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Abstrakt

Antibioticka rezistence predstavuje globalni problém a ke zmirnéni nasledkd by
mél pfispét mimo jiné i vyvoj novych léciv. VSechny nové pfipravené slouceniny vychazi
z molekuly 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu, v nékterych syntézach byl jako vychozi
slouenina pouzit jeho derivat sulfamethazin. Vychozi molekula byla zvolena
na zakladé antimikrobni aktivity derivatd 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu. Cilem t¥i
jednokrokovych  syntéz  byla pfiprava jednotlivych  sulfonamidl  reakci
4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu s pfislusnym sulfonylchloridem. Ostatnich deset také
jednokrokovych reakci vedlo k pfipravé Schiffovych bazi, které vychazeji vétSinové
z derivatl salicylaldehydu a benzaldehyd(. Byly pouZity rGzné metody, vytézky se
pohybovaly vrozmezi od 13 % do 48 % u sulfonamidld a od 13 % aZz po 96 %
u Schiffovych bazi. U vSech tfinacti sloucenin byla otestovana antibakteridlni

(proti vybranym G* i G- kmenlm) a antifungalni aktivita pomoci mikrodilu¢ni bujonové

evvs

evvs

dosahl 2-{[(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)imino]methyl}-4,6-dijodfenol. Mezi nadéjné
antifungalni latky, které mély dostatecné nizké MIC, patfi napfriklad i 4-[(3,5-dibrom-2-
hydroxybenzyliden)amino]-N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)benzensulfonamid

Ci 4-chlor-2-{[(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)imino]methyl}-6-jodfenol. Vychozi molekula
(sulfamethazin nebo 4,6-dimethylpyrimidin-2-amin) pro antifungdlni aktivitu nehrala
zasadni roli, maly rozdil mGzeme vidét na hodnotdch MIC pfi testovani téchto latek
proti nékterym G* kmendm, kdy jsou slouceniny s vychozi molekulou sulfamethazinem
ucinnéjsi. Vyhodnou pro antifungalni aktivitu se také zda byt pfitomnost jodu

ve sloucening, navic s rostoucim poctem atom( jodu klesa hodnota MIC.



Abstract

Antibiotic resistance is a global problem and the development of new drugs,
among other approaches, should contribute to mitigating the consequences. All newly
prepared compounds are based on the 4,6-dimethylpyrimidine-2-amine, in some
syntheses its derivative sulfamethazine was used as a starting compound. The starting
molecule was chosen based on the antimicrobial activity of 4,6-dimethylpyrimidine-2-
amine derivatives. The aim of three one-step syntheses was to prepare sulfonamides
from 4,6-dimethylpyrimidine-2-amine and corresponding sulfonyl chlorides. Other ten
also one-step reactions led to the preparation of Schiff bases, which are mostly based
on salicylaldehyde and benzaldehyde derivatives. Different methods were used, yields
ranged from 13 % to 48 % for sulfonamides and from 13 % to 96 % for Schiff bases.
All thirteen compounds were tested for antibacterial (against selected G* and G
strains) and antifungal activity using the microdilution broth method. In general, the
compounds were ineffective against G bacteria and, on the other hand, showed
the greatest activity (i.e., lowest minimum inhibitory concentrations, MIC) against
fungi. Sulfonamides were ineffective. The lowest MICs for both fungi (3.9 umol I')
and bacteria (15.62 umol I1) were found
for 2-{[(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)imino]methyl}-4,6-diiodophenol. Promising
antifungal substances that had sufficiently low MICs include 4-[(3,5-dibromo-2-
hydroxybenzylidene)amino]-N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)benzenesulfonamide
and 4-chloro-2-{[(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)imino]methyl}-6-iodophenol. The parent
molecules, sulfamethazine and 4,6-dimethylpyrimidine-2-amine, have no influence on
antifungal action; a small difference was found for MIC values when testing these
compounds against some G* strains, where sulfamethazine derivatives were more
effective. The presence of iodine in the compound also appears to be advantageous
for antifungal activity, and the MIC value decreases with increasing number of iodine

atoms.
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1  Seznam pouzitych zkratek

AC

ACl

AF

AFla

ATB

ATCC

CA

CAMHB

CFU

CK

Ccp

CcT

CCM

DCM

DEE

DMSO

DNA

DSM

EC

EF

ESBL

EtOACc

Absidia corymbifera

Acinetobacter baumannii

Aspergillus fumigatus

Aspergillus flavus

antibiotika

American Type Culture Collection (Americka sbirka typovych kultur)
Candida albicans

cation-adjusted Mueller-Hinton broth (kationtové upraveny

Miller-Hinton(v bujon)

colony forming unit

Candida krusei

Candida parapsilosis

Candida tropicalis

Czech Collection of Microorganisms (Ceskd sbirka mikroorganisma)
dichlormethan

diethylether

dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (Némecka sbirka

mikroorganismu)

Escherichia coli

Enterococcus faecalis

extended spectrum B-laktamases (Sirokospektré B-laktamazy)

ethyl-acetat



EUCAST The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

(Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti)
FLU flukonazol

FT-IR Fourier-transform infrared spectroscopy (infracervena spektroskopie

s Fourierovou transformaci)

IR infrared spectroscopy (infracervena spektroskopie)

KP Klebsiella pneumoniae

MGE mobile genetic elements (mobilni genetické elementy)

MIC minimal inhibitory concentration (minimalni inhibi¢ni koncentrace)
MRSA methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

NMR nuclear magnetic resonance (nuklearni magnetickd rezonance)
PA Pseudomonas aeruginosa

PBP penicillin binding proteins (penicilin-vazajici proteiny)

RNA ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

SA Staphylococcus aureus

SE Staphylococcus epidermidis

Tl Trichophyton interdigitale

Tol toluen

TLC thin-layer chromatography (tenkovrstva chromatografie)

THF tetrahydrofuran



2  Uvod

Antimikrobni slouceniny jsou latky Gcinkujici proti mikrobdm. MizZeme je délit
hned podle nékolika kritérii. Napr. podle etiologie je rozdélujeme na antibiotika (ATB)
bojujici proti bakteriim, antivirotika zamérena proti virllm, antimykotika bojujici

s houbami, antiprotozoika uréena proti prvokiim a anthelmintika proti ¢erviim.

Objev ATB znamenal velky prelom v [é¢bé infekénich onemocnéni. A pravé diky
jejich blahodarnym ucinkim v |écbé nemoci se zacala predepisovat mozina castéji,
nez bylo potfeba. Kvili neznalosti rizik takovéto 1é€by si s vyvojem ATB zacaly i bakterie
rozvijet zpUsoby, jak se témto lé¢ivim branit, a zacala se rozvijet rezistence bakterii

na ATB neboli tzv. antibioticka rezistence.

Dnes predstavuje antibiotickd rezistence velky problém pro celosvétové
zdravotnictvi. Tak jako kdysi objeveni ATB zachrdnilo nespocet Zivotd, kvili antibiotické
rezistenci by mohla mortalita na bakteridalni onemocnéni opét vést Zebricek Umrtnosti
podle pficiny amrti, a proto je zddouci neustdle vyvijet stale nova léciva a délat vse

pro alespon zpomaleni Sifeni antibiotické rezistence.
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3  Teoretickd Cast

3.1 Antibioticka rezistence

Antibioticka rezistence je obecné popsana jako schopnost bakterii prezivat
vdané koncentraci ATB [1]. Tuto schopnost maji bakterie ¢astecné vrozenou
(oznacované také jako prirozena rezistence bakterii) a ¢astecné ziskanou, a to jak
vlivem naduzivani (hlavné Sirokospektrych) ATB, tak i vlivem ucinnosti ATB na citlivé
misto v bunice, cemuz se bakterie snazi branit [2]. Timto citlivym mistem bakterie mUze
byt napfiklad syntéza ¢i funkce bunééné stény, funkce bunétné membrany, fizeni
syntézy bilkovin anebo syntéza nukleovych kyselin uvnitt bakterie [3]. A pravé obrana
pred ATB byla hlavni ptic¢inou, pro¢ bakterie ziskaly tzv. rezistom. Rezistom je mnoZina

genu rozdilného charakteru, které chrani bakterii pfed danymi ATB [2].

3.1.1 Pfirozena a ziskana rezistence bakterii

Pfirozena neboli primarni rezistence je vrozend a je dana strukturou buriky
urcitého druhu bakterii [2]. Pfirozené rezistentni burice maze chybét cilova struktura,
na kterou ATB cili (napfiklad rezistence mykoplazem, které nemaji bunécnou sténu,
na B-laktamovd ATB, jejichz mechanismem ucinku je zasazeni do syntézy bunécné
stény) [4], nebo napfiklad muzZe pfirozené produkovat enzymy, které inaktivuji dané
ATB (produkce enzym0 B-laktamdz, které Stépi B-laktamova ATB). Tento typ rezistence
Ize predvidat pomoci blizsiho uréeni druhu bakterie a Ize se ji vyhnout nasazenim ATB

se spektrem ucinku, na ktery je dany druh pfirozené citlivy [1], [2].

Ziskana neboli sekundarni rezistence je daleko nepredvidatelnéjsi
¢i Uplné rezistentni acitlivost je pak nutné uréit mikrobiologickym vySetifenim.
Caste¢nd rezistence je zavisld na koncentraci ATB a mlZe zpUsobit, e pdvodné
baktericidni ucinek zplsobi nyni pouze inhibici rGstu [4], [5]. Ziskanou rezistenci

muzeme rozdélit jeSté na dva podtypy — fenotypovou a genotypovou rezistenci [1].
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3.1.1.1 Fenotypova rezistence

Tento typ rezistence neni dédi¢ny a nepoji se se zménou genetické informace,
na rozdil od genotypové rezistence. Pfi fenotypové rezistenci se bakterie brani tim,
Ze se zbavuje ATB aktivnim efluxem (vypuzovani ATB z buriky) ¢i uzavira poriny. DalS$im
prikladem fenotypové rezistence je tzv. bakteridIni perzistence [1]. Jako perzistenci
oznacujeme odolnost na ATB pouze nékolika bakteridlnich bunék v ramci citlivé
populace. Na vzniku perzistence se podili hlavné rlstova faze buriky a vliv prostredi, ve

kterém se mikroorganismus nachazi [6].

3.1.1.2 Genotypova rezistence

PFi genotypové rezistenci se méni geneticka vybava bakterie vlivem vnitini
mutace (tento vliv je také nékdy oznacovan jako zdroj endogenni rezistence) ¢i prijetim
genetické informace zvendi (zplUsobuje exogenni rezistenci). Vnitfni mutace mlze byt
spontanni anebo indukovand. Indukovand mutace je navozena UV zafenim
¢i mutageny. Tato zména se tyka predevsim genetické informace ulozené v nukleoidu
bakterie a zarazujeme ji také pod tzv. chromozomalni mutace [5]. NejcastéjSim
zpUsobem zmény genetické informace je ovSem jeji pfijeti zvnéjsku, a to ve formé

kruhového plazmidu, ktery nese informaci pro rezistenci [1].

Geny pro rezistenci si bakterie nepredavaji pouze vertikalné mezi generacemi,
¢emuz dopomdha tzv. selekéni tlak, ale i vzajemné vramci jedné generace, tedy
horizontalné [3]. K selekénimu tlaku dochazi zejména pfi uzivani Sirokospektrych ATB,

kdy citlivé populace zahynou, ale rezistentni kmeny preziji a mohou se dale mnozit,

aniz by je dalsi kmeny omezovaly [5].

3.1.1.2.1 Horizontalni pfenos

Horizontalni prenos je mechanismus zaloZzeny na prevzeti genetického
materidlu rekombinacnimi procesy. Je hnaci silou evoluce bakterii a ¢asto odpovédny
za vyvoj rezistence k ATB [7]. Mezi geneticky materidl, ktery takto bunky prenaseji,
zarazujeme plazmid nebo transpozon, a mechanismus, kterym informaci predavaiji,
jako konjugace, transformace, transdukce a transpozice [4], [8]. Tyto mechanismy také

oznacujeme jako extrachromozomalni rezistence [5].
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3.1.1.2.1.1 Konjugace

Konjugace je proces, pfi kterém prechazi plazmidy sgeny pro rezistenci,
tzv. R-plazmidy, k pfijemci pomoci proteinového vldkna, které se mezi darcem
a pfijemcem vytvofi pfivzajemném kontaktu. Pfenos pomoci proteinového vldkna,
také nazyvaného pillus, je povaZzovdn za hlavni zpUsob prfenos u rezistence
mezi mikroby aje jakymsi sexualnim spojenim, pfi kterém ale nesplyvaji pohlavni

buriky [5], [8]. Tento typ je nejcastéji vyuzivan bakteriemi v nemocnicnim prostfedi [7].
3.1.1.2.1.2 Transformace

Transformace znamena prenos cizorodé deoxyribonukleové kyseliny (DNA)
do bunky z okoli. Pfenos probihd bez pfimého kontaktu mezi ddrcem a pfijemcem,
ale je pro néj nutna exprese urcitych membrdnovych markert na povrch bakterialni

buriky [8].
3.1.1.2.1.3 Transdukce

Pfenos gend pomoci bakteriofagu nazyvame transdukce. Bakteriofag je virus,
ktery napada bakterie. Pfi infekci mlZe dojit k zabaleni bakteridlni DNA do kapsidy
bakteriofaga. Nasledné se kapsida s bakterialni DNA navaze na buriku pfijemce a mlze
infikovat jeho DNA. Transdukce probéhne, pouze pokud je DNA zkapsidy

nakombinovana do genomu bunky pfijemce [9].
3.1.1.2.1.4 Transpozice

Transpozice je premisténi genetické informace z plazmidu do nukleoidu,
¢imzZ jsou umoznény dalsi, tentokrat vertikdlni prenosy. Moziny je také prenos
z nukleoidové DNA do podoby plazmidu. K témto prenoslim dochdzi za pomoci dvou
mechanismu. Prvnim mechanismem je tzv. ,cut and paste”, kdy dojde k vyfiznuti dané
sekvence genu a vloZeni na jiné misto genomu. Druhym mechanismem je tzv. ,copy
and paste” mechanismus, kdy dojde pouze kreplikaci dané sekvence a tato
zreplikovana sekvence je poté vloZena na jiné misto genomu. Tyto sekvence nazyvame

transpozony a jsou schopny vyvolat zmény genové exprese ¢i mutace [5], [8].
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3.1.2 Mechanismy rezistence

Bakteridlni buriky si evoluci vytvofily rdzné mechanismy, jakymi se mohou
branit proti Ucinku ATB. Tato obrana je hlavnim prikladem adaptace a vrcholem
evoluce bakterii. Je popsano nékolik zakladnich mechanism( rezistence a bakterie je
vyuZivaji bud samostatné, nebo je kombinuji, ¢imz se stavaji rezistentnéjSimi [5], [7].
Na druhé strané se ukazuje, Ze nékteré druhy bakterii preferuji nékteré mechanismy
odporu pred ostatnimi. Napfiklad u G* bakterii je rezistence proti ATB na bazi
uplatiiuje rezistence pomoci zmény cilové struktury. Rozdil v mechanismu rezistence G

a G* bakterii je pravdépodobné dan jinou stavbou membrany [7].

K inhibici bakteridlniho rlstu musi ATB nejprve projit bunéénou membranou,
néktera ATB se musi uvnitf bakterie aktivovat a vSechna musi dosdahnout cile
v koncentraci dostatecné vysoké, aby mohla pUsobit. VSechny tyto kroky jsou
pro ucinek ATB dUleZité, a proto pravé proti témto krokim vyviji bakterie mechanismy
najejich zastaveni a tim zneutralizovani toxického ucinku ATB na bakterii.
Napfriklad modifikace cile mohou bakterie dosahnout hned nékolika mechanismy, a to
mutaci cilového mista, nahradou cile, enzymatickou modifikaci cile nebo jeho
ochranou. SniZeni koncentraci ATB lze dosahnout bud zabranénim vstupu ATB,
nebo jejich vypuzovanim efluxnimi pumpami ven z buriky. Tyto mechanismy neméni
strukturu samotného antibiotika. Existuji vSak mechanismy, které takové zmény
zpUsobuji, napfiklad mutace v enzymu, ktery plvodné mél aktivovat prolécivo

antibiotika, nebo pfitomnost enzym inaktivujicich antibiotika [10].

Aby bylo mozné klasifikovat mechanismy antibiotické rezistence, rozdéluji se
podle biochemickych cest podilejicich se na rezistenci na ¢tyi zakladni skupiny [9].
Jsou to mechanismy, které pomahaji zménit cilovou strukturu, degraduji ¢i modifikuji
ATB bakteridlnimi enzymy, aktivnim efluxem vypuzuji ATB ven z buriky a v neposledni

fadé zhorsuji propustnost membrany pro ATB [11].

3.1.2.1 Zména cilové struktury

BéZnou strategii bakterii je vyhnout se puUsobeni ATB zdsahem do cilové

struktury, na niz se ATB vaze. Jeden ze zpusobU, jak se lze vyhnout ucinku ATB, je
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ochrana cilové molekuly, pfi niz je stericky branéno navazani ATB na vazebné misto
v burice. Dal$i mozZnosti je modifikace cilového mista genovou mutaci, enzymatickou
modifikaci ¢i kompletnim nahrazenim dané cilové struktury. Témito mechanismy se

bakterie snazi snizit afinitu ATB k cilovému mistu [5], [7].

3.1.2.1.1 Ochrana vazebného mista pro ATB

Ackoliv  byly v bakteridlnim chromozomu objeveny nékteré genetické
determinanty, které kdduji proteiny zapojené do ochrany cilové struktury ATB, vétsinu
klinicky vyznamnych gen( zapojenych do tohoto mechanismu rezistence nesou mobilni
genetické elementy (MGE) [7]. Nékteré z téchto elementl, mezi néZ radime napfiklad
bakterialni plazmid, fag, genomové ostrovy nebo integrované konjugativni prvky, ma
navic schopnost se reverzibilné ¢i ireverzibilné vloZit do chromozomu a zp(sobit

tak intrachromozomalné kédovanou rezistenci [12].

Jednim z klasickych ptikladd tohoto mechanismu jsou determinanty rezistence
na tetracyklin oznacované jako geny tet. Tyto geny plsobi jako homology elongacnich
faktorl pouZivanych pfi syntéze protein(i, které jsou pak schopné vytésnit ATB
tetracyklin z vazebného mista na bakteridlnim ribozomu. Kromé toho se také
po navazani proteinu zméni ribozomadlni konformace, ktera zabrani opétovnému

navazani tetracyklinu [2], [7].

3.1.2.1.2 Bodova mutace cilového mista

Bodova mutace v genech kdéduijici cilové misto je jedna ze tfech moznosti, jak
mohou bakterie modifikovat cilovou strukturu pro ATB. Tento mechanismus je typicky
napfiklad pro rezistenci na ATB rifampicin. U&inek rifampicinu spo¢iva v navazani |é¢iva
na enzym, ktery katalyzuje prepis genetické informace z DNA do ribonukleové kyseliny
(RNA), tedy enzym DNA-dependentni RNA polymerazu, ¢imZ prerusi transkripci.
Pokud ovsem dojde k bodové mutaci v molekule polymerdazy, ktera zapficini vyménu
aminokyselin v této molekule, dojde ke sniZeni afinity ATB k jeho cili, a tedy k rezistenci
na toto lécivo, ackoliv aktivita polymerazy zlstane zachovana a transkripce bude moci
pokracovat [7]. Mechanismem bodové mutace cilového mista se bakterie mohou
branit nejen proti U¢inku rifampicinu, ale i napf. proti syntetickym bakteriostatickym

antibiotikim oxazolidinonlim, konkrétnéji proti linezolidu, a fluorochinolontim [3], [7].
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3.1.2.1.3 Enzymaticka zména cilového mista

Dalsi moznosti je enzymaticka modifikace cilového mista, kterda se nejvice
uplatiiuje pfirezistenci vici makrolidim. Dochdzi k methylaci adeninového zbytku
v 23S rRNA ribozomalni podjednotky 50S, coZ zpUsobi naruseni vazby ATB na cilové
misto v ribozomu. Methylace je katalyzovdna enzymy, které jsou kédované geny erm
(erytromycin ribosomal methylation). Mnohé ztéchto gen( se nachazi v MGE
a ovliviuji G*, G, aerobni i anaerobni bakterie. Pokud se tyto geny exprimuiji, vznika
zktizena rezistence na makrolidy a linkosamidy, nebot obé skupiny ATB maji vazebna

mista v 23S rRNA ribozomu [7], [13].

3.1.2.1.4 Kompletni nahrazeni cilové struktury

Této modifikace dosdahnou bakterie pfi vyvinuti ¢i nahrazeni cile. Novy cil ma
podobnou biochemickou funkci jako plvodni, ale neni inhibovan danym ATB.
Nejvyznamnéjsim prikladem je rezistence na B-laktamovd ATB v dusledku ziskani
exogennich proteind vazajicich penicilin (PBP). Tyto proteiny jsou na rozdil
od puvodnich  PBP  rezistentni na vliv nékterych  B-laktamovych  ATB.
Tento mechanismus rezistence lze pozorovat u nékterych kmen( Staphylococcus
aureus (SA), oznacovanych jako methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA),

Enterococcus hirae Ci Streptococcus pneumoniae [10], [11], [14].

PBP jsou pftirozené se vyskytujici peptidy zodpovidajici za transpeptidaci
a transglykosylaci peptidoglykanovych jednotek vystupujicich z cytoplazmy bakterii.
Bakterie mohou mit hned nékolik druhl PBP. Pfi antimikrobnim ucinku B-laktamovych
ATB se molekula |éc¢iva navdze na PBP a zapficini inhibici daného cile, nasledkem

¢ehoz dochazi k naruseni syntézy bunécné stény a lyze bunék [7], [14].

SA se proti tomuto Ucinku brani ziskanim tzv. mecA genu, ktery kéduje syntézu
PBP2a. Tato varianta PBP nedokaze zcela nahradit ostatni druhy PBP, protoZze neplni
funkci transglykosylazy. Proto bakterie potfebuje i jiné nativni PBP, které budou aktivni
a které budou zajistovat plnohodnotnou syntézu bunécné stény. Ziskani mecA tedy
nezplsobi zménu v expresi nativnich PBP, pouze ji doplni o novou variantu PBP2a,
kterd bude mit nizkou afinitu ke viem B-laktamim a zpUsobi tak ochranu bakterie

pred antimikrobnim pUsobenim danych ATB [14].
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3.1.2.2 Degradace nebo modifikace ATB

Bakterialnich enzym{, které degraduji ¢i modifikuji ATB, je mnoho a podle tfid
enzym( je délime na dvé velké skupiny [15]. Prvni velkou skupinou jsou transferazy,
mezi néZ ftadime acetyltransferdzu, adenosyltransferazu, fosforyltransferdzu,
thioltransferdzu, ADP-ribosyltransferazu a glykosyltransferdzu. Tyto enzymy se
uplatiiuji v rezistenci na rlizna ATB, napfiklad acetyltransferdza ma vliv na rezistenci
vuci chloramfenikolu, thioltransferaza mlze v nékterych ptipadech zpuUsobit rezistenci
na fosfomycin a glykosyltransferaza ¢i fosforyltransferdza se mohou uplatfiovat
v rezistenci bakterii na makrolidy ¢i rifamyciny. Nejvyznamnéjsi vliv vsak maji
transferazy na rezistenci pfi lécbé aminoglykosidy [3], [15]. Transferazy plsobi pfimo
v cytoplazmé bakterie a jejich Ucinek spociva v pripojeni ¢asti molekuly na dané ATB,
¢imz ho inaktivuji [2].

Druhou skupinou jsou hydrolazy, které stépi hydrolyticky citlivé chemické vazby
v molekule ATB. Do této skupiny radime esterdzy, které jsou spojené s rezistenci
na makrolidy, epoxidazy, které inaktivuji epoxidové ATB fosfomycin otevienim

reaktivniho epoxidového kruhu, a v neposledni radé B-laktamazy [15].

3.1.2.2.1 B-laktamazy

Enzymy Stépici B-laktamovy kruh B-laktamovych ATB nazyvame B-laktamazy [2].
Rozeznavame vice jak 200 rGznych druh( téchto enzym(, které srlznou afinitou
i rychlosti Stépi razné skupiny B-laktamovych ATB [5]. Nazev jednotlivych B-laktamaz
byl odvozen podle skupiny ATB, které Stépi nejrychleji, napf. oxacilindzy Stépici

oxacilin, cefalosporinazy stépici cefalosporiny atd. [3].

Spektrum ucinku u B-laktamdz je rdzny. Nékteré enzymy jsou specifické
a ucinkuji pouze na urcité ATB, jiné maji Siroké spektrum ucinku a bakterie se kvdali
jejich  produkci stava rezistentni na vice skupin B-laktamovych ATB [3].
Mezi B-laktamazy s Sirokym spektrem ucinku tradime napfiklad tzv. ESBL (neboli
B-laktamazy s Sirokym spektrem ucinku), které se objevily az v 70. letech 20. stoleti
a které Stépi molekulu nejen penicilint, ale i cefalosporind vsech generaci

a monobaktam{, takZe hrozi, Ze pro |écbu vainé infekce uz nebude Zadné ucinné ATB
[2].
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V soucasnosti se pouzivaji dvé hlavni klasifikacni schémata, podle kterych
rozdélujeme vSechny pB-laktamdzy. Amblerova klasifikace rozdéluje B-laktamazy
na odlisné molekularni tfidy A, B, C a D podle jejich aminokyselinové sekvence
a Bushové-Jacoby-Medeirosovo  funkéni  klasifikacni  schéma,  které rozdéluje
B-laktamazy podle hydrolyzy substratu a podle jejich reakce na rGzné inhibitory na Ctyfi

skupiny a nékolik hlavnich podskupin [16].

Tri skupiny ze ctyf podle Bushové-Jacoby-Medeirosova schématu obsahuji
serinové B-laktamadzy (podobné jako skupiny A, C a D Amblerovy klasifikace), zatimco

posledni skupina obsahuje metalo-B-laktamazy (skupina B) [15], [16].

Rozliseni jednotlivych serinovych B-laktamdz mezi skupinami pak mimo jiné
zavisi narGzné mife ovlivnéni danych B-laktamdz inhibitorem kyselinou
klavulanovou [15]. Klasické inhibitory B-laktamdz jsou obecné molekuly pribuzné
B-laktamim majici podobnou specifickou strukturu, ale omezenou antibiotickou
ucinnost. Mezi inhibitory fadime kromé kyseliny klavulanové také sulbaktam
nebo tazobaktam. Pokud poddme inhibitory spolec¢né s penicilinovymi ATB, ATB je
chranéno pred B-laktamazami a bakterie rezistentni za pomoci tohoto mechanismu se

stava citlivou [2].

Podle Amblerovy klasifikace rozliSujeme tedy ctyfi tfidy. Trida A je nejobsahlejsi
ze serinovych B-laktamdz azahrnuje penicilindzy, ESBL a ostatni do jinych skupin
nezaraditelné B-laktamazy. Skupina B jako jedind obsahuje metalo-B-laktamazy
a nachazi se zde tedy karbapenemadzy, do skupiny C fadime B-laktamazy typu AmpC,
které udéluji rezistenci hlavné proti vétsiné cefalosporinim a cefamycinlim, a skupina
D obsahuje enzymy typu OXA. OXA enzymy byly tradi¢né klasifikovany jako oxacilin-
hydrolyzujici B-laktamazy, dnes mezi tyto enzymy fadime Sirokou skupinu enzymi
vykazujici variabilitu ve svych substratech. B-laktamdzy z jednotlivych tfid mohou
ucinné Stépit i jiné substraty, napf. AmpC Stépi v malé mife i molekuly penicilinG

a monobaktamd, proto neni zafazeni jednoduché [16].

Rezistence navozena pomoci produkce pB-laktamaz je vyuZivdna G* i G
bakteriemi, avSak G bakterie tento mechanismus vyuzivaji daleko castéji. Oproti G*

bakteriim, které musi po degradaci molekuly ATB vypustit degradacni produkty
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do okoli, maji G* bakterie vyhodu v podobé periplazmatického prostoru, kam mifi

degradacni produkty molekuly ATB [3], [5].

3.1.2.3 Aktivni eflux

Dal$im z mechanism( antibiotické rezistence je aktivni vypuzovani ATB
efluxnimi pumpami. ATB se pak nedostavd ke své cilové strukture uvnitf bakterie
a prestava byt pro bakterii toxickym [3]. Prvni zpravy o efluxnich systémech pochazeji
z druhé poloviny 20. stoleti a mezi nimi je i popis aktivniho pumpovani tetracyklinu
z cytoplazmy stfevni bakterie Escherichia coli (EC). Dnes je systém efluxnich pump jako
zaklad rezistence popsan u mnoha G* i G™ bakterii [7], [17]. Mezi ATB ztracejici svou
Gcinnost kvuali tomuto mechanismu rezistence bakterii pak fadime napfiklad

tetracykliny, chinolony, makrolidova ATB ¢i aminoglykosidy [3], [17].

Efluxni systémy mohou byt bud’ substratové specifické, takze exportuji z buriky
pouze konkrétni molekulu ATB, nebo Sirokospektralni, kdy exportuji z buriky
strukturdlné odliSné molekuly ATB [17]. Geny kddujici efluxni systémy mohou byt
umistény v MGE nebo v chromozomu, coz vysvétluje i inherentni rezistenci nékterych

bakterialnich druht vici konkrétnimu ATB [7].

3.1.2.4 ZhorSena propustnost membrany

Sohledem na stavbu bunécné stény maji G bakterie vyhodu pred G*
protoze kromé vnitfni cytoplazmatické membrany a vrstvy peptidoglykanu obsahuji
také vnéjsi membranu, kterd dokaze zabranit v praniku mensim toxickym latkam [17].
Prikladem takové latky, ktera dokaze proniknout do buriky G*, ale neprojde pres vnéjsi

membranu G patogent, je glykopeptidové ATB vankomycin [7].

Pro regulaci propustnosti membrany vyuZivaji bakterie svoje vnéjsi systémy
cytoplazmatické membrany, predevsim vnéjsi membranu, proto je tento mechanismus
rezistence duleZity predevsim pro G bakterie. Teoreticky by bakterie mohla ménit
i fluiditu membrany, ¢imZz by se pfimo Uumérné meénila i propustnost. Ovsem jejim
snizenim by nesnizila pouze propustnost, ale zaroven by zménila i strukturu a aktivitu

nékterych membranovych struktur, proto tento systém bakterie nevyuzivaji [17].
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Vhodnéjsimi systémy, kterymi lze regulovat permeabilitu vnéjsi membrany, jsou
poriny, hydrofilni kanaly, kterymi do bunky proudi voda a v ni rozpusténé malé
molekuly [17], [18]. Klasickymi pfiklady porinem zprostfedkované rezistence jsou tfi
hlavni poriny produkované E. coli (OmpF, OmpC a PhoE) a porin OprD produkovany
Pseudomonas aeruginosa (PA) [7]. Pfi¢inou rezistence mlze byt pocetni ¢i funkéni
zména porinl [18]. Samotné sniZeni propustnosti zajisti bakterii pouze malou ochranu
proti tetracyklinm ¢i fluorochinolonim, a proto se ¢asto tento mechanismus poji
s jinym mechanismem rezistence, naptiklad se zvySenou aktivitou efluxnich pump,

a zajisti tim tak bakterii vysokou Uroven rezistence napfiklad proti karbapenemim [7],

[18].
3.1.3 Siteni antibiotické rezistence a ATB politika

Vyvoj ATB rezistence koreluje s vyvojem a zavedenim ATB do praxe (Obr. 1)
[19]. Napriklad penicilin byl poprvé objeven v roce 1929 a na lidech pouzit v roce 1941.
V roce 1940 byl vydan ¢lanek o schopnosti EC inaktivovat penicilin za pomoci pfirozené
produkce penicilindz a Sifeni rezistence pak bylo doloZeno jiz v roce 1942, kdy byly
objeveny rezistentni kmeny SA u hospitalizovanych pacient. BEhem nasledujicich péti

let se penicilin-rezistentni kmeny SA rozsifily z nemocnic do komunity [20].

Antibiotic deployment

Tetracycline
Chloramphenicol Vancomycin
Streptomycin | Ampicillin
Sulfonamides Erythromycein | Cephalosporin: Daptomycin
AN
/\\\ ‘ Methicillin_~] Linezolid
1930 1935 1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005
=
- [ A1 I | |
Sulfonamides Chloramphenicol Ampicillin ".I'anclomyc in Linezolid
|
Streptomycin Erythromycin
Daptomycin

Tetracycline
Antibiotic resistance observed

Obr. 1 Zavedeni jednotlivych ATB do praxe a pocdtek pfenosu rezistence na dand ATB

Prevzato z: A. E. Clatworthy, E. Pierson, and D. T. Hung, “Targeting virulence: a new paradigm for antimicrobial

therapy,” Nature Chemical Biology, vol. 3, no. 9, Sep. 2007, doi: 10.1038/nchembio.2007.24.
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Antibioticka rezistence je v dnesSnim svété velky problém. Vznikd kombinaci
mnoha pficin: svévolnym uzivdnim ATB, nedodrienym davkovanim, preskripci
Sirokospektrych ATB zvysSujicich selekéni tlak, pfitomnosti ATB v krmivech, ¢imz se
dostavaji do zemédélskych produktll a wvytvareji sub-inhibi¢ni koncentrace,
uvolfiovdnim ATB do okoli vdusledku Spatné likvidace |écivych pfipravki
¢i nekontrolovanym prodejem ATB bez |ékarského predpisu v nékterych zemich [5].
Dochdzi tak k vyvinu imultirezistentnich kmen(, které jsou rezistentni minimalné
ke tfem nepfibuznym ATB. Pocet téchto kmen(l v soucasnosti strmé roste, a proto se

zacina mluvit o pocatku postantibiotické éry [3].

Prohlubovani ATB rezistenci je Uzce spjato s epidemiologickou situaci, kterd se
na rlznych kontinentech a v rlznych zemich lisi, a proto je nezbytné, aby si kazda zemé
formulovala vlastni zdsady antibiotické politiky, kterymi alespon zpomali vyvoj
rezistence [21, 22]. Mezi tyto zasady patfi vyuZivani potencidlu v minulosti jiz
pouzivanych |éciv, cilené a kontrolované vyuziti soucasnych léciv a v neposledni radé
vyvoj novych antibiotik [21]. | pfes vSechny snahy odbornik( se vSak nedafi rezistentni
mikroby eliminovat, a proto Svétova zdravotnicka organizace deklarovala ATB
rezistenci jako globalni problém. To dokazuji i predpovédi odbornikd, ktefi odhaduiji,

Ze v roce 2050 by mohly rezistentni kmeny bakterii zabit az 100 milidn( lidi [5].

3.2 Derivaty 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu jako
antimikrobni latky

Jednou ze struktur, ktera se casto vyskytuje vantimikrobnich Ilatkach, je
4,6-dimethylpyrimidin-2-amin (Obr. 2). Biologicka aktivita jeho derivat( byla potvrzena
hned na nékolika fadach sloucenin, u nichZz byl 4,6-dimethylpyrimidin-2-amin vychozi
latkou pro tvorbu Schiffovych bazi [22]-[26]. Kjejich ptipravé byly pouzity
substituované benzaldehydy, resp. salicylaldehydy, napfiklad 5-bromsalicylaldehyd
[25], 2-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd [26] nebo 5-nitrosalicylaldehyd [22]. VétSina
bazi byla poté vyuzita jako ligand pro tvorbu komplexu s kationty prechodnych prvkd,
nejéastéji Cu?* a Zn?*, déle pak s Ni?* a Co3*, &imZ se latky staly lipofiln&j$imi, tedy lépe

prostupnymi pres biologické membrany [22], [24]-[26].
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Biologicka aktivita proti G*, G" i houbam byla otestovana pro samotné ligandy
i jejich komplexy [22], [24]-[26]. Pfi porovnani aktivit pak byl zpravidla ucinnéjsi
komplex, a to pravé diky vétsi lipofilité. Aktivita komplexd byla srovnatelnd s bézné
pouzivanymi antibiotiky ¢i antimykotiky, napt. tetracyklinem a flukonazolem (FLU) [25],

[26].

CHs
N~ |

s

H,N” N7 CH;
Obr. 2 Vzorec 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu

Sulfamethazin (Obr. 3), nékdy také nazyvany jako sulfadimidin, také obsahuje
ve své struktufe 4,6-dimethylpyrimidin-2-amin. Tento derivat se svou strukturou
zarazuje do skupiny 4-aminobenzensulfonamidd s antimikrobnimi ucinky a podobné
jako jiné monosubstituované a disubstituované sulfonamidy (napf. sulfadiazin,
sulfamerazin ¢ sulfamethoxydiazin) se pouzivd pfi 1é¢bé nékterych akutnich
bakteridlnich infekci, napf. meningitidy, a to zejména u pacientl alergickych
na peniciliny [27]. PouZivd se zejména v rozvojovych zemich. Jeho Schiffovy baze

vykazaly také antimikrobni ucinky [28], [29].

CH;

Obr. 3 Vzorec sulfamethazinu
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4  Cil prace

Cilem bakalarské prace je shrnout problematiku antibiotické rezistence, popsat

zpUsob Siteni, jeji mechanismy a snahu odbornikd rezistentni kmeny eliminovat.

V praktické c¢asti se pak prace vénuje syntéze tfinacti novych sloucenin
vychazejicich z 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu ¢i jeho derivatu sulfamethazinu.
Ve tfech pfipadech je cilem vytvofit sulfonamidy (Obr. 4), a to reakci 4,6-
dimethylpyrimidin-2-aminu s pfisluSnymi sulfonylchloridy. U deseti reakci pak probiha
reakce vychozi molekuly s derivaty benzaldehyd( za vzniku Schiffovych bazi (Obr. 5).
Benzaldehydy jsou vybrdny tak, aby na cilovych molekuldch mohl byt zkouman vliv
volné hydroxylové skupiny a rGznych druhl a poctu atom( halogen(i na antimikrobni
ucinnost. Studovana je také odliSnost mezi Schiffovymi bdazemi odvozenymi
od 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu a jeho sulfonamidovym derivatem
sulfamethazinem. 4,6-Dimethylpyrimidin-2-amin i pfislusné aldehydy byly vybrany
na zakladé dfive popsané antimikrobni aktivity jejich ¢ijim podobnych derivatd

a ocekavame tedy u nich biologickou aktivitu.

Vsechny pfripravené slouceniny budou charakterizovany, bude ovérena jejich

Cistota a otestovdna jejich biologicka aktivita vici bakteriim a patogennim houbam.

CH;

Obr. 4 Design cilovych sulfonamidi
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Obr. 5 Design cilovych Schiffovych bazi
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Chemické syntézy a charakteristika

Pfi syntézach byly pouzZity komercné dostupné chemikdlie a rozpoustédla
od firem Merck (Darmstadt, Némecko), VWR/Avantor (Stfibrnd Skalice, Ceska
republika), Lach-Ner (Neratovice, Ceskd republika) a Penta Chemicals (Praha, Ceska
republika), které byly dale pouzity bez dalSiho ¢isténi, pouze n-hexan byl purifikovan

destilaci.

Pribéh vSech reakci byl pravidelné monitorovdan pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC). Jako stacionarni faze byly pouZity desticky s 0,2 mm vrstvou
silikagelu 60 F254 od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Jako mobilni faze byla
nejprve pouZita soustava ethyl-acetat/hexan 4:1 (v/v), avsak pro velmi nizké retencni
faktory byla nahrazena soustavou toluen/ethyl-acetat v poméru 4:1 (v/v). U nékterych
latek byla chromatograficka desticka vyvinuta jesté podruhé, tentokrat v soustavé
dichlormethan/methanol/hexan v poméru 4:1:1 (v/v). Detekce byla provadéna UV

lampou (UV Lamp 4, Camag, Muttenz, Svycarsko) pFi vinovych délkach 254 a 366 nm.

Teploty tani byly stanoveny v oteviené kapilafe v pfistroji Melting Point

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

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

Iva Vencovska).

NMR spektra byla zmérena na Katedrfe organické a bioorganické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové doc. PharmDr. Jifim
Kunesem, CSc., a PharmDr. Janou Ktfoustkovou, Ph.D. Méteni probihala pti laboratorni
teploté na pfistrojich Varian VNMR S500 (500 MHz pro 'H a 126 MHz pro *3C; Varian
Comp., Palo Alto, CA, USA) a JNM-ECZ 600R (600 MHz pro *H a 151 MHz pro 3C; JEOL,
Tokio, Japonsko). Jako rozpoustédlo byly pouzity deuterovany dimethylsulfoxid

(DMSO-Dg), chloroform (CDCl3) a tetrahydrofuran (THF-Ds). Hodnoty chemického

24



posunu & (v ppm) v protonovych spektrech jsou vztazeny k tetramethylsilanu jakoZto
vnitfnimu standardu, uhlikové posuny byly stanoveny podle centrdlni linie signalu
rozpoustédla (DMSO-Dg pfi 6 = 39,5 ppm, CDCl3 77,9 ppm, THF-Ds pfi 6 = 25,31 a 67,21
ppm). Interakéni konstanta (J) je uvedena v Hz. NMR spektra byla vyhodnocena pomoci
programu MestReNova (Mestrelab Research, Santiago de Compostela, Spanélsko).
Jednotlivé vodiky v pfipravovanych slouceninach byly pro jednoznacnost interpretace

NMR spekter ocislovany (Obr. 6).

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

Karlovy. Vypoctené i zmérené hodnoty jsou udany v procentech.

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

MA, USA).

Cistota pfipravenych slou¢enin byla ovéfena pomoci TLC, NMR spektroskopie

a teploty tani a elementarni analyzy.

CHj
N“ 3 H5
He | Heé
X \
H5 N N CH3 H5
H4 H2 H4 H2
H3 H3

Obr. 6 Cislovdni vodik( pro interpretaci NMR spekter
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5.2 Priprava cilovych sloucenin

5.2.1 Pfiprava sulfonamidu

H3C /NYNHZ o CHs
1l
W N * RS0 ———= o N7
3 DEE  Osg” | |
CHs R ” N CH;

R = methyl, fenyl, 4-tolyl

Obr. 7 Reakcni schéma pripravy sulfonamidu ze sulfonylchloridd

Obecny pracovni postup:

0,001 mol 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu (123,2 mg) bylo rozpusténo v 10 ml
diethyletheru (DEE), zchlazeno pomoci ledové lazné a nasledné bylo postupné pridano
1,3 ekvivalentu pfislusného sulfonylchloridu. Po 15 minutdch bylo chlazeni odstranéno
a reakéni smés byla michana po dobu 12 hodin pfi laboratorni teploté. Poté byla
zahusténa na vakuové odparce ke krystalizaci a ponechana krystalizovat 24 hodin

pfi-20 °C. Vzniklé krystaly byly odsaty a vysuseny.

Pripravené slouceniny byly charakterizovany pomoci NMR, IR spekter, teploty

tani a hodnot Ry.
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N-(4,6-Dimethylpyrimidin-2-yl)methansulfonamid (JS-1) [30]

N. ND
N._ _NH, _ g’
| \\( +ClOS—CHy —————> \'Nr g
_N DEE X

Sumarni vzorec: C7H11N30,S

Relativni molekulova hmotnost: 201,24

Popis: Hnédé krystaly
Vytézek: 48 %

Teplota tani: 244 °C (taje za rozkladu)
Re: 0,09 (EtOAc/hexan 4:1)

H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 11.23 (s, 1H, SO2NH), 6.74 (s, 1H, H5), 2.99 (s, 3H, CH3),
2.27 (s, 6H, CH3).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) 6 168.74, 164.90, 117.96, 43.11, 22.70.

IR [ecm™]: 3275 (N-H), 3102, 1699, 1661, 1633, 1334, 1225, 1152, 1034, 952, 769, 661,
627, 613, 607.

Elementarni analyza: teorie: C 41.78, H 5.51, N 20.88; nalezeno: C 41.81, H 5.48, N
20.89.
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N-(4,6-Dimethylpyrimidin-2-yl)benzensulfonamid (JS-2)

N. NP2
N.__NH, _ ¢
\\( \l( P
+ < >—SO Cl >
~N 2 DEE \&(N ° \©

Sumarni vzorec: C12H13N30,S

Relativni molekulova hmotnost: 263,32

Popis: Zluta krystalickd latka

Vytézek: 13 %

Teplota tani: 187-188,8 °C (lit. 168-170 °C) [31]
Ry: 0,02 (Tol/EtOAc 4:1)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 9.51 (s, 1H, SO,NH), 7.60-7.53 (m, 3H, H2, H4, H6), 7.49 (t,
J=7.6Hz, 2H, H3, H5), 6.66 (s, 1H, H5'), 2.38 (s, 6H, CHs).

13C NMR (126 MHz, CDCls) § 168.70, 156.28, 139.74, 133.03, 128.64, 128.20, 115.02,
23.42.

IR [em™]: 3324 (N-H), 3152, 2701, 1670, 1626, 1530, 1464, 1453, 1444, 1413, 1326,
1215, 1186, 1170, 1154, 1126, 1032, 1015, 999, 929, 903, 793, 760, 750, 728, 694, 663,
607.

Elementarni analyza: teorie: C 54.74, H 4.98, N 15.96; nalezeno: C 54.70, H 5.00, N
15.94.
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N-(4,6-Dimethylpyrimidin-2-yl)-4-methylbenzensulfonamid (JS-3)

N_ NP
/,
ClO,S 28
+ B N O/
DEE N

Pracovni postup byl modifikovan nasledovné. 0,001 mol 4,6-dimethylpyrimidin-

2-aminu (123,2 mg) bylo rozpusténo v 15 ml DEE, ochlazeno pomoci ledové lazné
a nasledné bylo postupné priddno 1,3 ekvivalentu 4-methylbenzensulfonyl chloridu.
Po 15 minutach bylo chlazeni odstranéno a reakéni smés byla michdna po dobu
12 hodin pfi laboratorni teploté. Poté byla zahusténa na rotacni vakuové odparce.
Reakéni smés poté byla naredéna dichlormethanem (DCM) a ziedénou kyselinou
chlorovodikovou a prenesena do délici ndlevky. Organicka faze byla oddélena a vodna
faze se jesté tfikrat extrahovala pomoci DCM. Organické extrakty se spojily, vysusily
stdnim nad Na;SQOs, po filtraci bylo rozpoustédlo odpareno za snizeného tlaku. Smés
rozpusténa v MeOH a ponechdna krystalizovat 24 hodin pti -20 °C. Vzniklé krystaly byly

odsaty a vysuseny.

Sumadrni vzorec: Ci13H15N30,S

Relativnhi molekulovd hmotnost: 277,34

Popis: bild krystalicka latka

Vytézek: 23 %

Teplota tani: 141-144 °C (lit. 187-189 °C) [32]
Re: 0,82 (Tol/EtOAc 4:1)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 9.42 (s, 1H, SO2NH), 7.70 — 7.67 (m, 2H, H2, H6), 7.44 —
7.40 (m, 2H, H3, H5), 6.71 (s, 1H, H5"), 2.43 (s, 3H, CHs), 2.37 (s, 6H, CH3).

13C NMR (126 MHz, CDCls) 6 168.65, 164.97, 141.70, 141.12, 129.35, 125.68, 115.25,
23.10, 21.01.

IR [em™]: 3412, 3308 (N-H), 3194, 3012, 2923, 1660, 1622, 1595, 1567, 1464, 1390,
1229, 1159, 1121, 1029, 1007, 953, 815, 793, 681, 633.

Elementarni analyza: teorie: C 56.30, H 5.45, N 15.15; nalezeno: C 56.34, H 5.48, N
15.16.
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5.2.2 Priprava Schiffovych bazi 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu

CH,4
COH NO3) N)l
\i( ’ R(I MeOH R_!\ \N)\\N CHg,
Z oH

R = 3-1-5-Cl, 3,5-l,, 3,5-Br,, 3-Br-5-Cl, H
Obr. 8 Reakéni schéma pripravy Schiffovych bazi z 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu

Obecny pracovni postup:

0,001 mol 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu (123,2 mg) bylo rozpusténo v 7 ml
MeOH, za stdlého michani bylo pfidano v jednom podilu 1,1 ekvivalentu (0,0011 mol)
pfislusného salicylaldehydu a ndsledné katalytické mnozZstvi hexahydratu dusi¢nanu
nikelnatého (5 mol. %; 14,5 mg). Reak¢ni smés byla michana za laboratorni teploty
podobu 24 hodin. Vznikly precipitat byl zfiltrovan, promyt malym mnoZstvim

methanolu a vysusen.

Pripravené slouéeniny byly charakterizovany pomoci NMR, IR spekter, teploty

tani a hodnot Ry.
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4-Chlor-2-{[(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)imino]methyl}-6-jodfenol (JS-4)

NO3
MeOH \(;\/\

CH3

H3C NH2 CI

Sumarni vzorec: C13H11CIIN3O

Relativni molekulova hmotnost: 387,61

Popis: oranzova krystalicka latka
Vytézek: 39%

Teplota tani: 217 °C (taje za rozkladu)
Ry: 0,73 (Tol/EtOAc 4:1)

14 NMR (600 MHz, THF) & 14.78 (s, 1H, OH), 9.34 (s, 1H, CH=N), 7.88 (d, J = 2.5 Hz, 1H,
H6), 7.60 (s, 1H, H3), 7.03 (s, 1H, H5’), 2.45 (s, 6H, CH3).

13C NMR (151 MHz, THF) & 168.83, 164.77, 163.75, 161.16, 143.11, 132.71, 122.83,
117.96, 117.58, 88.55, 22.77.

IR [em™]: 2924, 1607, 1593, 1527, 1423, 1370, 1341, 1323, 1293, 1207, 1159, 1135,
1055, 859, 844, 768, 743, 647, 640, 614.

Elementarni analyza: teorie: C 40.28, H 2.86, N 10.84; nalezeno: C 40.32, H 2.84, N
10.80.
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2-{[(4,6-Dimethylpyrimidin-2-yl)iminolmethyl}-4,6-dijodfenol (JS-5)

CHs
HsC_N._ _NH N~
N COH  Ni(NOy), | Py
- = ~N N CH
N + 3
CH, | OH
|

Sumarni vzorec: Ci3H1112N30
Relativni molekulovd hmotnost: 479,06
Popis: tmavé oranzova krystalicka latka
Vytézek: 82 %
Teplota tani: 205,3 °C (taje za rozkladu)
Re: 0,53 (Tol/EtOACc 4:1)

'H NMR (500 MHz, THF) & 9.40 (s, 1H, CH=N), 8.19 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H6), 7.97 (d, J =
2.2 Hz, 1H, H3), 7.10 (s, 1H, H5'), 2.49 (s, 6H, CHs3).

13C NMR (126 MHz, THF) & 168.77, 164.69, 164.49, 160.87, 150.71, 142.32, 119.28,
117.96, 89.74, 78.10, 22.75.

IR [ecm™]: 3383, 3182, 1603, 1593, 1528, 1425, 1368, 1340, 1324, 1292, 1282, 1214,
1155, 1136, 1057, 1032, 863, 817, 744, 706, 665, 640, 608.

Elementarni analyza: teorie: C 32.59, H 2.31, N 8.77; nalezeno: C 32.62, H 2.34, N 8.79.
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2-Brom-4-chlor-2-{[(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)imino]methyl}fenol (JS-10)

CH3
H C NH
3 2 C' Ni(NOg);
MeOH \(;\/\
Sumadrni vzorec: C13H11BrCIN3O
Relativni molekulova hmotnost: 340,61
Popis: tmavé oranzova krystalicka latka
Vytézek: 50 %
Teplota tani: 180,5 °C (taje za rozkladu)
Ry: 0,82 (Tol/EtOAc 4:1)

IH NMR (600 MHz, THF) & 14.64 (s, 1H, OH), 9.46 (s, 1H, CH=N), 7.88 (d, J = 2.5 Hz, 1H,
H6), 7.68 (s, 1H, H3), 7.06 (s, 1H, H5), 2.42 (s, 6H, CH3).

13C NMR (151 MHz, THF) & 168.80, 165.12, 161.12, 160.57, 136.14, 131.34, 130.04,
122.33, 120.51, 115.43, 22.79.

IR [cm™]: 3398, 3191, 3062, 1625, 1591, 1533, 1432, 1404, 1388, 1315, 1203, 1134,
1038, 854, 829, 797, 749, 707, 646, 620.

Elementarni analyza: teorie: C 45.84, H 3.26, N 12.34; nalezeno: C 45.84, H 3.29, N
12.33.
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2,4-Dibrom-2-{[(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)imino]methyl}fenol (JS-11)

C N NH
3 -z 2 Br COH
U .
N
OH
CHs Br

Sumarni vzorec:

Relativhi molekulovd hmotnost:

Popis:
Vytéiek:
Teplota tani:

Rs:

1H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 14.94 (s, 1H, OH), 9.46 (s, 1H, CH=N), 8.01 (d, J = 2.5

CH3
Nl(NO3
MeOH \(;C

Ci13H11BraNsO

385,06

tmaveé oranzova krystalicka latka
70 %

217 °C (taje za rozkladu)

0,84 (Tol/EtOAC 4:1)

Hz, 1H, H6), 7.94 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H3), 7.13 (s, 1H, H5"), 2.21 (s, 6H, CH3).

13C NMR (151 MHz, DMSO-D¢) & 168.65, 164.98, 160.97, 161.07, 138.00, 131.11,

122.06, 120.97, 116.48, 115.66, 23.13.

IR [cm™]: 3055, 1624, 1600, 1531, 1494, 1427, 1371, 1315, 1203, 1158, 1133, 1031,

887, 852, 826, 759, 689, 648, 634, 612.

Elementarni analyza: teorie: C 40.55, H 2.88, N 10.91; nalezeno: C 40.55, H 2.91, N

10.90.
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2-{[(4,6-Dimethylpyrimidin-2-yl)imino]methyl}fenol (JS-12)
CH,

’
HsC _N_ _NH, N7

z COH  Ni(NO S
U OO o e
oH MeOH

CH, L

Pfi pouziti obecného postupu se vétSina vzniklého precipitdtu rozpustila
pfi promyvani v methanolu, proto byl tento methanolovy roztok na vakuové odparce
odparen do sucha. Odparek byl suspendovan v nadbytku demineralizované vody
pro odstranéni Ni(NOs),, postupné se ale rozpustil, proto byla reakéni smés opét
odparena dosucha. Odparek byl suspendovan v DEE, ndsledné byla suspenze

zfiltrovana a rozpoustédlo bylo odpareno do sucha.

Vzhledem k nizkému vytézku byla pfiprava opakovdna s vyuzitim jiného
postupu (metoda 2). 0,002 mol 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu (246,4 mg) bylo
rozpusténo v 7 ml MeOH, za stdlého michani bylo pfidano v jednom podilu 0,003 mol
salicylaldehydu a nasledné katalytické mnoZstvi 4-toluensulfonové kyseliny
(jako monohydrat; 10 mol. %; 38,0 mg). Reak¢ni smés byla michana za teploty varu
rozpoustédla po dobu 24 hodin. Poté ponechana zchladnout pfi laboratorni teploté

a nechana krystalizovat pres noc pfi teploté -20°C. Vznikly precipitat byl zfiltrovan

a vysusen.

Sumarni vzorec: C13H13N30

Relativni molekulovd hmotnost: 227,27

Popis: Zlutd krystalicka latka

Vytézek metoda 1: 38 %

Vytézek metoda 2: 23 %

Teplota tani: 219,3 °C (taje za rozkladu)

Rs: 0,02 (Tol/EtOAc 4:1); 0,55 (Tol/EtOAc 4:1,

nasledné v DCM/MeOH/hexan 4:1:1)
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'H NMR (600 MHz, THF) § 7.49 (s, 1H, CH=N), 7.41 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H, H6), 7.13
(ddd, J=8.6,7.1, 1.6 Hz, 1H, H4), 6.87 (td, J = 7.4, 1.1 Hz, 1H, H5), 6.75 (td, J = 8.6, 1.2
Hz, 1H, H3), 6.53 (s, 1H, H5), 2.29 (s, 6H, CH3).

13C NMR (151 MHz, THF) & 168.06, 163.47, 158.06, 152.39, 130.33, 128.86, 120.78,
120.67, 116.66, 111.91, 24.85.

IR [em™]: 3310, 3182, 2792, 1642, 1595, 1529, 1464, 1454, 1413, 1366, 1326, 1181,
1154, 1129, 1034, 1009, 928, 903, 793, 759, 749, 729, 664, 621.

Elementarni analyza: teorie: C 68.70, H 5.77, N 18.49; nalezeno: C 68.68, H 5.74, N
18.48.
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5.2.3 Pfiprava Schiffovych bazi sulfamethazinu

R4 =H, 3,5-Br,, 3,5-F,, 3-Cl, 5-CI

R, = OH, H, OCHj; —a—
O—?—O

N NH
Y
N

Obr. 9 Reakcni schéma pfipravy Schiffovych bazi sulfamethazinu

Obecny pracovni postup:

0,001 mol sulfamethazinu (278,3 mg) bylo rozpusténo v 10 ml horkého MeOH
a za stdlého michani bylo pfiddno vjednom podilu 1,1 ekvivalentu (0,0011 mol)
prislusného benzaldehydu. Reakéni smés byla pfivedena k varu pod zpétnym chladicem
a zahfivana za teploty varu rozpoustédla 3 hodiny, pak ponechdna zchladnout volné
na vzduchu a ndsledné ponechana 24 hodin michat pfi laboratorni teploté. Vznikly
precipitat byl zfiltrovdn, promyt malym mnozZstvim methanolu, vysusen a krystalizovan

v pfipadé potfeby z methanolu.

Pfipravené slouéeniny byly charakterizovany pomoci NMR, IR spekter, teploty

tani a hodnot Ry.
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N-(4,6-Dimethylpyrimidin-2-yl)-4-[(2-hydroxybenzyliden)amino]benzensulfonamid
(JS-6)

NH, o H
A\ ,N
H S
HaC. N N\S/©/ COH OH 5 \Nlr/
N OH MeOH N

N

N

CHs
Sumarni vzorec: C19H18N403S
Relativni molekulova hmotnost: 382,44
Popis: svétle Zluté krystaly
Vytézek: 96 %
Teplota tani: 161-164 °C (lit. 174 °C) [33]
Ry: 0,13 (Tol/EtOAc 4:1)

4 NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 12.54 (s, 1H, OH), 11.76 (s, 1H, SO;NH), 8.93 (s, 1H,
CH=N), 8.03 — 7.99 (m, 2H, H2’, H6’), 7.65 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H, H6), 7.51 — 7.47 (m,
2H, H3’, H5’), 7.42 — 7.39 (m, 1H, H4), 6.97 — 6.93 (m, 2H, H3, H5), 6.72 (s, 1H, H5"),
2.23 (s, 6H, CH3).

13C NMR (151 MHz, DMSO-D¢) & 165.67, 160.81, 156.63, 152.30, 134.48, 133.10,
130.73, 130.05, 129.73, 121.81, 119.89, 119.86, 117.25, 112.37, 23.39.

IR [ecm™]: 3061, 1618, 1591, 1569, 1559, 1375, 1269, 1156, 1150, 1086, 869, 856, 842,
758, 638, 631, 623, 619, 602.

Elementarni analyza: teorie: C 59.67, H 4.74, N 14.65; nalezeno: C 59.63, H 4.75, N
14.67.
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4-[(3,5-Dibrom-2-hydroxybenzyliden)amino]-N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-
yl)benzensulfonamid (JS-7)

o H
W\ ,N N
NH S N
H i 0 M
H,C /N\(N\S Br COH Br N N~
T3 + —
2
\&(N oH MeoH OH
Br Br

Sumarni vzorec: C19H16BraN40sS

Relativni molekulovd hmotnost: 540,23

Popis: zarivé oranzova krystalicka latka
Vytézek: 72 %

Teplota tani: 205,3-205,7 °C (lit. 203 °C) [34]
Re: 0,90 (DCM/MeOH/hexan 4:1:1)

'H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) 6 14.03 (s, 1H, OH), 11.87 (s, 1H, SO2NH), 8.97 (s, 1H,
CH=N), 8.05 -8.02 (m, 2H, H2’, H6"), 7.93 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H6), 7.85 (d, / = 2.3 Hz, 1H,
H3), 7.58 —7.55 (m, 2H, H3’, H5"), 6.72 (s, 1H, H5""), 2.22 (s, 6H, CH3).

13C NMR (151 MHz, DMSO-D¢) & 164.86, 157.56, 156.54, 150.03, 138.54, 135.13,
130.09, 122.10, 122.05, 121.44, 112.08, 110.30, 106.68, 23.35.

IR [ecm™]: 3177, 1598, 1583, 1551, 1442, 1347, 1322, 1165, 1151, 1088, 1074, 975, 879,
865, 858, 644, 787, 690, 642, 628.

Elementarni analyza: teorie: C 42.24, H 2.92, N 10.37; nalezeno: C 42.25, H 2.90, N
10.40.
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4-[(3-Chlorbenzyliden)amino]-N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)benzensulfonamid (JS-8)

Tato Schiffova baze byla pfipravena dle obecného postupu s odliSnosti

pfi krystalizaci, kdy byla reakéni smés ponechana krystalizovat pfi teploté -20°C.
Krystaly vzniklé pfi krystalizaci pfi -20 °C za laboratorni teploty béhem filtrace roztaly,
proto byly smyty do matecného louhu. Ten byl odpafen do sucha a odparek nasledné
suspendovdn ve smési MeOH s DEE. K precipitaci produktu vSak nedoslo, proto byl
roztok opét odparen do sucha. Vznikld olejovitd latka byla pomoci THF pfenesena

do vialky a rozpoustédlo bylo odpareno a latka byla uchovana pfi -20 °C.

Sumarni vzorec: C19H17CIN4O2S

Relativnhi molekulovd hmotnost: 400,88

Popis: svétle Zluta ,semisolid” latka
Vytézek: 92 %

Teplota tani: -

R 0,11 (Tol/EtOAc 4:1)

1H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) & 11.71 (s, 1H, SO;NH), 8.60 (s, 1H, CH=N), 8.03 — 7.99
(m, 2H, H2’, H6"), 7.94 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H2), 7.87 — 7.83 (m, 1H, H6), 7.61 — 7.57 (m,
2H, H3', H5'), 7.53 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H5), 7.36 — 7.33 (m, 1H, H4), 6.70 (s, 1H, H5"),
2.22 (s, 6H, CHa).

3¢ NMR (151 MHz, DMSO-Ds) &6 169.83, 167.46, 155.83, 146.18, 138.58, 136.53,
131.31, 130.83, 128.11, 127.18, 126.92, 121.32, 120.47, 112.37, 25.66.

IR [cm]: 3371, 3076, 1595, 1553, 1434, 1347, 1318, 1152, 1082, 977, 863, 830, 788,
681, 632, 617.
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Elementarni analyza: teorie: C 56.93, H 4.27, N 13.98; nalezeno: C 56.93, H 4.30, N
14.01.
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4-[(5-Chlor-2-methoxybenzyliden)amino]-N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-
yl)benzensulfonamid (JS-9)

\\ Y COH CHyCOOH \r
N 7 Cl
HzN Hy “MeoH /U

HsCO

Slou¢enina byla pfipravena podle obecného postupu srozdilem ve vyuziti
kyseliny octové jako katalyzatoru a odliSnou izolaci a purifikaci. K reakéni smési
0,001 mol sulfamethazinu (278,3 mg) rozpusténém v 10 ml horkého MeOH a 0,0011
mol 5-chlor-2-methoxybenzaldehydu (187,7 mg) byly pridany 2 kapky kyseliny octové.
Reakéni smés byla privedena k varu pod zpétnym chladi¢em a zahfivana za teploty varu
rozpoustédla 3 hodiny, pak ponechdna zchladnout volné navzduchu, ndsledné
ponechdna 24 hodin michat pfi laboratorni teploté a ddle krystalizovat pfi teploté
-20°C. Reakéni smés byla poté odparena do sucha a odparek byl nasledné trikrat
promyt DEE. Zbytek byl suspendovdn v 0,1M HCl a suspenze byl ponechdna stat

pfi laboratorni teploté 24 hodin. Poté byla smés zfiltrovana a vysledné krystaly byly

vysuseny.

Sumarni vzorec: C20H19CIN4O3S

Relativni molekulovd hmotnost: 430,91

Popis: tmavé Zluta krystalicka latka

Vytézek: 13 %

Teplota tani: 163,2-163,5 °C

Ry: 0,04 (Tol/EtOAc 4:1); 0,49 (Tol/EtOAc 4:1,

nasledné v DCM/MeOH/hexan 4:1:1)
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'H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) 6 11.80 (s, 1H, SO.NH), 8.88 (s, 1H, CH=N), 7.82 — 7.75
(m, 3H, H6, H2', H6'), 7.72 — 7.68 (m, 2H, H3’, H5"), 7.52 (dd, J = 8.9, 2.7 Hz, 1H, H4),
7.07 (d, J=8.8 Hz, 1H, H3), 6.74 (s, 1H, H5""), 3.85 (s, 3H, CH3), 2.25 (s, 6H, CH3).

13C NMR (151 MHz, THF) & 167.40, 166.93, 157.39, 155.51, 152.89, 132.22, 130.84,
130.44, 127.78,125.59, 120.11, 113.16, 111.90, 55.18, 22.65.

IR [cm™]: 3376, 1594, 1553, 1486, 1434, 1345, 1313, 1151, 1090, 862, 827, 788, 674,
637.

Elementarni analyza: teorie: C 55.75, H 4.44, N 13.00; nalezeno: C 55.74, H 4.47, N
12.98.
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4-[(3,5-Difluor-2-hydroxybenzyliden)amino]-N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-
yl)benzensulfonamid (JS-13)

Q
NH2 \/
H \
HaC_N._N. /©/ F COH  Ni(NO3), E /©/ °
T8 , S S
N 2 OH MeOH
OH

Slou¢enina byla pfipravena analogicky jako Schiffovy baze 4,6-
dimethylpyrimidin-2-aminu. 0,001 mol sulfamethazinu (278,3 mg) bylo rozpusténo
po zahfati v10 ml MeOH, zastdlého michani bylo pfidano v jednom podilu 1,1
ekvivalentu (0,0011 mol; 173,9 mg) 3,5-difluorsalicylaldehydu a nasledné katalytické
mnozstvi hexahydratu dusi¢nanu nikelnatého (5 mol. %; 14,5 mg). Reakéni smés byla
michdna za laboratorni teploty po dobu 24 hodin. Vznikly precipitat byl zfiltrovan,

promyt malym mnozstvim methanolu a vysusen.

Sumarni vzorec: Ca9H16F2N403S

Relativni molekulovda hmotnost: 418,42

Popis: oranzova krystalicka latka

Vytézek: 72 %

Teplota tani: 209-210°C

Rf: 0,04 (Tol/EtOAc 4:1); 0,58 (Tol/EtOAc 4:1,

nasledné v DCM/MeOH/hexan 4:1:1)

1H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) & 12.53 (s, 1H, OH), 11.86 (s, 1H, SO;NH), 8.93 (s, 1H,
CH=N), 8.05 — 8.01 (m, 2H, H2’, H6"), 7.52 — 7.45 (m, 3H, H6, H3’, H5°), 7.38 (ddd, J =
8.8,3.2, 1.7 Hz, 1H, H4), 6.71 (s, 1H, H5"), 2.22 (s, 6H, CH).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Dg) & 167.85, 163.85, 156.59, 154.10 (d, J = 237.4, 11.0 Hz),
151.66, 150.97 (dd, J = 245.8, 12.2 Hz), 145.64 (d, J = 13.1 Hz), 139.81, 130.06, 121.88,
121.50 (dd, J = 9.0, 4.6 Hz), 112.78 (dd, J = 23.6, 3.6 Hz), 109.40 — 108.98 (m, 2C),
23.28.

44



IR [em™]): 3078, 2999, 2879, 1627, 1589, 1472, 1435, 1385, 1297, 1260, 1139, 1121,
1078, 992, 964, 851, 833, 776, 694, 649, 614.

Elementarni analyza: teorie: C 54.54, H 3.85, N 13.39; nalezeno: C 54.57, H 3.87, N
13.42.
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5.3 Biologické hodnoceni

5.3.1 Hodnoceni antibakterialni aktivity

In vitro antibakteridlni aktivita byla stanovena vici ¢tyfem kmenim G* a ¢tyfem
kmenlm G bakterii: Staphylococcus aureus subsp. aureus ATC 29213, CCM 223,
methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 43300, CCM 4750,
Staphylococcus epidermidis (SE) ATCC 12228, CCM 4418, Enterococcus faecalis (EF)
ATCC 29212, CCM 4224; Escherichia coli ATCC 25922, CCM 3954, Klebsiella
pneumoniae (KP) ATCC 10031, CCM 4415, Acinetobacter baumannii (ACl) ATCC 19606,
DSM 30007, a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, CCM 3955.

Ke stanoveni antibakterialni aktivity byla pouzita mikrodiluéni bujénova metoda
v destickdch podle standardu EUCAST (The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) v Miller-Hintonové bujénu €. 2 (CAMHB). Velikost inokula byla
0.5 podle McFarlandovy stupnice (1.5 x 108 CFU/ml), pH bylo upraveno na hodnotu 7.0
(£0.2). Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO tak, aby findlni koncentrace byly
v rozmezi 0,49-500 umol/I. Hodnoty MIC (znamenajici Uplnou inhibici viditelného rlistu
bakterii) byly odeéteny po 24 a 48 hodinach statické inkubace ve tmé a v humidni

atmosfére pri 35 £ 2 °C [29].

MIC je definovdna jako minimalné 95% redukce rUstu bakterii ve srovnani
s kontrolou. Inhibice rlstu byla stanovena vizudlni metodou, pfipadné pomoci
indikdtoru Alamar Blue. Jako referencni léCivo pro srovnani byl zvolen vychozi

sulfonamid sulfamethazin.

Antibakterialni aktivita byla stanovena pod vedenim pani Idy Dufkové
na Katedre biologickych a lékarskych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Kralové.

5.3.2 Hodnoceni antifungalni aktivity

In vitro antifungalni aktivita byla testovana na osmi kmenech patogennich hub,

z nichz ctyfi byly kmeny kvasinek: Candida albicans (CA) ATCC 24433, CCM 8320,
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Candida tropicalis (CT) ATCC 750, CCM 8264156, Candida krusei (CK) ATCC 6258, CCM
8271, Candida parapsilosis (CP) ATCC 22019, CCM 8260; a ¢tyfi kmeny vilaknitych hub:
Aspergillus fumigatus (AF) ATCC 204305, Aspergillus flavus (AFla) CCM 8363305,
Absidia corymbifera (AC) CCM 8077 a Trichophyton interdigitale (TI) ATCC 9533, CCM
8377.

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

byly vysledky odecéteny po 72 a 120 hod [35].

Hodnoty MIC znamenajici Uplnou inhibici rGstu hub byly stanoveny vizualng,
pfipadné pomoci indikatoru Alamar Blue. Triazolové antimykotikum FLU bylo pouzito
jako referencni latka. V jeho pripadé MIC znamena ICso, tj. koncentraci, které zpUsobila

50% rUstovou inhibici ve srovnani s kontrolou bez léciva [36].

Antifungdlni aktivita byla stanovena pod vedenim pani Idy Dufkové na Katedre
biologickych a lékarskych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci

Kralové.
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6  Vysledky a diskuse

6.1 Chemie

Cilem bakalarské prace byla syntéza a antimikrobni zhodnoceni tfinacti
sloucenin vychazejicich z 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu, z nichz pét latek (JS-1, JS-2,
JS-3, 1S-6, JS-7) jiz bylo dfive popsdno, ale nebyla u nich zkoumdana antimikrobni
aktivita, a osm sloucenin (JS-4, JS-5, JS-8, JS-9, JS-10, JS-11, JS-12, JS-13) bylo
origindlnich. Jako wvychozi latka byla zvolena bud samotnd molekula
4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu,  kterd nemd antimikrobni  aktivitu, anebo
sulfamethazin, ktery jevi velmi nizkou aktivitu v inhibici bakteridlnich kmen( SA

a MRSA (500 pumol/l) [28].

Jednokrokovymi reakcemi byly postupné pfipraveny tfi sulfonamidy (JS-1, JS-2,
JS-3) a deset Schiffovych bazi (JS-4, JS-5, JS-6, JS-7, JS-8, JS-9, JS-10, JS-11, JS-12, JS-13).
Syntéza sulfonamidl s kédem JS-1 a JS-2 probihala bez uprav podle pilotni metody.
Pfiprava sulfonamidu s kddem JS-3 se odliSovala od pilotni reakce, a to predevsim
ve fazi pfidani DCM a zfedéné HCI k reakéni smési, prevedeni produktu z vodné faze
do organické faze a nasledné izolace z organické faze. VSechny reakce pro pfipravu

sulfonamidl probéhly s vytézky mezi 13-48 % a vzniklé krystaly byly dostatecné Cisté.

Vytézky Schiffovych bazi 4,6-dimethylpyrimidinu-2-aminu (JS-4, JS-5, JS-10,
JS-11, JS-12) se pohybovaly vrozmezi 38-82 % a produkty vznikaly s dostatec¢nou
Cistotou pro antimikrobni testy. Pracovni postup musel byt upravovan u latky s kédem
JS-12, kdy byla vétsina vzniklého precipitatu se rozpustila pfi promyvani MeOH a byla
tak ,splachnuta” do filtratu. Filtrat byl tedy odparen do sucha a pro odstranéni
Ni(NOs)2 byl odparek suspendovan v nadbytku demineralizované H,0. Produkt se opét
rozpustil, a proto byla reakéni smés opét odparena do sucha, suspendovana v DEE,
zfiltrovédna a filtrat odparen do sucha. Pro nizky vytéZzek byla reakce zopakovéna
s vyuZzitim druhé (dvojndsobné mnozstvi reaktant(, jiny katalyzator a vznikly precipitat
nebyl promyvan MeOH), avsak vytézek byl jesté o 15 % nizsi. Upravena byla také
syntéza latky s kddem JS-5, kdy byl nejprve vyuZit pracovni postup s kyselinou octovou

jako kyselym katalyzdtorem. Timto postupem jsme vsak ziskali jen velmi maly vytézek
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(4 %), zplsobeny nejspiSe Spatnou volbou katalyzatoru, proto byla syntéza
zopakovana, tentokrdt podle obecného postupu s vyuZitim hexahydratu dusi¢nanu

nikelnatého jako katalyzatoru [37].

Nejvyssi vytézky (72-96 %) s dostatecnou cCistotou vzniklych sloucenin byly
obecné zaznamenany pfi syntézach bazi sulfamethazinu se salicylaldehydy u latek
s kédem JS-6, JS-7 a JS-13, kdy vytéZek 96 % u JS-6 byl nejvysSim z pfipravovanych
Iatek. PFi pripravé latky JS-13 byl vyuzit katalyzator, hexahydrat dusi¢nanu nikelnatého,

avsak velikost vytézku dosahovala priiméru.

Vytézky z reakci benzaldehydU bez volné hydroxylové skupiny byly 92 % a 13 %
a pfi reakcich musela byt upravovana izolace a purifikace vyslednych latek (JS-8, JS-9).
Vysledné slouceniny totiz tvofily krystaly pfi teploté -20 °C, avsak pfi laboratorni
teploté krystaly taly. Po predchozich pokusech byla JS-8 izolovdna oparenim
rozpoustédla a krystalizovdna opét pfi -20 °C, ¢imz vznikla pevna latka. Jedna se tedy
o polotuhou, ,semisolid” konzistenci. Schiffova baze JS-9 se liSila jiz v pracovnim
postupu, kdy do reakéni smési byly pridany 2 kapky kyseliny octové pro katalyzu
reakce. Proizolaci produktu JS-9 byla reakéni smés odparena do sucha, odparek
promyvan postupné tfikrat DEE a 0,1M HCI, ale ziskany produkt byl silné znecistén
aldehydem (podle TLC zhruba ze 20 %), a proto byly rekrystalizovdn z MeOH. Kyselina

octova jako katalyzator opét neptinesla o¢ekavany vysledek a vytézek 13 % byl jednim

vvvvvvvv

6.2 Biologie

U vSech nové nasyntetizovanych latek byla pomoci mikrodiluéni bujénové
metody otestovana antibakteridlni a antifungdlni aktivita. Vysledky antimikrobniho

testovani mGzeme vidét v nasledujicich tabulkach (Tabulka 1 a Tabulka 2).

Zvysledki je patrné, Ze antibakteridlni aktivitu (Tabulka 1) vykazovaly
jen nékteré latky (JS-4, JS-5, JS-7, JS-10, JS-11), a to hlavné vici G* bakteriim, zejména
stafylokoklm. Nejvyssi antibakteridlni aktivitu (=15,6 umol/l) z pfipravenych latek
projevil dijodovany derivat JS-5. Vysokou antibakterialni aktivitu (od 31,3 umol/I) také
prokazaly derivaty vzniklé reakci 3,5-dibromsalicylaldehydu (JS-7, JS-11). U€inné byly

i iminy ziskané ze salicylaldehydu disubstituovaného rliznymi atomy halogenu, pokud
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alespon jeden z nich byl jod (JS-4) ¢i brom (JS-10). V téchto slouceninach pak vyssi

antibakterialni aktivitu projevila latka s pfitomnosti jodu (JS-4).

Nami pfipravené sulfonamidy, tedy latky pod kédy JS-1, JS-2 a JS-3,
antibakteridlni aktivitu neprojevily. Necitlivé byly bakterie také vuci l[atkam JS-6 a JS-12,
kdy v molekule salicylaldehydu nebyl navazan zddny atom halogenu, Schiffovym bazim
bez volné hydroxylové skupiny, tedy latkam JS-8 (bez pfitomnosti hydroxylové skupiny)
a JS-9 (hydroxylova skupina zablokovdna methylem), a vici difluorované molekule JS-
13. Lze také porovnat aktivitu Schiffovych bazi 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu (JS-11
a JS-12) s odpovidajicimi derivaty sulfamethazinu (JS-7 a JS-6), které vznikly reakci se
stejnym salicylaldehydem. U Iatek JS-6 a JS-12 byl k reakci vyuZit salicylaldehyd a jak jiz
bylo zminéno dfive, bakterie jsou vic¢i témto latkdm bez pritomnosti halogenu
necitlivé. Mezi latkami vzniklymi reakci 3,5-dibromsalicylaldehydu (JS-7 a JS-11) je
urcitd odlisnost, kdy latka svychozi molekulou sulfamethazinu (JS-7) jevi vyssi
antibakteridlni ucinnost. PFfi porovnani antibakteridlni aktivity nové pfipravenych
sloucenin s vychozimi slouceninami (neaktivhim 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminem
a velice malo aktivnim sulfamethazinem) byly Gcinnéjsi pouze Schiffovy baze, které
ve své strukture obsahovaly atomy halogent jodu ¢i bromu a volnou hydroxylovou

skupinu.
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KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/ICss (umol/1)
(KOD) s“h;:";"};d‘l’zji‘:l;ss Is-4 | Js5 | Us7 | s-10 | Js-11
24 h >500 125 15,62 31,25 125 31,25
>A 48 h >500 125 62,5 62,5 250 62,5
24 h >500 125 31,25 125 500 500
MRSA
48 h >500 125 62,5 125 500 500
24 h >500 125 31,25 62,5 125 250
> 48 h >500 125 125 250 250 500
24 h >500 >125 125 250 >500 | >500
°F 48 h >500 >125 250 500 >500 | >500
24 h >500 >125 >250 >500 | >500 | >500
Fe 48 h >500 >125 >250 >500 | >500 | >500
24 h >500 >125 >250 500 >500 | >500
a 48 h >500 >125 >250 >500 | >500 | >500
24 h >500 >125 >250 >500 | >500 | >500
Ad 48 h >500 >125 >250 >500 | >500 | >500
24 h >500 >125 >250 >500 | >500 | >500
PA 48 h >500 >125 >250 >500 | >500 | >500

Tabulka 1 Vysledky antibakteridlni aktivity

Obecné latky wvykazovaly wvysSi antifungalni aktivitu (Tabulka 2)
nez antibakteridlni. Nejvice citlivé byly kvasinky a plisen Trichophyton interdigitale.
Nejvyssi antifungalni aktivitu (3,9 umol/l) projevila opét dijodovand molekula JS-5.
V porovnani s antibakterialni aktivitou zde o nizsi hodnoté MIC rozhodoval spiSe typ
pfitomného atomu halogenu. Druhou nejvyssi aktivitu (15,6 umol/l) tak projevila
sloucenina s atomem jodu (JS-4). Jako antifungalni latky také lze oznadit molekuly
s alespon jednim atomem bromu (JS-7, JS-10, JS-11), kdy pocet atomi tohoto halogenu
ve slouceniné je témér nezdvisly na velikosti hodnoty MIC (pouze maly benefit
vykazuje pfitomnost dvou atom( bromu u sloucenin JS-7 a JS-11, a to ve srovnani
s ndhradou jedno z nich chlorem u latky JS-10). Velmi nizkou antifungdlni ucinnost
projevila i difluorovand sloucenina (JS-13; MIC 2125 pmol/l). Podobné jako

pfi antibakteriadlnich testech, sulfonamidy (JS-1, JS-2, JS-3) a Schiffovy baze bez volné
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hydroxylové skupiny (JS-8, JS-9) ¢i bez pfitomnosti halogenu v molekule (JS-6, JS-12)

antifungalni aktivitu neprojevily. V tabulce mizZeme opét porovnat hodnoty MIC

Schiffovych bazi 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu (JS-11 a JS-12) s odpovidajicimi

Schiffovymi bazemi sulfamethazinu (JS-7 a JS-6). Pfi antifungdlnich testech pozorujeme

jesté mensi vliv vychoziho derivatu 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu na jeji aktivitu,

avsak stdle je sloucenina sulfamethazinu JS-7 u nékterych patogennich hub ucinnéjsi

nez odpovidajici Schiffova baze 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu JS-11. Pfi srovnani

aktivit sloucenin s antimykotikem FLU je jejich antifungalni ucinek proti nékterym

druhlm patogennich hub (napf. proti CK ¢i TI) dokonce vyssi.

TESTOVANA LATKA (k6d) — MIC (umol/I)

KMEN
(KOD) S‘J';f‘;“j?'l‘iy 156,159 | Is-4 | 1s-5 | Js-7 | Js-10 | Js-11 | US-13 | FLU
24 h >500 >125 | 15,62 | 3,9 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 500 6,5
A aen >500 >125 | 15,62 | 7,81 | 31,25 | 62,5 | 31,25 | 500 6,5
24 h >500 >125 | 31,25 | 1562 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 500 | >104,5
“ 1 aen >500 >125 | 31,25 | 31,25 | 62,5 | 125 | 62,5 | >500 | >104,5
24 h >500 >125 | 31,25 | 1562 | 62,5 | 125 | 62,5 | 500 3,3
R P >500 5125 | 62,5 | 31,25 | 625 | 125 | 125 | 500 3,3
24 h >500 >125 | 31,25 | 7,81 | 625 | 125 | 625 | 500 6,5
T asn >500 >125 | 62,5 | 1562 | 62,5 | 125 | 62,5 | 500 | 6,5
24 h >500 >125 125 | 31,25 | 250 | 500 | 125 | 500 | >104,5
A aen >500 >125 125 | 125 | 250 | 500 | >125 | 500 | >104,5
24 h >500 >125 | >125 | 62,5 | 500 | 500 | >125 | >500 | >104,5
A I en >500 >125 | >125 | 250 | 500 | 500 | >125 | >500 | >104,5
24 h >500 >125 | >125 | 250 | 500 | 500 | >125 | >500 | >104,5
AC Taen >500 >125 | >125 | >250 | 500 | 500 | >125 | >500 | >104,5
72 h >500 >125 | 1562 | 7,81 | 31,25 | 31,25 | 15,62 | 125 | 52,2
T | 120
: >500 >125 | 15,62 | 15,62 | 31,25 | 62,5 | 31,25 | 125 | 52,2

Tabulka 2 Vysledky antifungdlini aktivity
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7  Zaver

Antibioticka rezistence je globalni problém, ktery se neustdle prohlubuje, a to
nejen kvili mnoha mechanismim rezistence, které bakteriim pomahaji prezit. Jednim
z prislib( ¢astecné zvladnuti situace je vyvoj stale novych Iéciv, na které jsou mikroby
citlivé.

Vramci této prace bylo pripraveno celkem tfinact slouéenin odvozenych
od 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu. TFi z téchto syntéz vedly ke vzniku sulfonamid(
a zbylych deset se zaméfilo na reakci 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu ¢i sulfamethazinu
s chlorovanymi benzaldehydy, salicylaldehydem ¢i 3,5-dihalogenovanymi
salicylaldehydy. Tyto reakce vedly ke vzniku Schiffovych bazi. Vybrané aldehydy byly
zvoleny na zdkladé predchozi antimikrobni aktivity a kombinovany tak, aby bylo mozné
studovat dulezitost volné hydroxylové skupiny a rGznych typd halogenl
pro antimikrobni aktivitu. VSechny slouceniny byly pfipraveny v dostate¢ném vytézku

i Cistoté pro antibakteridlni a antifungdlni testy.

Antimikrobni uc¢innost z pfipravenych sloucenin projevily pouze Schiffovy baze
svolnou hydroxylovou skupinou a pritomnym halogenem (pfedevsim jodem
¢i bromem) ve své strukture. Tyto Schiffovy baze byly porovnany s antimikrobni
aktivitou vychozich molekul, kdy pfipravené slou¢eniny obecné projevily vyssi aktivitu.
Aktivita Schiffovych bazi 4,6-dimethylpyrimidin-2-aminu v porovnani s analogickymi
Schiffovymi bazemi sulfamethazinu, které wvznikly reakci se stejnym derivatem
salicylaldehydu, je podobnd, avsak na inhibici nékterych mikrobl ucinkuje |épe

vysledny derivat sulfamethazinu.
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