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ABSTRAKT

Hlavnou témou bakalarskej prace su zluéeniny vyizolované z prirodnych
zdrojov, ktoré vyraznym sp6sobom prispievaju k nalezeniu novych liecebnych metéd
v mnohych medicinskych problémoch. Ciefom prace, bolo zamerat sa konkrétne
nataké zluceniny, ktoré preukdzali znaénu antimykobakteridlnu  aktivitu

voci patogénom z rodu Mycobacterium, a to hlavne voéi M. tuberculosis.

V teoretickej Casti sa upriamuje pozornost na samotny rod Mycobacterium a
jeho zakladnu charakteristiku. Okrem toho, sa praca zamerala aj na konkrétne druhy
spbsobujuce netuberkulézne formy ochorenia a aj na tie, ktoré stoja za prepuknutim
tuberkuldzy v ludskom organizme. Poslednou kapitolou teoretickej ¢asti je samotna
tuberkuldza a jej strucny popis spolu s lie€bou a problematikou, ktora sa pocas liecby
preukazuje vo forme rezistencie. V nasledujucej casti su uz popisané konkrétne
zlu€eniny, ktoré maju antimykobakteridlny G¢inok a maju potencial k vyrobe novych

lieciv.

Klacové slova: aldehydy, alkaloidy, antituberkulotika, esencidlne oleje, Mycobacterium
tuberculosis, mykobaktérie, naftochinény, rezistencia, sinice, steroidné hormony,

terpény, triterpény, tuberkuldza, zluceniny prirodného povodu



ABSTRACT

The main topic of the bachelor thesis is compounds isolated from natural
sources, which contribute significantly to the discovery of new therapeutic methods in
many medical problems. The aim of the work, was to focus specifically on those
compounds that showed significant antimycobacterial activity against pathogens of

the genus Mycobacterium, especially against M. tuberculosis.

The theoretical part focuses on the genus Mycobacterium itself and its basic
characteristics. In addition, the work also focused on the specific species causing the
non-tuberculous forms of the disease and those behind the outbreak of tuberculosis in
the human body. The last chapter of the theoretical part deals with tuberculosis and its
brief description, together with the treatment and the issues related to development
of drug resistance during treatment. In the following section, specific compounds that
exhibit antimycobacterial activity and have the potential to be developed as new drugs

are described.

Keywords: aldehydes, alkaloids, antituberculotics, compounds of natural origin,
cyanobacteria, essential oils, Mycobacterium tuberculosis, mycobacteria,

naphthoquinones, resistance, steroid hormones, terpenes, triterpenes, tuberculosis



1. UVOD

V sucéasnej dobe sa na vrchnych priec¢kach rebricka v poéte Umrti spésobenych
jednym infekénym patogénom drZi ochorenie nazyvané tuberkuléza (TB). Z tohto
dovodu si spominané ochorenie celosvetovo ziskava kazdoroCne najviac pozornosti.
Vdaka tejto skutoCnosti mame v sucasnosti radu antituberkulotik zameranych
na patogény z komplexu Mycobacterium tuberculosis, ktoré sa povazuju za povodcov
ochorenia. Za ciel samotnej liecby sa povazuje nielen vylie¢enie postihnutého pacienta
a zachovanie kvality Zivota, ale aj zabrdnenie nechcenym Umrtiam a minimalizacia

medzifudského prenosu ¢i rovnako zabranenie vzniku liekovej rezistencie.

Aj napriek mnohym snaham, sa nepodarilo Uplne zabranit vzniku rezistencii.
Z tohto dovodu bola tuberkuléza podla Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO)
rozdelena do kategorii podla typu rezistencie patogénov. Pocas lieCby sa zacali
pouzivat kombinované formy terapie, ktorych predpokladom bolo, Ze bunky
rezistentné najedno konkrétne antituberkulotikum nebudu vykazovat rezistenciu
natie ostatné pouZité v kombinacii. Tieto kombinacie zaroven brania rozvoju

rezistencie.

Spolu s narastom vyskytujucej sa tuberkuldzy su spojené aj pribudajlce
hlasenia novych pripadov rezistentnych foriem. Vyvoj novych lieciv je preto pre buducu
kontrolu ochorenia velmi dolezity az nevyhnutny. Ludia z mnohych oblasti prispievaju
svojimi vysledkami zo Studii k mnohym vyznamnym zisteniam a faktom, ktoré vedu
k slubnej buducnosti liecby prave spominaného zavainého infekéného ochorenia.
Zakladnym kameniom tychto studii su latky ziskané z prirodnych zdrojov, ktoré nas uz

od nepamati presviedcaju o svojom vyzname v mnohych medicinskych odvetviach.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Mykobaktérie

2.1.1 Charakteristika

Rod Mycobacterium v sucasnosti zahfia viac ako 190 druhov mikroorganizmov.
Kym vacsina druhov patri medzi environmentalne a neSkodné mikroorganizmy, ktoré
sa nikdy nepodielali na [udskych infekcidch, na druhej strane pozname aj také, ktoré
patria medzi najstarSie fudské patogény. Mycobacterium tuberculosis a rovnako vsetci
¢lenovia Mycobacterium tuberculosis komplexu patria medzi najddlezitejsSie priciny
infekénych ochoreni. Avsak je nutné spomenut aj také ludské patogény, ktoré su
rovnako sucastou réznych ekosystémov, no v konecnom désledku nemaju taky velky
dopad na verejné zdravie. Spominané organizmy pozndme pod nazvom

netuberkulézne mykobaktérie [1].

2.1.2 Morfoldgia

Mykobaktérie oznacujeme ako skupinu nepohyblivych, nesporolujicich
tyciniek, ktoré viak nie je mozné farbit podla Grama. Tato skutoc¢nost je dana faktom,
Ze mykobakteridlne druhy obsahuju vo svojej bunkovej stene vysoky obsah lipidov,
polypeptidov a mykolovych kyselin, viazanych na vonkajsiu vrstvu peptidoglykanu [2].
Vo svojej podstate teda bunkova stena popisuje bunkovld stenu grampozitivhych
organizmov. Mimo Gramového farbenia sa teda pri identifikacii mykobakterialnych
druhov pouziva farbenie fuchsinom. Po zafarbeni spominanym farbivom ich nie je
mozné odfarbit ani alkoholom s kyselinou chlorovodikovou. Vsetky mykobaktérie sa
vdaka tomuto faktu vyznacuju spolo¢nou vlastnostou a tou je acidorezistencia.
Pre identifikdciu sa pouziva Specidlna Ziehl-Neelsenova farbiaca technika (Obrazok 1),
ktorej principom je schopnost acidorezistentnych baktérii prijimat karbolfuchsin, ktory

sa udrzi v stene aj po naslednom odfarbeni kyslym alkoholom [3].

Z hladiska vztahu ku kysliku, méZzeme mykobaktérie charakterizovat ako

aerébne. Mnohé z nich su zname svojou velmi dlhou genera¢nou dobou — niekolko



hodin aZ jeden der. Narastené kolonie mézeme rozoznat podla Zltej pigmentacie a

niektoré druhy sa vyznacuju drsnym povrchom [4].

A,
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Obrdzok 1. Diferencidcia acidorezistentnej M. tuberculosis pomocou Ziehl-
Neelsenovho farbenia.

2.2 Pévodcovia mykobakterialnych ochoreni

Spomedzi infekénych ochoreni spdsobenych mykobaktériami si celosvetovo
najviac pozornosti ziskalo infekéné ochorenie nazyvané tuberkuléza. Spominané
nakazlivé ochorenie je spésobené skupinou obligatnych patogénov oznacovanych ako

Mycobacterium tuberculosis komplex [5].

Tvrdenie, Ze je tuberkuldza najcastejSie a najzavainejsSie ochorenie, dokazuje aj
to, ze vsetky ostatné mykobakteridlne druhy, ktoré spdsobuju ochorenia sa oznacuju
ako netuberkuldzne. Medzi spominané mykobakteridlne druhy nepatria tie, ktoré su
zastupené v Mycobacterium tuberculosis komplexe, ale rovnako sa v tejto skupine
nenachadzaju ani povodcovia lepry (Mycobacterium leprae a Mycobacterium
lepromatosis). Aj napriek tomu, Ze sa tieto mikroorganizmy v prostredi nachadzaju

za beznych podmienok, ku ochoreniam dochdadza len vynimocne [5].

2.2.1 Netuberkuldzne druhy mikroorganizmov

Mykobakteridlne druhy iné ako M. tuberculosis komplex a M. leprae su

vo vSeobecnosti volne Zijuce organizmy pritomné v roznych ekosystémoch. Tieto druhy
9



boli ziskané z vody, p6dy, domacich, ale rovnako aj volne Zijucich zvierat. V Case, kedy
vyskyt tuberkulézy vo wvyspelych krajindch klesal, frekvencia izolovanych
netuberkuléznych mykobaktérii zacala narastat. Od tohto momentu sa upriamila

zvysena pozornost na spominané druhy [3].

Najbeznejsimi netuberkuléznymi druhmi, ktoré spbésobuju ochorenie fudi su
pomaly rastice druhy komplexu M. avium a M. kansasii a rovnako aj rychlo rastuce
druhy zo skupiny M. abscessus (M. abscessus, M. massiliense a M. bolletii). Menej
Castymi ludskymi patogénmi su napriklad M. marinum, M. xenopi, M. simiae, M.

malmoense alebo M. fortuitum ¢&i M. chelonae [3].

M. avium je oportunny patogén pochddzajuci z ¢elade Mycobacteriaceae.
Zaujimavostou spominanej Celade je, Ze okrem obligatnych patogénov (p6vodcov
tuberkulézy a lepry) zahfina aj druhy, ktoré boli doposial obsiahnuté len vo volnej
prirode, pripadne povodcov zapalovych ochoreni u zvierat. Okrem spominanych, sa
v Celadi nachadza aj skupina mykobaktérii, ktoré sa v niektorych pripadoch uplatnia aj
ako ludsky patogén. Tento vynimocny stav nastava vtedy, ak je pacientov imunitny
systém vyrazne oslabeny. Faktom je, Ze ¢im vyraznejsi je defekt imunity, tym ma
patogén vacSiu Sancu sa uplatnit. V situacidch, kedy bol pacient vyrazne
imunosuprimovany, boli ojedinele zaznamenané aj také pripady, kedy ochorenie
sposobili prave také mykobakterialne druhy, ktoré boli skor povazované za nesSkodné

[5].

Ako bolo spominané vyssie, netuberkulézne mykobakteridlne druhy su beznou
sucastou ekosystémov. No aj napriek tomu, dochadza ku infikovaniu len vo vzacnych
pripadoch. Pokial vSak tento pripad nastane, vtedy hovorime o netuberkuléznej
mykobakteriéze. Charakteristickym znakom spominaného chronicky prebiehajuceho
zapalového ochorenia je to, Ze postihuje najcastejSie orgdny ako pliuca, koZzu a
lymfatické uzliny. Menej ¢asto postihuje urogenitalny systém, kosti, traviaci trakt alebo
mozog. Klinické priznaky netuberkuléznej mykobakteridézy a rovnako aj radiologické, i

histologické ndlezy su miestami az nerozoznatelné od tuberkulézy [5].
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2.2.2 Povodcovia tuberkulozy

Ako bolo spominané vyssSie, infekéné ochorenie nazyvané tuberkuldza,
sposobuju patogény z komplexu M. tuberculosis. Toto spoloéenstvo zahrnuje niekolko
pribuznych druhov baktérii — M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M.

canettii a taktiez aj M. pinnipedii [6].

Najviac ochoreni je spOsobenych prave M. tuberculosis a vSetky ostatné
zmienené bakteridlne druhy sU oznaCované za raritné [6]. Jednda sa teda
o najdolezitejSieho ludského intraceluldrneho parazita, ktorym je nakazena vyznamna

Cast celej fudskej populacie [4].

2.3 Tuberkuloza

Tuberkuléza je prenosné ochorenie, ktoré povaZujeme za jednu z hlavnych
pri¢in umrti na celom svete. Az to prichodu celosvetovej pandémie koronavirusu
(Covid-19), bola tuberkuléza na vrchole rebri¢ka v pocte umrti spésobenych jednym

infekénym patogénom [7].

Choroba sa Siri od nakazenych jedincov vzdusnou cestou, a to napriklad kaslom
alebo kychanim. Vaésina ludi, u ktorych sa choroba plne vyvinie su dospeli fudia, a viac

pripadov je zaznamenanych v pripade muzskych jedincov [7].

2.3.1 Klinicky obraz

Infekcia sa do organizmu dostane najCastejSie cez pluca, ktoré zaroven
predstavuju najcastejSie postihnuty organ. Pri postihnutych, infikovanych pacientoch
sa eSte nemusia hned preukazat priznaky ochorenia. Je totizto Statisticky dokazané, ze
len menej ako 10 % tychto osOb pocas svojho Zivota ochorie. Pri ostatnych 90 % sa
preukazuje tzv. latentnd tuberkuldzna infekcia (LTB), ktora sa oznacuje ako subklinicka
mykobakteridlna infekcia [6]. Spominand forma predstavuje riziko v pripade oslabenia
imunitného systému infikovanych jedincov. Latentna forma je definovana na zaklade
bunkovej imunitnej odpovede na mykobakteridlne antigény. Na diagnostikovanie LTB

sa pouZiva tuberkulinovy test a test uvolfiovania interferonu gama (IGRA) [8].
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Primarna infekcia je vo velkej vacSine pripadov nediagnostikovana kvoli
miernym symptomom, ktoré su neSpecifické a samy vymiznu. Sucastou primarnej
tuberkuldézy je vytvorenie primarneho (Ghon) komplexu typicky v strednych alebo
dolnych castiach pluc. Spominany komplex zvyéajne vymizne v priebehu niekolkych
tyZzdriov alebo mesiacov. Na rontgenovom snimku hrudnika vSak zanechdva znamky

fibrézy a kalcifikacie [8].

Symptémy pliucnej tuberkulézy sa zvycajne vyznacuju postupnym ndastupom a
ich trvanie sa pohybuje od tyZzdiov az po mesiace. Typické priznaky ako zvysSena
teplota, nocné potenie Ci vyraznd strata hmotnosti az kachexia, vSak mézu v pripade
malych deti a jedincov s oslabenou imunitou prist o cosi skor. Fyzikalny ndlez
na pltcach je v mnohych pripadoch normalny. V pripade ked sa postihnutie tyka kibov
a kosti, sa v mieste postihnutia objavuje tumor albus a pri cervikalnej tuberkuldznej
lymfadenitide pozorujeme vycnelok na krku. Minimom symptémov sa vyznacuje

postihnutie obliciek a mocovych ciest. Obvykle su zachytené ako sterilnd pyuria [6].

2.3.2 Diagnostika

Pre diagnostikovanie tuberkuldzy su klfu€¢ovymi ukazovatefmi symptomy, ndlezy
na skiagramoch hrudnika, na skenoch vypoétovej tomografie a rovnako aj narast

koldnii na kultivacnych pédach [9].

Instrumentdlne zobrazovacie metody

Radiologické vysetrenie patri spomedzi inStrumentalnych metdéd medzi tie
najprinosnejsie. Ndalez pri zmienenom vySetreni je v pripade pliucnej tuberkuldzy
charakteristicky, nie v3ak Specificky. Dolezité je spomenut, Ze aj mnohé iné patoldgie
plic moézu imitovat tuberkuldznu infekciu. Za velmi doleZité vysetrenie povazujeme
spominany skiagram hrudnika v zadoprednej a bocnej projekcii (Obrazok 2) [6].
V tomto pripade sa jednd o zakladné vySetrenie v rdmci pllcnej ale aj mimopllicnej
formy tuberkuldzy. Typické nalezy charakterizujeme ako tiene s prejasnenim a tzv.
disemindcie noduldrnych tieflov. V niektorych pripadoch sa mozZe objavit aj

rozsiahlejSie plosné zatienenie. Pre diagnostikovanie mimoplicnej tuberkuldznej

12



infekcie sa pouzivaju také zobrazovacie metddy, ktoré su typické pre konkrétny klinicky

nalez [6].

Obrazok 2. Zadopredny skiagram hrudnika u pacienta s rozsiahlou TB pliic.

Mikrobiologické vysetrenia

Diagnosticky velmi prinosnym je mikrobiologické vySetrenie sputa, odobratého
z tkaniva alebo akéhokolvek iného biologického materidlu podozrivého z TB infekcie
[10]. D6kaz TB sa opiera o pozitivne vysledky na kultivacnych poédach z réznych
biologickych materidlov — z vy$sie spominaného sputa, z aspiratu alebo z vyplachu
pri bronchoskopickom vysetreni, z vypotku, mozgomieSneho moku ¢i z inej telesnej
tekutiny. Infikovanych jedincov, ktori vykasliavaju velké mnoZstvo mykobaktérii,
oznacujeme za mikroskopicky pozitivnych. Toto oznacenie znamena, Ze sme
mykobaktérie schopni mikroskopicky identifikovat ako tzv. acidorezistenté tyce
po natere biologického materidlu na sklicko. Mikrobialna kultivacia na urcenie M.

tuberculosis je vsak dlho trvajlca a kultury sa odc¢itavaju obvykle po 3, 6 a 9 tyZzdrioch

[6].

Neodmyslitelnou sucastou mikrobiologického kultivacného vysetrenia je

stanovenie mykobaktérii na zdkladné antituberkulotika. V pripade, ked je zistena
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rezistencia, sa pokracuje stanovenim rozsirenej citlivosti kmena. V sucasnej dobe su
k detekcii mykobaktérii vyuzivané aj modernejsie rychle kultivacné metddy zaloZzené
na detekcii CO,, ktory sa uvolfiuje v pritomnosti metabolicky aktivnych mykobaktérii
(Bactec) alebo metddy mokeluldrne (polymerazova retazova reakcia, ligdzova retazova
reakcia). Sucastou tychto molekularnych metéd modze byt aj vySetrenie na gény
rezistencie pre rychlu a efektivnu identifikaciu M. tuberculosis, ktord sa vyznacuje

zna¢nou multirezistenciou (GeneXpert MTB/RIF) [6].

Histopatologické vysetrenie

Podobne diagnosticky vyznamné je aj histopatologické vySetrenie vzorky pluc,
pohrudnice, uzlin ¢&i iného tkaniva. Tieto vzorky sa ziskavaju chirurgickou,
bronchoskopickou alebo punkénou biopsiou. VySetrenie preukazuje v typickych
pripadoch epiteloidny granulom, niekedy sprevadzany nekrézou. Vzorky tkaniva je
dolezité vysetrit na pritomnost M. tuberculosis, a to bud imunohistochemicky, alebo z

hladiska molekuldrnej genetiky [6].
Diagnoza

Na zdklade pozorovania pacienta a ziskanych poznatkov pomocou klinickych
vysetreni, je mozné u konkrétneho pacienta stanovit, ¢i sa jedna bud o podozrenie
na TB, pripad TB, alebo definitivny pripad TB. VSetky spominané kategdrie odbornici

hodnotia podla nasledujucich kritérii:

J Podozrenie na TB — osoba, ktora zapadda do tejto kategdrie, preukazuje

znacné priznaky, ktoré vzbudzuju podozrenie na TB.

J Pripad TB — v tejto kategdrii sa jedna o definitivny pripad TB alebo
o chorého pacienta, u ktorého bola TB diagnostikovana pneumoldégom, a ten rozhodol

o zahdjeni lie¢by pomocou prislusnych antituberkulotik.

J Definitivny pripad TB — v tomto pripade sa jedna o chorého pacienta,
u ktorého bol z biologického materidlu identifikovany M. tuberculosis komplex

pomocou klasickej kultivacie alebo novych modernych metéd. Pozitivita
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mikroskopického vysSetrenia na acidorezistentné tycky je pokladand za definitivny

pripad TB za predpokladu, Ze je prevedena aj externd kontrola kvality [6].

2.3.3 Lokalizacia ochorenia

V sucasnosti rozliSujeme dva zdkladné druhy tuberkulézy podla miesta, kde
ochorenie prepuklo — plicna a mimoplicna forma. Zatial ¢o plicna forma postihuje
plicny parenchym, td mimoplicna postihuje radu inych organov (lymfatické uzliny,
urogenitalny trakt, koza, kiby, kosti ¢ pleura). Samotnd diagnéza spominanej
mimoplucnej formy je v tomto pripade zaloZzend na histologickom vysetreni bunkového

materidlu, ktoré potvrdzuje pritomnost mykobaktérii [6].

2.3.4 Liecba

Cielom liecby tuberkuldyzy je nielen vyliecit postihnutého pacienta a zachovat
kvalitu Zivota, ale aj zabranit nechcenym Umrtiam na aktivnu tuberkuldzu, zabranit

relapsu, minimalizovat medziludsky prenos ¢i zabranit vzniku liekovej rezistencie [6].

Lie¢ba zahriuje dve nasledujuce faze: fazu inicia¢nu, ktora prebieha 2 mesiace
a pocas nej sa podavaju antituberkulotikd v Stvorkombinacii (najcastejSie HRZE —
izoniazid (H), rifampicin (R), pyrazinamid (Z), ethambutol (E), alebo HRZS — H, R, Z a
streptomycin (S)), dalej nasleduje faza pokracovacia, ktorej trvanie je 4 mesiace a je
vedena v ambulantnom reZime, zalozena na aplikovani dvojkombinacie

antituberkulotik (HR) [2].

Samotna lieCba je pomerne ndrocnd, kombinovand, prisne kontrolovand a
dlhodoba, c¢omu nasvedCuje aj fakt, Ze minimdlna Gcinnd doba podavania
antituberkulotik je 6 mesiacov. Dizku trvania lie¢by vyrazne ovplyviiuji mnohé faktory
ako rozsah postihnutia, pridruzené choroby pacienta a taktiez aj spominané

kombinacie pouzitych antituberkulotik [9].

Pre efektivny terapeuticky proces sa vyuZzivaju latky zo skupiny antibiotik.
Specifiénost lie¢by je dand hlavne kvéli samotnému pévodcovi ochorenia, na ktorého

je lieCba smerovana. Spomalenie rastu, resp. usmrtenie patogéna zahrfna radu
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komplikacii. Prvou z nich je uloZenie M. tuberculosis, ktoré je prevazne intraceluldrne.
Z faktu vyplyva zhor$eny pristup k poésobeniu antibiotika. Dalsou komplikaciou je dlha
generacna doba mykobaktérii (24 hodin). V tomto pripade je nutnd dlhodoba liecba,
ktord so sebou prindsa dalSiu komplikaciu v podobe zvyseného rizika vzniku rezistencie
ku antituberkulotikdm. Jedna sa obzvlast o monoterapiu. Z tohto dévodu sa pri liecbe

pristupuje ku kombinovanej liecbe [2].

REZISTENCIA NA ANTITUBERKULOTIKA

Predpokladom pocdas kombinovanej formy terapie je, Ze bunky rezistentné
na jedno konkrétne antituberkulotikum nebudu vykazovat rezistenciu na tie ostatné

pouzité v kombinacii. Samotna rezistencia je dana mutaciami v gendme mykobaktérie

[2].

WHO rozdelila tuberkulézu podla typu rezistencie patogénov na

antituberkulotika do nasledovnych skupin:

° Monorezistentnd forma - rezistencia na prave jedno
antituberkulotikum prvej linie
. Polyrezistentnd forma — rezistencia na viac ako jedno lie¢ivo

prvej linie, odlisné od izoniazidu a rifampicinu

° Multirezistentna forma (MDR) — rezistencia sucasne na izoniazid
a rifampicin
° Extenzivna liekova rezistencia (XDR) — je definovana ako TBC

sposobend kmenmi Mycobacterium tuberculosis, ktoré su odolné voci
izoniazidu, rifampicinu, akémukolvek fluorochinolénu a bud bedachilinu, alebo
linezolidu (alebo obom)

. Rifampicin rezistentna forma — rezistencia na rifampicin zistena
pomocou fenotypovych alebo genotypovych metdd, s alebo bez rezistencie na
iné lieky proti tuberkulédze. Zahfiia akukolvek rezistenciu na rifampicin vo forme

monorezistencie, polyrezistencie, MDR alebo XDR [11].
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Spomedzi vSetkych foriem liekovej rezistencie je najdolezitejSie identifikovat
prave MDR-TB, pretoZe v tomto pripade liecit pacienta zakladnymi antituberkulotikami
je preukazané ako Uplne zbytocné a zaroven sa zvySuje sila rezistencie. Pokial sa
pacient preukaze ako MDR-TB pozitivny, je zahdjena lieCba liekmi prevazne druhej linie
(bez rifampicinu a izoniazidu s pridanim chinolénu, makrolidu, aminoglykosidu,
bedachilinu a delamanidu s naslednou upravou liecby podla rozsirenej citlivosti), ktora

poskytuje vysSiu Sancu na vylie€enie a zabranuje dalSiemu Sireniu rezistencie [6].

2.4 Antituberkulotika

2.4.1 Antituberkulotika prvej linie

V pripade, preukazania citlivej formy tuberkuldzy su nasadené lieky prvej linie,
ktoré sa vyznacuju maximalnym efektom s minimalnou toxicitou. Medzi spominané

lieky patriaH, R, E, Za S [6].

I1ZONIAZID

Izoniazid (Obrdzok 3) bol prvym syntetizovanym liekom, ktory preukazal
baktericidne ucinky voli M. tuberculosis. Tato latka inhibuje syntézu mykolovych
kyselin, ktoré su déleZitou siéastou bunkovej steny mykobaktérii. U¢inok izoniazidu sa
vztahuje teda len na spominané mykobaktérie. Pri podavani lieku je nutné preventivne

dodavat pyridoxin, ktorého je pocas lieCby nedostatok [2].
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Obrdzok 3. Struktirny vzorec izoniazidu.

RIFAMPICIN

Rifampicin (Obrazok 4) sa taktiez zaraduje do skupiny antituberkulotik prvej

linie. Jedna sa o baktericidne antibiotikum, ktorého ucinok spociva v inhibicii syntézy
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RNA, ¢im je blokovany proces samotnej proteosyntézy. Rifampicin vSak neinhibuje len
M. tuberculosis, ale pouziva sa rovnako aj pri liecbe infekcii spésobenych G+ kokmi a
dalSimi patogénmi. PripouZivani rifampicinu dochadza ku 3Specifickému zafarbeniu

telesnych sekrétov, a to konkrétne do ¢ervenooranzovej farby [2].

Obrdzok 4. Struktirny vzorec rifampicinu.
PYRAZINAMID

Pyrazinamid (Obrazok 5) sa oznacuje ako baktericidne chemoterapeutikum,

ktorého posobenie sa obmedzuje len na intraceluldrne lokalizované mykobaktérie [2].

(e}
N
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Obrdzok 5. Struktirny vzorec pyrazinamidu.

ETHAMBUTOL

Dalim antituberkulotikom prvej linie je bakteriostatické chemoterapeutikum.
Jeho pbsobenie na obmedzuje rovnako ako v pripade izoniazidu len na mykobaktérie.
Pocas podavania ethambutolu (Obrazok 6) moze dojst k porucham farbocitu. Z tohto

dovodu je pocas liecby nutnd oftalmologicka kontrola [2].

Obrdzok 6. Strukturny vzorec ethambutolu.
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STREPTOMYCIN

Zakladnym liekom vyuZivanym pri liecbe tuberkulézy je baktericidné
aminoglykosidové antibiotikum (Obrdzok 7), ktoré spOsobuje inhibiciu bakteridlnej
proteosyntézy. Latka p6sobi na extracelularne ulozené mykobaktérie. Preukazuje vsak

aj nefrotoxické a neurotoxické ucinky, kvéli ktorym sa dnes uz tak ¢asto nevyuZziva [2].

Obrdzok 7. Struktirny vzorec streptomycinu.

2.4.2 Antituberkulotika druhej linie

V momente, ked sa preukdie rezistencia na zakladné antituberkulotika,
dochadza k podavaniu dalsich liekov, opat vidy v kombinacii. Vyber antituberkulotik
druhej linie sa riadi vysledkami testov citlivosti in vitro so zapojenim odbornika
na lieCcbu tuberkulézy. Medzi tieto preparaty patria aminoglykosidy (kanamycin,
amikacin), fluorochinolony (levofloxacin, moxifloxacin) ¢i cykloserin, ktory je velmi
ucinny, no zaroven sa preukazuje znaénymi neziaducimi u¢inkami na centralnu nervovu

sustavu [2], bedachilin, delamanid i linezolid.

FLUOROCHINOLONY

Tieto latky maju Siroké spektrum antimikrobialnej aktivity, a preto sa Siroko
pouzivaju na liecbu bakteridlnych infekcii dychacich ciest, gastrointestinalneho traktu,
mocovych ciest, ale aj na lieCbu sexualne prenosnych ochoreni ¢i osteomyelitidy.
Na rozdiel od mnohych inych antibiotik pouzivanych na liecbu bakteridlnych infekcii
maju fluorochinolony vynikajucu in vitro ain vivo aktivitu proti M. tuberculosis.
NeZiaduce ucinky su relativne zriedkavé azahrffiaju gastrointestindlnu intoleranciu,
vyrazky, zdavrate abolesti hlavy. Bunkovym cielom v patogéne je DNA gyrdza

a topoizomeraza Il [12].
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AMINOGLYKOSIDY

Aminoglykosidy amikacin, kanamycin a cyklicky polypeptid kapreomycin su
dolezité injekéné lieky v lieCcbe multirezistentnej tuberkuldzy. Hoci patria do dvoch
roznych rodin antibiotik, vSetky uplatiuju svoju aktivitu na drovni translacie proteinov.

Pri tychto liekoch vSak dochddza k rendlnej toxicite [12].

CYKLOSERIN
Presny mechanizmus ucinku cykloserinu (Obrazok 8) nie je znamy, ale
predpokladd sa, Ze zabranuje baktériam vytvarat peptidoglykany, ktoré su potrebné

na tvorbu bakteridlnej bunkovej steny. To md za nasledok oslabenie bunkovej steny

baktérii [12].

Okrem cykloserinu pozname pri lieCbe rezistentnych foriem aj jeho derivat
nazyvany terizidon. Obe spominané zlUceniny sa povazuju za posledné mozZnosti

vzhladom k profilu toxicity. Aj napriek tejto skutoénosti sa vsak Siroko vyuzivaju [13].

H
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Obrdzok 8. Strukturny vzorec cykloserinu.

NH,

BEDACHILIN

Daldou zli&eninou, ktora sa cielene vyuZiva pri lie€be MDR-TB v kombindcii
sinymi antituberkulotikami, je bedachilin (Obrazok 9). Tato latka Specificky inhibuje
enzym, dblezity pre ziskdvani energie v M. tuberculosis — mykobakteridlnu ATP syntdzu

[14].
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Obrdzok 9. Struktirny vzorec bedachilinu.

DELAMANID

Delamanid (Obrazok 10) po6sobi ako inhibitor biosyntézy mykolovych kyselin,

¢im narusa metabolizmus bunkovej steny aumoZiuje lepsSi prienik lie€iva

oaety

do mykobaktérii [15].
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Obrdzok 10. Strukturny vzorec delamanidu.

LINEZOLID

Linezolid (Obrdzok 11) je syntetické antibiotikum, ktoré zabranuje syntéze
bakterialnych bielkovin prostrednictvom vazby na obidve podjednotky rRNA, a to 30S
a 50S. Inhibuje tvorbu iniciaéného komplexu, ktory méze znizit dizku vytvorenych

peptidovych retazcov, a rovnako aj rychlost translacnej reakcie [16].

L 7
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A

Obrdzok 11. Struktirny vzorec linezolidu.
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3. CIEL PRACE

Obsahom tejto prace je priblizit celosvetovi problematiku prenosného
infekéného ochorenia tuberkulézy asniou prichddzajuce rezistentné kmene, ktoré
vyrazne komplikuju priebeh lie¢by. Rovnako sa praca zameriava na vyhovujuce, nové
alternativy liecby, ktoré zahfnaju testovanie prirodnych latok, ktoré preukazali znacnu

antimikrobakteridlnu aktivitu.
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4. PRIRODNE ZLUCENINY AKTIVNE VOCI MYKOBAKTERIAM

Ndrast vyskytujicej sa tuberkuldzy je spojeny s pribudajacimi hlaseniami
novych pripadov MDR-TB a XDR-TB. Vyvoj novych lieCiv je pre buducu kontrolu
tuberkuldzy velmi dolezity a v sucasnej dobe sa v roznych Stadidch objavovania lieciv
pripravuje niekolko slubnych zlicenin. Vyvoj novych latok proti tuberkuléze je teda

nevyhnutny pre vyvoj novych farmakologickych terapii [17].

Uz v ¢asoch davno minulych ludia vyuZivali prirodné produkty, ako su rastliny,
zivocichy, mikroorganizmy arovnako aj morské organizmy v boji proti réznym
ochoreniam. Podla ndlezov bolo mozné zhodnotit, Ze ludia pouZivaju rastliny ako

formu liekov uz najmenej 60 000 rokov [18].

Zaciatkom 19. storocia sa zacala éra tzv. modernych liekov, kedy v roku 1805
nemecky lekarnik Friedrich Sertlirner izoloval z rastliny Papaver somniferum prvu
farmakologicky ucinnu zliceninu morfin, ktord sa dodnes aktivne vyuZiva. Nasledne
na to, sa z prirodnych produktov vyizolovalo velmi velké mnozstvo Ucinnych zlucenin.
Postupom casu, rozvoj syntetickych technik viedol k vyznamnej redukcii vyznamu
prirodnych latok awvznikli obavy, Ze pouzivanie niektorych prirodnych produktov
na liecebné ucely by mohlo byt Uplne zakazané. Tieto prirodné zluceniny boli vsak

natolko doleZité pre vyvoj novych liekov, Ze ich zakdzanie by bolo neefektivne [18].

Prirodné zluceniny, ktoré sa vyvijali miliény rokov, sa vyznacuju jedine¢nou
chemickou rozmanitostou, ktorda vedie krdznorodosti ich biologickych aktivit
a vlastnosti podobnych lieCivam. Tieto produkty sa stali jednym z najddlezitejsich
zdrojov na vyvoj novych zlicenin a skeletov. Ich Uc¢innost suvisi s komplexnostou ich
dobre organizovanych chemickych a sterickych vlastnosti, ktoré z hladiska ucinnosti
a selektivity molekularnych cielov ponukaju mnohé vyhody. Ako Uspesny priklad vyvoja
lieiv z prirodnych produktov moéZeme uviest artemisinin a jeho analdgy, ktoré su
v sUcasnosti vyuzivané v lie¢be proti maldrii. Daldimi prikladmi Uspesnych liekov,
tentokrat proti rakovine su alkaloidy z Catharanthus roseus alebo terpén z Taxus

baccata. V obdobi od roku 1981 do 2002 zaznamenala aplikdcia prirodnych latok
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pri vyvoji novych lieCiv, a to najma pri hladani novych chemickych Struktur, vyrazny
uspech. Vtomto 22-rocnom obdobi boli lieky odvodené z prirodnych produktov
vyznamné. V pripade takych antihypertenziv ma priblizne 64 % novosyntetizovanych

lieCiv povod v Struktdrach prirodnych produktov [18].

Ako plynul ¢as, tak aj prirodné zluceniny presli zaujimavym a vyznamnym
vyvojom v ich schopnosti interagovat s mnohymi biologickymi cielmi ucinku a niektoré

z nich sa stali najdoleZitejSimi liekmi v systéme zdravotnej starostlivosti [18].

4.1 Zluceniny ziskané zo sinic

Sinice sU vyznamnym zdrojom peptidov, trans-mastnych kyselin, aminokyselin,
vitaminov alebo aj minerdlnych latok. Zluéeniny ziskané zo sinic preukdzali vyrazny
antibakteridlny, antimykoticky alebo antivirusovy potencidl. Je mozné ich teda vyuzivat

aj v pripade rezistentnych kmenov M. tuberculosis [19].

4.1.1 Peptidy

Sinica Tychonema sp. je zndma hlavne tym, Ze produkuje cyklické hexapeptidy
brunsvicamidy A-C. Dnes je uZ zndme, Ze brunsvicamid B a C dokdzu selektivne
inhibovat protein tyrosinfosfatazu B s preukdazanymi hodnotami 1Cso 7,3 a 8,0 uM.
Spominany protein je vyluCovany patogénom M. tuberculosis aje povazovany
za slubny terapeuticky ciel proti patogénu. Okrem toho, je stale predmetom dalsich

vyskumov spojenych s liecbou tuberkuldzy [20].

4.1.2 Alkaloidy

Spomedzi alkaloidov, ktoré su produkované sinicami, boli ambiguinové izonitrily
A, Ka M ucinné voli M. tuberculosis in vitro. Spominané izonitrily si produkované
konkrétne Fischerella ambigua. NajsilnejSiu aktivitu proti M. tuberculosis vykazovali

izonitrily Ka M s hodnotami MIC 6,6 a 7,5 uM [19].
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Dal3ou zltéeninou, ktord bola izolovana z rovnakej sinice, je fischambiguin B.
Tentokrat sa vSak jedna o indolovy alkaloid. Spominana zlu¢enina vykazovala inhibi¢nu

aktivitu voci patogénu, a to konkrétne s hodnotou MIC 2 uM [19].

4.1.3 Terpenoidy

Izolované terpenoidy zo sinic ako abietan, komnostiny A-E, norabietan,
noskomin a scytoscalarol vykazovali antibakteridlne, antifungdlne arovnako aj

antimykobakteridlne Gcinky [19].

Terpenoidy si vyznamné hlavne preto, lebo znizuji bunkovd pohyblivost
baktérii a spdsobuju Strukturne a funkéné zmeny v cytoplazmatickej membrane vdaka
depolarizacii. V désledku toho, tieto zli¢eniny menia transport iénov tym, Ze narusaju

integritu vonkajSej a vnutornej bakteridalnej membrany [19].

Zo vsetkych spominanych ma antimykobakteridlne Gcinky prave scytoscalarol,
guainidinovy sesterterpen izolovany zo sinice Scytonema sp., ktory vykazoval
antimikrobakteridlnu aktivitu vocli viacerym patogénom vratane M. tuberculosis

s hodnotami MIC v rozsahu od 2 do 110 uM [21].

4.2 Esencialne oleje a ich zlozky

Esencidlne oleje (EO) su komplexné zmesi prchavych zlic¢enin, ktoré je mozné
ziskat z roznych casti rastlin a to réznymi metédami. Ich zloZenie je premenlivé ale
zvy€ajne ide o terpény alebo fenylpropany. Vzhladom na ich biologické vlastnosti
vratane antimykobakteridlnych Gcinkov sa zvySuje zdujem o terpény a dalSie molekuly
pritomné v EO. Ich biologicka aktivita sa liSi v zavislosti od Strukturnej konfiguracie

a funkénych skupin [22].

4.2.1 Terpény

Terpény mbzeme oznacit za najvacsiu a najrozmanitejsiu skupinu prirodzene sa
vyskytujucich zluéenin. Terpény sa klasifikujd na zaklade usporiadania a poctu

izoprenovych jednotiek, ktoré tieto zluceniny obsahuju. Spominané izoprenové
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jednotky su prirodzene sa vyskytujluce prchavé nenasytené cyklické zluéeniny s piatimi
uhlikmi. Terpény maju v rastlindch napriklad signalnu funkciu a rovnako sa vyznacuju

svojou réznou lieCebnou aktivitou [23].

Prirodné terpény su dobre zndme svojimi antimikrobidlnymi Gcinkami aich
negativny vplyv na Struktdru a hlavne funkciu mikrobidlnych membran a rovnako aj
na bunkovl stenu sU povazované za pricinu antimikrobidlneho pésobenia. Studie,
ktoré sa venovali lieCivym ucinkom terpénov, preukdzali, Zze kombinacie esencidlnych
olejov aich zloZiek maju synergickd, aditivnu alebo inhibi¢nu aktivitu proti rade
mikroorganizmov. Popisand bola vysoka antimykobakteridlna aktivita monoterpénov
thymolu a karvakrolu proti patogénom ako M. tuberculosis a M. bovis. Taktiez boli
popisané aj synergické interakcie in vitro medzi kyselinou oleanolovou (Obrazok 12)

a izoniazidom, rifampicinom alebo ethambutolom proti M. tuberculosis [24].

Obrdzok 12. Strukturny vzorec kyseliny oleanolovej.

4.2.1.1 Vplyv terpénov na antimykobakterialnu aktivitu antituberkulotik 1.
linie

Vyskum, ktory sa venoval prave vplyvu jednotlivych terpénov

na antimykobakterialnu aktivitu, sa konkrétne zameral na popis vplyvu myrcénu,

sabinénu, a-pinénu, B-eleménu (Obrazok 13) a (R)-limonénu, ¢i (S)-limonénu (Obrazok

14) na ucinnost antituberkulotik 1. linie (H, R, E) [24].

Vsetky ziskané hodnoty MIC pre kombinacie terpénov a antituberkulotik,

a rovnako aj hodnoty terpénov a liekov testovanych samostatne si uvedené v Tabulke

evve

64 pug/ml). Naopak acyklicky monoterpén myrcén a bicyklické monoterpény sabinén a
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a-pinén mali v porovnani slimonénom aktivitu o Cosi vysSiu (MIC 16-32 pg/ml).
konkrétne 2 pg/ml. Tento fakt mozno vysvetlit vysSou lipofilitou v porovnani s

ostatnymi skimanymi latkami a vacSou afinitou k lipofilnym Struktiram v bunkovej

stene mykobaktérii a fosfolipidovej dvojvrstve [24].

ZLUCENINA MIC (pg/ml) ZLUCENINA MIC (pg/ml)
Ethambutol 16 (S)-limonén 64
Rifampicin 16 (S)-limonén + ethambutol 0,475
Izoniazid 32 (S)-limonén + izoniazid 0,475
a-Pinén 16 (S)-limonén + rifampicin 0,237
a-Pinén + ethambutol 125 (R)-limonén 64
a-Pinén + izoniazid 125 (R)-limonén + ethambutol 0,95
a-Pinén + rifampicin 0,475 (R)-limonén + izoniazid 15
B-Elemén 2 (R)-limonén + rifampicin 0,475
B-Elemén + ethambutol 0,475 Sabinén 32
B-Elemén + izoniazid 0,475 Sabinén + ethambutol 3,9
B-Elemén + rifampicin 0,237 Sabinén + izoniazid 1,95
Myrcén 32 Sabinén + rifampicin 0,475
Myrcén + ethambutol 3,9
Myrcén + izoniazid 0,95
Myrcén + rifampicin 0,475

Tabulka 1. Hodnoty MIC jednotlinych terpénov, antituberkulotik a ich kombindcii

testovanych voci M. tuberculosis.

Ziskané hodnoty MIC pre terpény testované samostane naznacuju, Ze acyklicka,
monocyklickd alebo bicyklickd Struktidra a rovnako aj pocet dvojitych vazieb, nemaju

Ziadny vyznamny vplyv na antimykobakteridlnu aktivitu monoterpénov [24].

V pripade limonénu, bola preukazana tuberkulostaticka aktivita, no zdroven aj
najvysSia hodnota MIC. Doélezitym faktom je taktiez aj to, Ze limonén interaguje
s cytoplazmatickymi membranami baktérii, ¢o ma za ndsledok stratu integrity
membrany, inhibiciu respiracnych enzymov a rozptylenie protédnovych hybnych sil.
NavySe D-limonén spbsobuje nezvratné poskodenie cytoplazmatickych membran aj

inych baktérii ako je Mycobacterium [24].

Daldou spozorovanou skutoénostou bolo, Ze myrcén sa preukazal ako aktivnejsi

v porovnani slimonénom. Zistené bolo taktiez aj to, Ze monoterpény spdsobili
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morfologické zmeny v mykobakteridlnych bunkdch. Tento fakt naznacuje, Ze mdzu
ovplyvnovat biosyntézu bunkovej steny, pricom doésledkom si zmeny v priepustnosti

buniek aZz smrt mikroorganizmu [24].

V pripade a-pinénu, sabinénu a myrcénu bola hodnota MIC porovnatelnd
s hodnotami testovanych antibiotik. Nizka citlivost baktérii na antibiotikd je
charakteristickd pre izolované kmene M. tuberculosis, ktoré vykazuju rezistenciu
na jedno a viac tuberkulostatik. Kmene M. tuberculosis su navySe zname aj bohatym
zastupenim mykolovych kyselin v bunkovej stene, ktord je vysoko lipofilna
a zodpovednd za nizku priepustnost pre vacésinu antibiotik, vdaka ¢omu maju
prirodzenu rezistenciu. Prave lipofilné vlastnosti prirodnych terpénov zodpovedaju za
ich znaénu afinitu ku fosfolipidovym dvojvrstvam. Terpény menia priepustnost
vonkajSej membrany baktérii, ale ich samotnd absorpcia je taktieZz podmienend
priepustnostou bunkovej steny. Tato skutoCnost napovedda tomu, Ze zmena
permeability bunkovej steny meni samotnu absorpciu a aktivitu antibiotik. Pocas
vyskumu boli najlepSie vysledky dosiahnuté pri kombinacii terpénov s rifampicinom.
Toto antibiotikum je lipofilného charakteru avo svojej podstate inhibuje DNA-
dependentnd RNA polymerazu tym, Ze s enzymom vytvori stabilny blok a nasledne
inhibuje predlZovanie transkripcie. Naopak menej vyrazné zvySenie aktivity sa
pozorovalo v pripade izoniazidu a ethambutolu. Spominané antibiotikd p&sobia na

urovni bunkovej steny [24].

Zaverom Studie bolo, Ze prirodne sa vyskytujuce terpény s vysokou lipofilitou
inhibovali rast mykobaktérii vo vacsej miere. Ako dolezité zistenie sa preukazalo, zZe
(R)-limonén, (S)-limonén, myrcén, sabirén a B-elemén zvysSovali antimykobakteridlnu
aktivitu antituberkulotik v dosledku inhibicie prirodzenych mechanizmov rezistencie

mykobaktérii [24].
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Obrdzok 13. Struktirne vzorce 8-elemenu (A), sabinenu (B), a-pinenu (C), myrcenu

Oy, Uy

Obrdzok 14. Struktirne vzorce (R)-limonénu (E) a (S)-limonénu (F).

4.2.1.2 p-Cymén, thymol a karvakrol

Samostatnou kapitolou je monoterpén p-cymén (Obrdzok 15), ktory sa
systematicky nazyva [1-metyl-4-(1-metyletyl)-benzén]. Tato zlucenina sa nachadza
vo viac ako 100 rastlinach vyuzivanych na lekdrske a potravinarske ucely. p-Cymén je
zlt€enina, ktora sa povaZuje za najdolezitejSiu monoterpénovu zluceninu vyskytujlcu
sa v aromatickych rostlindch, ako je Thymus vulgaris alebo Origanum vulgare. Tento
monoterpén vykazuje celd radu biologickych aktivit vratane antioxidaénych,
protizdpalovych, protirakovinovych ¢i dokonca antimikrobakteridlnych ucinkov. Prave
vdaka jeho Sirokej Skdle terapeutickej vyuZitelnosti bol predmetom mnohych studii.
Vyskumnikov zaujala hlavne jeho antimikrobakteridlna aktivita z dovodu naliehavej

potreby ziskania novych latok vykazujucich prave tuto, spominant viastnost [25].

V ramci skimania antimykobakteridlnych ucinkov réznych esencidlnych olejov
proti M. tuberculosis a M. bovis, sa prave p-cymén preukdzal ako terpén s najnizSou
antimykobakteridlnou aktivitou v porovnani s dalsSimi dvomi skimanymi zltéeninami
(thymol a karvakrol) (Obrazok 15). Hodnoty MIC pre patogény su zobrazené v Tabulke
2 [25].
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ZLUCENINA Patogén MIC (pg/ml)
. M. bovis 91,66
p-cymén :
M. tuberculosis 91,66
M. bovis 2,02
thymol :
M. tuberculosis 0,78
M. bovis 5,2
karvakrol :
M. tuberculosis 2,02

Tabulka 2. Hodnoty MIC pre M. tuberculosis a M. bovis.

Thymol a karvakrol mézeme charakterizovat ako zlozky prirodnych EO. Jedna sa
o zlozky pochdadzajuce z lieCivych rastlin, rovnako ako v pripade p-cyménu, ako su
Thymus vulgaris a Origanum vulgare. Spominané zluceniny sa taktiez podrobili rade
studii, kde boli pozorované ich antimykobakteridlne ucinky. Obidve zliceniny
preukazali antimykobakteridlnu aktivitu terapeutického vyznamu proti patogénom M.
tuberculosis a M. bovis. DoleZitou sucastou chemickej struktiry obidvoch latok su
fenolové skupiny. V literatire existuje niekolko sprdv o vyzname tejto hydroxylovej
skupiny, pricom autori ju oznacuju za kfucovq, v spojitosti s antimikrobialnou aktivitou.
Vyznam fenolovej skupiny bol pozorovany v ramci zlu€¢enim thymolu a mentholu, a to
zdbévodu, Ze rozdiel medzi spominanymi zliéeninami je prave v pritomnosti
aromatického kruhu. Menthol a thymol maju hydroxylova skupinu v rovnakej polohe,
ale menthol vykazoval nizsiu antimikrobidlnu a cytotoxickd aktivitu. Okrem toho, sa
preukazal rozdiel v aktivitdch medzi thymolom a karvakrolom, ktory spocival v polohe
hydroxylovej skupiny vzhfadom na vacsi alifaticky retazec. Thymol obsahujuci vo svojej
Strukture hydroxylovu skupinu v polohe meta, vykazoval o ¢osi vacSiu antimikrobidlnu
a cytotoxicku aktivitu v porovnani s karvakrolom, ktory ma spominand skupinu
v polohe ortho. Tento fakt vSak nie je klticovy. Iné studid zaznamenali zvySenu aktivitu
karvakrolu v porovnani sthymolom. Ukdazalo sa, Ze eliminacia substituentov
aromatického kruhu v karvakrole znizuje antimikrobidlnu aktivitu vyslednej zluéeniny.
Je mozné teda tvrdit, Ze hydroxylova skupina na aromatickém jadre znacnou mierou

prispieva k ucinku karvakrolu [17].
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Obrdzok 15. Struktirne vzorce p-cyménu (A), thymolu (B) a karvakrolu (C).

4.2.2 Aldehydy

Aldehydy pozname ako organické zluceniny, ktoré sa skladaju z jedného atomu
uhlika, dvojitej vazby s atémom kyslika, jednej vazby s atémom vodika a jednej vazby
s boénym retazcom skupiny R (R-CHO). Tieto zliceniny je moziné ziskat z viacerych
druhov EO svysokou koncentraciou. Jednym takymto olejom je Skoricovy, ktorého

hlavnou zlozkou je cinnamaldehyd [26].

Pocas vyskumu bolo preukazané, ze aldehydy prispievaju
k antimikrobakterialnej aktivite. Cely proces sa zacina mechanickou desStrukciou

vonkajsej membrdany bakteridlnej bunky [26].

4.2.2.1 Cinnamaldehyd

ZloZenie EO z koéry Cinnamomum verum bolo overené pomocou GC/MS analyzy.
NajrozsirenejSimi zluceninami boli cinnamaldehyd (75 %) (Obrazok 16), eugenol
(7,5 %), linalool (6,0 %), B-karyofylén (4,0 %) a 1,8-cineol (6 %). V rdmci pozorovania
antimykobakteridlnych vlastnosti Skoricového EO a jeho hlavnych zloZiek sa stanovovali
hodnoty MIC (Tabulka 3). Pre pozitivnu kontrolu sa pouzili lieky prvej linie.
Cinnamaldehyd, ako hlavna a uUcinna zlucéenina z kéry Cinnamomum verum, ma vysoky
inhibiény a usmrcujuci potencial pre M. tuberculosis. Tento aldehyd preukdzal znaénu
antimykobakteridlnu aktivitu v ramci druhov M. tuberculosis, M. bovis a M. avium
subsp. paratuberculosis, ¢o naznacuje jeho univerzalnejSie antimykobakteridlne

vlastnosti [27].
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ZLUCENINA MIC (pg/ml)
Rifampicin 0,002
Ciprofloxacin 0,125
Izoniazid 0,25
Streptomycin 0,5
Ethambutol 4
Cinnamomum verum EO 8
Cinnamaldehyd 8
Eugenol 256
Linalool >256

Tabulka 3. Hodnoty MIC skoricového EO a jeho hlavnych zloZiek.

Mechanizmus ucinku spociva v prieniku do bunkovej steny mykobaktérii
a vinterakcii s bunkovou membranou. Hoci cinnamaldehyd pravdepodobne meni
stabilitu a priepustnost bunkovej membrany, nezvysuje Ucinok antibiotik. Vzhladom

ku preukazanym antimykobakteridlnym vlastnostiam sa tato zlicenina moézZe pouzit

@\NO

Obrdzok 16. Struktirny vzorec aldehydu kyseliny skoricovej (cinnamaldehydu).

ako zdklad pre nové lieciva [27].

4.3 Naftochinony

Naftochinény predstavuju skupinu organickych zlucenin, ktoré su svojou
Strukturou pribuzné naftalénu. Tieto zlu¢eniny preukazali terapeuticky potencial najma

proti M. tuberculosis [28].

Enzym DNA gyrdza je jedna z foriem topoizomerdz DNA, ktora je pritomna
v baktériach a rastlindach. Prave tento enzym bol vyuzivany ako ciel antimikrobialnej
terapie. DNA topoizomerdzy pozndme ako enzymy, ktoré katalyzuju zmeny topoldgie
DNA a su nevyhnutné pre vsetky bunky. Gyraza sa sklada z podjednotiek GyrA a GyrB,
ktoré v aktivnom enzyme tvora komplex A2B2, v ktorom je okolo proteinu ovinuty
samotny Usek DNA. Podjednotka GyrA interaguje s DNA a obsahuje aminokyselinu
tyrozin zodpovedny za Stiepenie DNA atvorbu kovalentnej vazby medzi proteinom

a DNA pocas reakéného cyklu. GyrB tiez interaguje s DNA a obsahuje aktivnhe miesto
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ATPazy. Gyraza ma viacero spoloénych vlastnosti s ostatnymi topoizomerdzami, no jej
odlisSnost spociva vtom, Ze je schopna obalovat DNA avyuZivat volnu energiu
hydrolyzy ATP na zavedenie ,negative supercoiling” do DNA. Jedinecnost gyrazy z nej
urobila UspesSny ciel pre antimikrobakteridlne latky. Fluorochinolén ako napriklad
ofloxacin je zamerany sa gyrdzu apovazuje sa za velmi uspeSnu klinickd latku
pouzivanu proti tuberkuldze. Avsak napriek jej ucinnosti, aj v tomto pripade existuje

znacny problém s rozvinutou rezistenciou [28].

Naftochinény su v prirode velmi rozsirené aich pritomnost v mnohych
rastlinach (napr. Dionaea muscipula, druhy rodu Drosera), hubach ¢i dokonca
mikroorganizmoch (Streptomyces, Fusarium) [29], je zakladom niekolkych ludovych
lie¢iv. Podielaju sa na lieCbe réznych ochoreni vratane infekcie mocovych ciest ¢i TB

[28].

Pocas vyskumu bola testovand inhibicia DNA gyrazy sp6sobena naftochindnmi.
Ciefom bolo urcit, ¢i zluceniny diospyrin (Obrazok 17) a 7-metyljuglén (Obrazok 18),
mozu byt Gcinné na DNA gyrazu patogénu M. tuberculosis. Preukdazanym faktom bolo,
Ze obidve tieto zluceniny vykazuju inhibi¢nu aktivitu zvinutia bakteridlnej DNA (Tabulka
4). ZIuceniny sa viazu na N-koncovu doménu podjednotky GyrB, ktora obsahuje aktivne
miesto ATPazy, ale nie sU kompetitivnymi inhibitormi ATPazove] reakcie. Z tohto
dovodu, bol navrhnuty mechanizmus uUcinku spocivajuci vo vazbe na GyrB na nové
miesto v blizkosti ATPazovej domény. Tento novy spésob by mohol byt vyuZity na vyvoj

novych antimikrobakteridlnych latok [28].

ZLUCENINA Hodnoty MIC (ug/ml) | Hodnoty ICso (M)

diospyrin 8 15

7-methyljugolon 0,5 30
Tabulka 4. Hodnoty MIC a ICso jednotlivych zlucenin.

,Negative supercoiling” bakteridlnej DNA pomocou DNA gyrazy ovplyviiuje
vSetky metabolické procesy tykajice sa DNA a je rovnako nevyhnutni pre replikaciu.
Enzym zvinie DNA mechanizmom nazyvanym inverzia znamienka, pri ktorom sa

pozitivne zvinutie priamo obrati na negativne. Obratenim tejto schémy sa DNA uvolni
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a tento mechanizmus vysvetluje schopnost gyrazy zIucit alebo nezlucit kruhy molekuly

DNA [30].

Obrdzok 17. Struktirny vzorec diospirinu.
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Obrdzok 18. Struktirny vzorec 7-metyljuglénu.

4.4 Indolové alkaloidy

Indolové alkaloidy, ziskané z viacerych celadi rastlin (Apocynaceae, Rubiaceae,
Nyssaceae, Loganiaceae), si ziskali mnozstvo pozornosti vdaka svojej réznorodej
farmakologickej aktivite. Indolové jadro, ktoré je zakladnym kamernom Struktury tychto
alkaloidov, sa pravdepodobne vyrazne podiela na tychto aktivitach. Indol je molekula,

ktord pozostava z pyrolového kruhu spojeného s benzénovym jadrom [31].

Indolové alkaloidy sa casto vyznacuju vyznamnymi biologickymi aktivitami,
ktoré maju vyznamnu ulohu v oblasti mediciny. Tieto zluéeniny pocas pozorovani
preukazali protinddorové, antibakteridlne, antivirusové, antimykobakteridlne,

protizdpalové alebo aj antidepresivne ucinky [31].

Jednym zindolovych alkaloidov je aj koronaridin (Obrdzok 19) izolovany
z korefla Tabernaemontana ternifolia. Tato zluéenina vykazovala slabu inhibi¢nd

aktivitu voci M. tuberculosis s hodnotou MIC 82,64 pg/ml [31].
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Obrdzok 19. Struktirny vzorec koronaridinu.

Globospiramin (Obrazok 20) ziskany z Voacanga globosa je rovnako indolovy
alkaloid, ktory sa testoval voli M. tuberculosis. Tato zlucenina vykazovala silnu
inhibi¢ny aktivitu s MIC 4 pg/ml vteste na mikrodosti¢kach s pouZitim indikatoru
Alamar Blue aMIC 5,2 pg/ml v prostredi so znizenou tenziou kyslika, pri¢om
dochdadzalo ku stimulacii latentného stavu mykobaktérii [31]. Pri globospiramine je
preukdzany vyznam hydroxylovej skupiny v polohe C-3 v pripade inhibi¢nej aktivity

[32].

Obrdzok 20. Struktirny vzorec globospiraminu.

Ibogain (Obrazok 21) avoakangin su zliceniny izolované zrastliny
Tabernaemontana cifrifolia. Aj v pripade tychto zlucenin bola hodnotend ich
antimykobakteridlna aktivita proti M. tuberculosis, ato konkrétne s hodnotami MIC

50 pg/ml [31].
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Obrdzok 21. Struktirny vzorec ibogainu.

Dal3ou zlu&eninou, ktord patri do skupiny indolovych alkaloidov, je vokamin
(Obrazok 22), izolovany z korefla Tabernaemontana arborea. Zlucenina vykazuje
inhibic¢na aktivitu taktiez voci M. tuberculosis a vysledky ukazali, Ze hodnoty MIC a ICso

boli 15,6 a 16,30 pg/ml [31].

Obrdzok 22. Struktirny vzorec vokaminu.

4.5 Triterpény a alkaloidy z Psychotria nuda

Rod Psychotria zahfna priblizne 2000 druhov vyskytujlucich sa prevaine
v tropickych a subtropickych oblastiach sveta. Niektoré jeho druhy sa vIudovom
liecitelstve Casto vyuzivaju napriklad pri bolestiach brucha alebo na kasel. Tieto druhy
sa stali cieflom Studii a to kvoli svojej rozmanitosti sekundarnych metabolitov ako su
alkaloidy, flavonoidy, triterpény, kumariny alebo iridoidy aich vyznamnej
antimykobakteridlnej, protizapalovej, cytotoxickej, analgetickej a antimikrobialnej

aktivite [32].

Kizolovaniu zliéenin z extraktov P. nuda, bola vyuZitd chromatograficka
frakciondcia. Zo spominanej rastliny boli vyizolované nasledovné zluceniny: terpény
kyselina pomolova, kyselina spinosova, sitosterol, stigmasterol, kampesterol, fytol, B-
stigmasterol-3-0-B-D-glukozid, B-sitosterol-3-0-B-D-glukozid, dalej cinchonain Ia,

cinchonain Ib, N,N,N-trimetyltryptamin, lyalosid, lawsofruktdza, roseosid, striktosamid,
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skopoletin, kyselina rotungénovd a alkaloidy striktosidin a 5a-karboxystriktosidin.
Z nich boli antimykrobidlne aktivne dve triterpenické kyseliny (pomolova a spinosova) a
oba alkaloidy, ktoré boli testované proti M. tuberculosis H3;Rv a hypervirulentnému

kmenu Magg. VSetky hodnoty MICsp su uvedené v Tabulke 5 [32].

ZJLOCENINA Hodnoty MICso pg/ml
H37Rv M299
kyseliny pomolova a spinosova 19,2+0,2 inaktivny pri 100 pg/ml
striktosidin 7,1+0,6 33,1+0,8
5a-karboxystriktosidin 26,3+1,9 inaktivny pri 100 pg/ml

Tabulka 5. Hodnoty MIC testovanych zlucenin voci M. tuberculosis a
hypervirulentnému kmeniu.

4.6 Steroidné hormony

Steroidné hormdény pozname ako zluceniny lipidovej povahy, ktorych Struktara
je odvodend od molekuly gonanu. Vo svojej podstate zodpovedaju za reguldciu
viacerych fyziologickych a rovnako aj vyvojovych Zivotnych mechanizmov tym, Ze riadia
zakladné bunky, tkaniva a organy. Mechanizmus ich ucinku je sprostredkovany
bunkami cytosolovych receptorov, ktoré interaguju s horménmi. Nasledne postupuju
do jadra, kde sa viazu na elementy odpovede v DNA a aktivuju, alebo potlacaju génovu

transkripciu [33].

Spominané hormény su v sucasnosti cielom stadii, ato hlavne kvoli ich
imunomodulacne] aktivite pri zapaloch, kardiovaskularnych, autoimunitnych alebo
dokonca priinfekénych ochoreniach. Praca sa venuje konkrétne dvom takymto
horménom, a to vitaminu Dz a 17B-estradiolu. V pripade spominanych horménov, sa
nejedna o priamy antimykobakteridlny ucinok, ale preukdzalo sa imunomodulacné

posobenie, ktoré tiez vyznamnym sposobom prispelo k odpovedi voci patogénom [33].

Vitamin D3 (VD3) a 17B-estradiol (E2) maju nielen chemickd podobnost, ale
preukazuju sa aj spolo¢nymi Gcinkami. Tieto zlG¢eniny su schopné po6sobit na génovu
expresiu a stabilitu mRNA v roéznych tkanivdch aobrannych bunkich imunitného

systému, ¢o im umozfiuje ovplyvnit ucinnost odpovede. Je preukdzané, Ze mobzu
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pbsobit vo viacerych imunogenetickych smeroch s cielom obmedzit infekcie nie len

hornych dychacich ciest [33].

Vitamin D3

Cholekarciferol alebo vitamin D3 (Obrdzok 23) zohrava klucovu ulohu
v metabolizme kosti ¢i pri homeostaze vapnika. Okrem spominanych sa podiela aj
v bunkovej fyzioldgii, preukazuje znacné antiprolifera¢né ucinky na rakovinotvorné
bunky, moduluje imunitni odpoved a kontroluje zdpal. VSetky tieto aktivity vykonava
prostrednictvom viazby na receptor vitaminu D. Studid dokazuju, 7e VD3 zlepiuje
imunitu, a to spésobom udrziavania vyvazenej imunitnej odpovede. Tento receptor je
vyluéovany bunkami obranného systému, ako siu T aB lymfocyty a antigén
prezentujice bunky. Komplex, ktory pozostdva z VD3 areceptoru (VD3/VDR), je
spustacim signalom pre diferencidciu monocytov na makrofagy a moduldciu
diferenciacie T buniek v adaptivnej imunitnej odpovedi. Tento vitamin mozZe indukovat
expresiu katelicidinov a B-defenzinu 2, ktoré zohrdvaju dolezitu ulohu v odpovedi proti
patogénom ako M. tuberculosis. Taktiez dokaze znizovat Zivotaschopnost patogénu
ato spOsobom zvySenia fagozomadlnej alysozomalnej fuzie v infikovanych
makrofagoch. VD3 rovnako zvySuje aj samotnu obranyschopnost makrofagov a to tak,

Ze indikuje ich diferencidciu, fagocytarnu kapacitu a antimykobakteridlnu aktivitu [33].

Obrdzok 23. Strukturny vzorec cholekarciferolu.

178-estradiol

Nazov estrogény sa vztahuje na skupinu Zenskych steroidnych hormadnov,
odvodenych od Struktury estranu, ktoré zodpovedaju za mnozstvo cinnosti v celom
tele. V obdobi pred menopauzou &i v ¢ase puberty sa estradiol (Obrazok 24) syntetizuje

najma vo vajec¢nikoch a povazuje sa za hlavného regulatora rastu, reprodukcie Cci
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vyvoja. Fyziologické funkcie tohto hormdénu su regulované vazbou na estrogénové

receptory.

HO

Obrdzok 24. Struktirny vzorec 178-estradiolu.

E2 prostrednictvom ER dokaze regulovat bunky a drahy vrodenej ¢i adaptivnej
imunitnej odpovede ako aj diferenciaciu imunitnych buniek. Spominané receptory su
transkripénymi faktormi, ktoré zohrdvaju klucovu udlohu pri sprostredkovani
chromatinovych interakcii a rovnako aj pri tvorbe komplexov, ktoré reguluju expresiu
génov prostrednictvom vazby na elementy estrogénovej odpovede. Rovnako sa

podielaju aj na steroidnej signalizacii podnietenej membranou [33].

Tuberkulézu mbézeme oznadit za najstudovanejsi model pohlavného dimorfizmu
v suvislosti s infekciami dychacich ciest. Dnes je uz dobre zndme, Ze znacna prevaha
vyskytu tuberkuldzy u muZského pohlavia zdavisi od geografického regionu. Tato
prevalencia muzov sa pozoruje aj pri kombinacii dalSich rizikovych faktorov, ako je
infekcia HIV, diabetes mellitus alebo fajéenie. Aj v pripade spominanej tuberkuldzy sa
vyskytuju rozdiely medzi muzskym a Zenskym pohlavim v podobe imunitnej odpovede.
Rovnako v pripade starSich Zien so znizenou hladinou E2 sa uvadza zvySené riziko
chronickych plucnych infekcii sp6sobenymi mykobaktériami. Rovnako znizené hladiny
endogénneho medziproduktu pri premene cholesterolu na estrogény a androgény boli
spojované s vyskytom M. avium ¢i netuberkuléznou mykobakteridlnou infekciou pluc
v organizme starSej Zeny po menopauze. VsSetky tieto Studie naznacuju, Ze
netuberkuldézne bakteridlne infekcie su ovplyvnené z uréitej &asti aj samotnymi
hormoéonmi. Tento fakt vysvetluje vysSSie spominany pohlavny dimorfizmus

pri mykobakteridlnych infekcidch v dychacich cestach [33].
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Vsetky spominané situdcie zobrazuju hlavné cesty pésobenia tychto horménov
proti infekcidm spbésobenymi patogénmi, ktoré mozu byt doleZitym vychodiskom
pri jednak skimani moznych molekul, ktoré napomahaju zlepsovat funkciu imunitného
systému hostitela a pri obmedzeni zapalov, ale aj pri reakcidach proti samotnym

patogénom [33].
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5. ZAVER

V zavere je nanestastie nutné skonstatovat, Ze aj napriek mnohym snaham sa
nepodarilo Uplne zabranit vzniku rezistencii voci pouZivanym liekom, a to nie len

v pripade tuberkuldzy. Vyvoj novych lieciv je preto nanajvys nevyhnutny.

Ako slubné sa javia niektoré zluceniny, ktorych pévod prameni z prirody. Hoci
sa tieto zlUceniny liSia vo svojej chemickej Struktire ¢i mieste pévodu, jedna vec ich
predsa spdja. Tato spolocna vlastnost je antimykobakteridlna aktivita, ktorou sa vsetky
latky spominané v praci vyznacuju. Ci uz je to priame pdsobenie na patogéna, alebo sa

vyznacuju imunomodulacnymi schopnostami.

Konkrétnymi prikladmi su niektoré peptidy, alkaloidy alebo terpenoidy
vyizolované zo sinic a taktieZ aj rada EO a ich zloZiek. Rovnako aldehydy alebo
naftochindny sa stali predmetom mnohych studii s preukdzanou antimykobakteridlnou
aktivitou. Taktiez indolové alkaloidy vykazovali vyznamnua inhibi¢na aktivitu voci
patogénom, a to vdaka ich indolovému zakladu. Okrem spominanych zlic¢enin, ktoré
preukazovali priamy Ucinok na patogéna, pozname aj také, ktoré sa stali vyznamnymi
kvoli ich imunomodulaénému posobeniu. Takymito latkami su vitamin D3 a 17-
estradiol. Ako sfubnad vidina do buducnosti sa zdaju aj kombinacie prirodnych zlucenin

a vyuzivanych antituberkulotik.

Nutné je taktiez spomenut, Ze rada klinicky vyuZivanych antituberkulotik je ¢isto
prirodného (aminoglykosidy, polypeptidy, cykloserin) alebo polosyntetického

(rifampicin) pévodu.

Dovolim si teda tvrdit, Ze priroda nam ponuka nespocetné mnozstvo svojich
zlt€enin, ktoré maju v sucasnosti svoje uplatnenie v medicinskom prostredi. Existuje
vSak eSte mnoho neprebadanych latok, ktoré nam este len ukazu svoj uzitoc¢ny vyznam.
Taktiez existuju latky, ktoré sa vyznacuju r6znym mechanizmom ucinku, ktory este len

¢aka na svoje objasnenie.

41



6. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK
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