokyselinami.
Pro antituberkulotickou aktivitu se ukédzala dulezitou substituce chlorem v pozici 4

na benzenovém jadie a soucasné 3,4-Cl nebo 4-Br. V navazujici studii byly pfipraveny derivaty
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halogenovanych salicylanilidi a N-acetyl-L-fenylalaninu, kdy se jako nejvhodné&jsi opét jevily

substituce chlorem a bromem v pozici 4 a soucasn¢ substituce 4-CF3 na benzenovych jadrech.

Modifikace aminokyselinami je vhodnou cestou pro pfipravu antimikrobni plisobicich
latek a do budoucna mutze piinést dalsi pokroky ve vyvoji novych 1é€iv ¢i v Gipravé vlastnosti

stavajicich latek.
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