UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA ORGANICKE A BIOORGANICKE CHEMIE

DIPLOMOVA PRACE

Syntéza a hodnoceni potencialnich biologicky aktivnich
derivatd a analog rhodaninu

Bc. Adéla Simkova

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

HRADEC KRALOVE, 2023



PROHLASENI

Prohlasuji, Ze tato prdce je mym puvodnim autorskym dilem, které jsem vypracovala
samostatné pod vedenim doc. PharmDr. Mgr. Martina Krdtkého, Ph.D. Veskerd
literatura a dalsi zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovdni Cerpala, jsou uvedeny v seznamu
pouzité literatury a v prdci radné citovdny. Prdce nebyla vyuZita k ziskdni jiného nebo

stejného titulu.

V Hradci Krdlové dne



PODEKOVANI

Chtéla bych timto textem podékovat vsem, diky kterym tato diplomovd prdce mohla
vzniknout, a to zejména mému vedoucimu prdce, panu doc. PharmDr. Mgr. Martinovi
Krdtkému, Ph.D., za trpélivé a peclivé vedeni mé prdce, pani Mgr. Sdrce Stépdnkové,
Ph.D., za testovdni enzymatické aktivity a za skvély pristup s moznosti si testovdni
vyzkouset, ddle bych chtéla podékovat pani Idé Dufkové za testovdni antibakteridini a
antifungdlni aktivity, panu PharmDr. Ondreji Jandourkovi, Ph.D., za otestovdni
antimykobakteridlni aktivity a v neposledni fadé kolektivu KOBCH za NMR a IR analyzu

vsech sloucenin.



Lo UVOU ottt ettt bbbttt b bt et b bttt et s 1
2. TEOTELICKA CAST ..eeieiiieiiieeeite ettt ettt et ettt e st e e st e et e e e sbee e sabeeesabeesabeesneeesaneeeanes 3
2.1 Mechanismus ucinku inhibitord cholinesteraz ..........cceveeveenieniiiiiieeeeeeeeeeen 3
2.2 Onemocnéni souvisejici s poruchou cholinergniho systému.........cccovecveeerccieeeeineennn. 5
2.2.1 Alzheimerova choroba ..........ooeiieiiei e 5
2.2.2 YA 11 o 1T a1 I = = VSRR 7

2.3 Vyznamné skupiny inhibitord cholin@steraz...........cceevveeeeiicciee e 9
2.3.1 TradiCni iNhIDItOrY co.eveee e 9
2.3.1.1  RIVASTIEIMIN ettt ettt e e e e s s st e e e e e e s s ssbbreeeeeeesessnnnnes 9

D 700 0 B T Yo V=Y o YT | PP 9

2.3.1.3  TAKIIN et bbbt sttt be e e sane e 10

2.3.2 Inhibitory prirodniho PUVOU........ccviieiiieeiieeeiee e 10

D B R Y J 11 1 =1 1 [Tt 10

2.3.2.2  GaAlantamin...oocec e sttt e b e e sans 11

2.3.2.3  HUPEBIZIN ittt ettt e e e s ettt e e e e e s s abbar e e e e e s s sabnreaaeeeesesannnnes 12

2.3.3 Nova generace iNNIbItOrU.........ccueiieiiieiiieceeceee ettt et 12
2.3.3. 1 FONSEIIN ettt 12
2.3.3.2  TOUSEIIN ettt ettt be e sttt e saeesane e 13

234 Inhibitory vyuZivané v terapii myasthenia gravis........ccccoecveeeeeceeeeccciieeeceneen, 14

2.4 Design Cilovych MOIEKUL.......cocuiiiiiee e e e e 16
2.4.1 (24 a¥eTe =T o 11 VPP 16

T 11 1 Tl PPN 17
4. EXPerimentalni CAST.....cuiii i e rees 18
4.1 CREIMIE <.t ettt e st s st e et e nr e e sreesaeesane e 18
4.1.1 (0] oTTol o T3 g T=1 oo 1V RSP 18
4.1.2 Priprava cilovych SIoUCENIN .........eeiiiieec e e 19
4.1.2.1  ODbecny POSTUP PHIPIAVY ..veeeeeciiiieeecieeeeecieeeeectee e e ectre e e e etaeeeesraeeeesnreeesenreeaeas 19
4.1.2.2 Ptipravy a charakterizace jednotlivych cilovych sloucenin............ccccceeeuuneee.. 21

4.2 BiOCR M. .. 38

4.2.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity AChE @ BChE.........ccovviiiieeeiiieeeccieee e 38



4.3 Biologie......ccccceeeeeeennnnns

4.3.1 ANtibaKteridlNi aktiVita ....ooooeiiiiiieieeee e

4.3.2 Antimykobakteridlni aktivita .........cccoveeeeiiiiieec e,

433 Antifungalni aKEIVITA ...oeeeeciieeccee e e e

5. Vysledky a diskuze................
51 SYNtéza...cccovvvvveveninnnnnn,

5.2 2370 Yol a1 0 Yol (<3 aTo Yo [ 1o Tol=] | AT

5.3 Biologické hodnoceni...

8. Seznam obrazkd, schémat, tabulek @ grafll ........ccceveeiiieiieiiiec e,

9. Pouiita literatura..................

PRILOHA — VYBRANA IR SPEKTRA



ABSTRAKT

Tématem této diplomové prace je syntéza derivatl rhodaninu a studium jejich
biologické aktivity, zejména jako potencidlnich inhibitorl cholinesteraz. Tato skupina
latek se uplatiiuje v terapii riznych onemocnéni, napf. Alzheimerovy choroby nebo

myasthenia gravis.

VSechny syntetizované slouceniny vychazeji ze struktury rhodaninu (2-
thioxothiazolidin-4-on), coz je vyznamna heterocyklicka sloucenina se Sirokym spektrem
biologickych aktivit. Tuto strukturu lze rdzné modifikovat, ¢ehoZ lze vyuZit pfi vyvoji
novych léciv. U sloucenin vychdzejicich ze struktury rhodaninu byl prokdzan kromé
protizdnétlivého nebo protirakovinového ucinku také antibakterialni a antifungdlni

ucinek, ale také inhibi¢ni aktivita vci rlznym enzymd, napf. cholinesterazam.

Bylo nasyntetizovdno sedmndact sloucenin v dostateéném mnoizstvi
pro charakterizaci a hodnoceni biologické aktivity (7-93 %). Ve vétsiné pfipadl se jednd
o amidy, které vychazi ze struktury 2-thioxothiazolidin-4-onu nebo thiazolidin-2,4-dionu,
a byly pripraveny karbodiimidovym couplingem, ostatni derivaty vychazi ze struktury 2-
thioxothiazolidin-4-onu a 2,4-dioxothiazolidin-3-octové kyseliny a jednd se
o nenasycené slouceniny pripravené Knoevenagelovou kondenzaci v ledové kyseliné

octové.

U vSech sloucenin byla otestovana jejich inhibi¢ni aktivita vici cholinesterazam,
tj. acetylcholinesterdze (AChE) a butyrylcholinesterdze (BChE) pomoci Ellmanovy
metody (vysledky byly vyjadreny jako hodnoty ICso), u nejucinnéjsi slouceniny byl
stanoven i typ inhibice. Dale byla testovdna jejich antibakteridlni (viéi G+ a G-
bakteriim), antifungdini a antimykobakteridlni aktivita pomoci mikrodiluéni bujonové
hodnota ICsp byla naméfena u  2-(4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)-N-(3,4,5-
trichlorfenyl)acetamidu, a to konkrétné 34,42 umol/l pro AChE, 2,91 umol/I pro BChE a
u (2)-5-(5-brom-2-hydroxybenzyliden)-3-methyl-2-thioxothiazolidin-4-onu, (2)-2-[5-(5-

brom-2-hydroxybenzyliden)-2,4-dioxothiazolidin-3-yl]Joctové kyseliny a (2)-5-(5-brom-2-



hydroxybenzyliden)-2-thioxothiazolidin-4-onu: 125 umol/l pro bakterie, 62,5 pumol/I
pro houby a 15,625 pg/ml pro mykobakterie.
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Acetlycholinesteraza, Alzheimerova choroba, antimikrobni aktivita,

butyrylcholinesteraza, inhibitory cholinesterdz, myasthenia gravis, rhodanin



ABSTRACT

The topic of this thesis is the synthesis of rhodanine derivatives and evaluation
of their biological activity, particularly as potential cholinesterases inhibitors. This group
of compounds is important for treatment of many diseases, e.g., Alzheimer's disease or

myasthenia gravis.

All synthetized compounds are based on structure of rhodanine (2-
thioxothiazolidine-4-one), which is an important heterocyclic compound with a wide
spectrum of biological properties. Its structure can be modified in many ways, which can
be used in the development of new drugs. Its derivatives have been shown to have, for
example, anti-inflammatory, anticancer, antibacterial and antifungal activities, as well

as inhibitory activity against several enzymes, e.g., cholinesterases.

Seventeen compounds were synthesized in sufficient amount for
characterisation and assessment of biological activity (7-93 %). Most of them are amides
based on the structure of 2-thioxothiazolidine-4-one and thiazolidine-2,4-dione, that
were prepared by carbodiimide-mediated coupling, other derivatives are based on the
structure of 2-thioxothiazolidine-4-one and from 2,4-dioxothiazolidine-3-acetic acid.

These compounds were prepared by Knoevenagel condensation in glacial acetic acid.

All  compounds were tested for their inhibitory activity against
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) using the Ellman’s
method (results are expressed as 1Cso values); for the most active compound, the type
of inhibition was also determined. Furthermore, antibacterial (G+ and G- strains),
antifungal and antimycobacterial activities were evaluated by microdilution broth
method (results are expressed as minimum inhibitory concentration, MIC, values). The
lowest values of ICsp were found for 2-(4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)-N-(3,4,5-
trichlorophenyl)acetamide with 1Cso values of 34.42 umol/L for AChE and 2.91 umol/L
for BChE; type of inhibition was found as a reversible competitive. The lowest MIC values
against bacteria, fungi as well as mycobacteria were found for (2)-5-(5-bromo-2-
hydroxybenzylidene)-3-methyl-2-thioxothiazolidine-4-one, (2)-2-[5-(5-bromo-2-
hydroxybenzylidene)-2,4-dioxothiazolidine-3-yl]acetic acid and (Z2)-5-(5-bromo-2-



hydroxybenzylidene)-2-thioxothiazolidine-4-one: 125 umol/L for bacteria, 62.5 umol/L
for fungi and 15.625 pg/mL for mycobacteria.

Keywords

Acetylcholin esterase, Alzheimer disease, myasthenia gravis, butyrylcholinesterase,

cholinesterase inhibitors, rhodanine



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AC Absidia corymbifera
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1. Uvop

V medicinalni chemii pfedstavuje rhodanin (2-thioxothiazolidin-4-on) vyznamnou
heterocyklickou slouéeninu diky svému spektru biologickych aktivit zprostfedkovanych
riznymi mechanismy Gcinku. Diky rGznorodym moZnostem modifikace byly slouceniny
odvozené od rhodaninu povazovany za vyznamné struktury pfi vyvoji novych [éciv.
U téchto sloucenin byla objevena potencialni antibakteridlni, antifungalni, antivirova,
protizanétlivd nebo antitumorova aktivita. Dale mohou byt pouzity k |éCbé a prevenci
diabetu, |é¢bé obezity, cystické fibrézy nebo dalSich neurologickych a psychiatrickych
poruch. Kromé vsech téchto aktivit bylo prokdzano, Ze mohou mit inhibié¢ni uc¢inek vaci

nékterym skupindm enzymd, napt. cholinesterazam. [1]

Cholinesterazy jsou enzymy, které patfi do rodiny esteraz. Lze obecné fici, Ze tato
skupina enzym si ponechdva znacnou miru sekvencnich podobnosti i u proteind, které
pochazi z evolu¢né vzdalenych organismu. V soucasné dobé zndme cholinesterazy dveé,

jsou jimi acetylcholinesterdaza (AChE) (Obr. 1) a butyrylcholinesteraza (BChE) (Obr. 2). [2]

AChE je jednim z klicovych enzym(l pro pfenos nervového signalu. Nachazi se
v erytrocytech, plicich, sleziné, nervovych zakonéenich a vSech ¢astech mozku. Tento
enzym katalyzuje hydrolyzu acetylcholinovych esterli s relativni specifitou
pro acetylcholin, ktery je béZinym neurotransmiterem centralni a periferni nervové
soustavy. Acetylcholin se po uvolnéni zaxonového zakonceni pohybuje
pres synaptickou Stérbinu a vaZe se na receptor na druhé strané synapse. V perifernim
nervovém systému se AChE nachazi v neuromuskuldrnich spojich a kontroluje zde
svalové kontrakce. Intraceluldrni plsobeni acetylcholinu je zprostfedkovano aktivaci
nikotinového a muskarinového acetylcholinového receptoru (AChR). Pfenos nervovych
vzruchU je ukoncen rychlou hydrolyzou acetylcholinu pravé pomoci AChE. Porucha AChE

muZe mit v organismu fatalni nasledky. [2][3][4]

Oproti tomu BChE je enzym, ktery se tvofi v jatrech a dale je Sifen do krevniho
obéhu. Nachazi se v krevni plazmé, jatrech, pankreatu, stfevni sliznici a bilé hmoté
centralniho nervového systému. V lidském mozku najdeme tento enzym v neuronech,
gliich, nicméné také v senilnich placich a neurofibrilarnich klubcich typickych

pro Alzheimerovu chorobu (AD). Nékdy je BChE oznacovana také jako sérova



cholinesterdza. Oproti AChE nedokaze hydrolyzovat D-B-methylacetylcholin a vykazuje
daleko vyssi aktivitu vaci butyrylcholinu a propionycholinu, coZ ale nejsou latky télu
vlastni. Fyziologickd funkce toho enzymu nebyla po dlouhou dobu objasnéna, jelikoz
neni znam jeho endogenni substrat, nicméné dnes se predpoklada, Ze sehrava roli
v metabolismu lipoproteint, adhezi bunék, neurogenezi, zpracovani prekurzor(
amyloidu a také jako ,scavenger” toxickych molekul. BChE hydrolyzuje ,,non-cholinové“
exogenni estery jako jsou prokain, tetrakain, suxamethonium nebo kokain. Pravé
hydrolyza kokainu by mohla byt velice podstatna, diky této schopnosti by mohla byt

BChE vyuZivana v terapii zavislosti. Dale ji Ize vyuZit jako marker funkénosti jater. [2]

Postupem ¢asu byla prokazdna souvislost mezi poruchou v cholinergnim systému
a etiopatogenezi u rliznych onemocnéni. Napfiklad poklesem koncentrace acetylcholinu
a poctu cholinergnich neuronl v nervové tkani dochazi k rozvoji Alzheimerovy choroby
nebo jinych typl demence. U onemocnéni myasthenia gravis dochazi k autoimunni
reakci spojenou stvorbou protildtek blokujici acetylcholinové receptory spjaté
se sodikovym kanalem na neuromuskularni ploténce, coZz znemoznuje nasledny svalovy

stah. [2][3][4][5]

V terapii nejen téchto onemocnéni se vyuzZivaji inhibitory cholinesterdz, které

maji rdzné mechanismy ucinku a bude jim vénovan text nasledujicich kapitol. [5]

Obr. 1 Acetylcholinesterdza Obr. 2 Butyrylcholinesterdza
Obradzek dostupny z: Obrdzek dostupny z:
https://en.wikipedia.org/wiki/File:P https://en.wikipedia.org/wiki/Butyrylcholin
BB_Protein_ACHE_image.jpg#file esterase#/media/File:Protein BCHE_PDB_1



2. TEORETICKA CAST

2.1 Mechanismus ucinku inhibitori cholinesteraz

Jak jiz bylo zminéno v Uvodu, v lidském téle se nachdzi dva typy cholinesteraz
s velice podobnou strukturou. Pro nasledné pusobeni inhibitor( jsou ve struktufe téchto
enzym( klicovd zejména tato mista: B-anionické (periferni) misto, aromatické hrdlo a
aktivni centrum. B-anionické misto je oblast enzymu, se kterou se inhibitor, resp.
substrat, setkava jako prvni. U BChE neni pfili$ vyvinuté a nesehrava pfilis vyznamnou
roli, u AChE je tomu jinak. B-anionické misto u AChE predstavuje oblast tvofenou zbytky
aminokyselin Tyr27, Asp74, Tyr124, Trp286 a Tyr341, toto usporadani je platné pro AChE
savcll. Do tohoto mista se vaZzou inhibitory, které jsou schopny interagovat n-kation a -
Tt interakcemi a ndsledné ménit usporadani molekuly AChE. Mezi tyto inhibitory patfi
napriklad aflatoxin B1 nebo ethidium. Kromé B-anionického mista existuje i misto a-
anionické, které je ale soucasti aktivniho centra a rovnéz je cilem puUsobeni nékterych
inhibitor(, napfiklad galantaminu, takrinu a donepezilu. Inhibitor pfirodniho plGvodu
huperzin A je dokonce schopen véazat se na obé zminénd anionickda mista. Dalsi
vyznamnou oblasti v molekule cholinesterdz je aromatické hrdlo, které je tvoreno zbytky
od aromatickych aminokyselin. U AChE tuto oblast tvofi ¢trnact rezidui aminokyselin,
u BChE osm. Toto misto ma za ukol branit prichodu hydrofilnich a také velkych
sloucenin. Inhibice skrze aromatické hrdlo je pomérné vzacnd, nicméné mezi inhibitory
fungujici na tomto principu patfi napfiklad myorelaxancium dekamethonium. Poslednim
klicovym mistem je aktivni centrum, které je u obou enzym( velice podobné. Soucasti
aktivniho centra je tzv. esterové misto, tvofi jej trojice katalytickych aminokyselin —
serin, kyselina glutamova a histidin. Serin je podstatny pro navazani organofosforovych
inhibitor, kam patfi napf. nervové paralytické vojenské latky, a karbamatovych
inhibitor(, mezi které patfi rivastigmin nebo pyridostigmin. Uvnitf esterového mista je
hydrolyticky Stépena esterova vazba substratu, a to pravé nukleofilnim atakem
serinového hydroxylu. DalSi soucasti aktivniho centra je a-anionické misto umoznujici
spravnou orientaci vesterovém misté pomoci interakci m-vazeb s kationtem
ve strukture substratu. Kromé vazby na cilové misto mGzeme dale inhibice rozdélit podle

mechanismu na ireverzibilni, pseudoireverzibilni, reverzibilni a z jiného Uhlu pohledu



na kompetitivni a nekompetitivni. Napriklad rivastigmin s pyridostigminem se na AChE i
BChE vaZou pseudoireverzibilné, galantamin se vaZze reverzibilné kompetitivnhim
mechanismem na AChE a donepezil se vdZie na AChE také reverzibilng, ale

nekompetitivnim zplsobem. [1][2]



2.2 Onemocnéni souvisejici s poruchou cholinergniho
systéemu

2.2.1 Alzheimerova choroba

AD je fatdlni neurodegenerativni onemocnéni vedouci skrz degradaci vsech
psychickych funkci az k hluboké demenci. Je pojmenovana po némeckém psychiatrovi
Aloisovi Alzheimerovi, ktery vroce 1907 popsal charakteristické pfiznaky
degenerativniho onemocnéni mozku. Jednd se o Ctvrtou nejcastéjsi priCinu umrti
v zapadnich zemich a predstavuje vyznamnou socioekonomickou zatéz pro populaci.
Mezi rizikové faktory pro vznik tohoto onemocnéni patfi vyssi vék, genetické
predpoklady, prodélané Urazy hlavy, Zenské pohlavi, ale také nizka dusevni aktivita nebo
nizka Uroven vzdélani, naopak mezi protektivni faktory vyssi vzdélani, psychicka aktivita
i v pokrocilém véku, vyskyt alel ApoE;, ApoEs, uzZivani antioxidantl nebo hormonalni

substituce u Zen. [6]

Onemocnéni mlZeme rozdélit podle zavaZnosti symptomd do tfech forem.
Pro mirnou formu onemocnéni, prvni stadium, jsou typické casto prehlédnutelné
pfiznaky jako zhorSeni paméti, prechodnd c¢asova dezorientace, prostorova
dezorientace, ztrata iniciativy a prlibojnosti a obtizné hledani slov. Toto stadium trva
vétsinou dva az ¢tyfi roky. Nasleduje druhé stadium onemocnéni, stfredné tézka forma,
pro kterou jsou typické vyznamné vypadky paméti (napf. jmen c¢lenli domacnosti),
zhorSovani komunikacnich schopnosti, prohlubovani dezorientace (ztraceni se
na zndmych mistech) nebo halucinace. Tato forma pretrvava standardné dva roky az
deset let. Tretim a zdroven poslednim stadiem je tézka forma, kterd trva jeden az dva
roky. Pacient je zcela zdavisly na okoli, dochazi zde k obtiZznému pfFijimani stravy,
nepoznavani blizkych osob, ale i tfeba nerozpoznani sebe sama v zrcadle, také dochazi

k problémim s pohybem, inkontinenci a porucham chovani. [6]

Jednim z typickych znak( AD jsou histopatologické projevy v mozkové tkani,
které definitivné potvrzuji diagnézu. Jedna se zejména o pritomnost senilnich plakl a
neurofibrilarnich klubek (konvolutll) (Obr. 3). Senilni plaky se nachazi extracelularné
zejména v kdre a hipokampu, jsou tvoreny nerozpustnym B-amyloidem. Neurofibrilarni

klubka se nachazi intracelularné v neuronech a jsou tvofena parovymi spiralnimi vliakny



obsahujici t-proteiny. Tyto vysoce fosforylované fibrilarni proteiny maji ve fyziologické
tkani funkci udrZovani struktury a tvaru bunék. Denzita klubek Uzce souvisi se zadvaznosti

poskozeni kognitivnich funkci. [5][6]

Obr. 3 Senilni plaky a neurofibrildrni klubka

Obrdzek dostupny z: https://neuropathology-web.org/chapter9/chapter9bAD.html|

Kromé pritomnosti histopatologickych zmén je pro AD typicka postupujici ztrata
cholinergnich neuront. V 70. letech minulého stoleti byla vytvofena cholinergni
hypotéza, ktera predstavuje prvni a dodnes akceptovanou teorii, ktera vysvétluje
podstatu vzniku AD. Vychazi z pozorovani ztraty cholinergni aktivity u osob trpicich AD a
také ze studii pozorujicich lidi a primaty. Byla zde objevena UGzka souvislost mezi roli
acetylcholinu coby neuromediatoru a kognitivnimi funkcemi. Cholinergni deficit
vyznamné napomaha krozvoji kognitivnich poruch, poklesu pozornosti, rychlosti
zpracovavani informaci, ale také k porucham chovani. U pacientl s AD jsou postiZzeny
vSechny slozky cholinergniho systému, dochazi zde ke snizovani celkového mnozstvi
acetylcholinu jako neuromediatoru, deficitu cholinacetyltransferazy, coz je enzym
podilejici se na syntéze acetylcholinu, a dale v pokrocilych stadiich i chybéni AChE, jejiz
funkci je acetylcholin odbourdvat. Nicméné paradoxné hladina a aktivita BChE v mozku
pfi AD zasadné a progresivné roste. Zatim nejucinnéjsi terapii se ukazala byt terapie
inhibitory AChE, které pfimo zvysuji funkénost cholinergniho systému a zmirnuji jeho
deficit, jenZz je povazovan za hlavni mechanismus patogeneze u tohoto onemocnéni.
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2.2.2 Myasthenia gravis

Myasthenia gravis spada do skupiny autoimunitnich onemocnéni, mezi jejiz
projevy patfi svalova Unava a slabost kosternich sval(. Prevalence tohoto onemocnéni
je deset a7 patnact pfipadi na sto tisic obyvatel a konkrétné Ceskd republika se Ffadi
k zemim se stfednim az vysSim vyskytem tohoto onemocnéni. Myasthenia gravis se
projevuje u Zen v mladém véku a u muzu starsSich padesati let, nicméné neni to typickym
pravidlem. Pro myasthenii je charakteristické kolisani klinickych ptriznakd béhem dne,
kdy jsou obtiZze rano nebo po odpocinku nejmirnéjsi a pres den, ve spojeni se svalovou
zatézi, dochazi ke zhorSeni. Dale zhorSeni pfiznakli mohou zplsobovat néktera
antibiotika, sedativa, antihypertenziva, ale také napf. zvySena télesna teplota, koupel
v horké vodé, infekéni onemocnéni, operace nebo vystaveni stresové situaci. Mezi
prvnimi ptiznaky se objevuje postizeni okohybného svalstva projevujici se casto
asymetrickou ptézou vicek a zpravidla diplopii. Dale zprvu byvaji také postizeny
orofaryngealni svaly, slabost Zvykacich svali mlze vyvolat obtize pfi konzumaci tuzsi
stravy, také se nékdy objevuje pokles brady, kdy si ji pacient pfidrzuje rukou. Mze
dochazet také kcelkovému poklesu hlavy v dlsledku slabosti Sijového svalstva.
Pacientovo vzezieni mlze plsobit na okoli smutné ¢i ospale, coZ je pravé zplsobeno jiz
zminénym postizenim mimického svalstva a ptdézou (Obr. 4). DalSim znakem
onemocnéni mlize byt huhnava rec s prvky nazoldlie, ktera se pti delSim hovoru muze
stat az nesrozumitelnou. Myasthenia ma progresivni charakter se snahou generalizovat,
coz vede k oslabeni svall pletence hornich i dolnich koncetin. Muze dojit i k postizeni
dychacich svalt, kdy se objevuje dechova nedostatecnost az dechova myastenicka krize,

jedna se o zavainy stav pozadujici fizenou ventilaci a hospitalizaci. [5][7][8][9]

Pri¢inou onemocnéni je autoimunitni reakce spojena stvorbou specifickych
protilatek blokujicich postsynaptické acetylcholinové receptory skrze sodikovy kanal.
Ke tvorbé téchto protilatek dochazi zejména v thymu. Thymus hraje vyznamnou roli
v rozvoji myasthenie, u vysokého poctu pacient(, zejména mladsiho véku, se vyskytuje
hyperplazie thymu nebo pfipadné se mlze objevit i thymom. Myasthenia gravis neni
genetické onemocnéni v pravém slova smyslu, nicméné rozsahlé epidemiologické

vyzkumy prokazaly dédi¢nost genetickych predispozic na zakladé zvySeného rodového



vyskytu onemocnéni i pritomnosti protilatek proti acetylcholinovym receptorim.
[51[71(8][9]

Diagnostika tohoto onemocnéni zahrnuje vySetfeni cirkulujicich protilatek
proti acetylcholinovym receptorlim, nicméné ani negativni nalez nemize onemocnéni
zcela vyloucit. Definitivni diagndzu urcuje elektromyografické vySetfeni. Ddle se
pfi podezifeni na toto onemocnéni u kazdého pacienta nutné provadi CT s pfipadnym
MR vysetfenim mediastina, coz dava informaci o pritomnosti zvétSeného thymu nebo
thymomu. Myasthenia gravis je v sou¢asné dobé pomérné dobfre |éCitelné onemocnéni,
k Uspésné |écbé prispiva véasna diagnostika. Lé¢ena byva chirurgicky i medikamentdzné.
Chirurgickd lécba zahrnuje thymektomii, u mladych pacientl je indikovana vzdy,
u pacientl starsich Sedesati let zejména pfti vyskytu thymomu. U medikamentdzni 1écby
se mlzou volit rGazné lécebné postupy, mohou se poddvat IéCiva ovliviujici imunitni
systém, kortikosteroidy v kombinaci s cytostatiky, ale zejména lécliva zlepSujici
nervosvalovy prenos, inhibitory cholinesteraz. Jako prvni se vyuzival k |é¢bé fyzostigmin,

v soucasné dobé se vyuziva spiSe neostigmin, distigmin a pyridostigmin. [5][7][8][9]

Obr. 4 Pacient trpici onemocnénim myasthenia gravis

Obrdzek dostupny z: https.//healthjade.net/myasthenia-gravis/



2.3 Vyznamné skupiny inhibitori cholinesterdz
2.3.1 Tradicni inhibitory

2.3.1.1 Rivastigmin

Rivastigmin (Obr. 5) byl vroce 2000 schvdleny pro lé¢bu mirné az stfedni
Alzheimerovy choroby, dale je také vyuzivan v terapii demence spojené s Parkinsonovou
chorobou. Rivastigmin (pouZivany jako tartardt) je karbamat cilici na AChE i BChE.
Po navazani rivastigminu na AChE je timto enzymem Stépen na fenolické derivaty, které
jsou ztéla rychle odbourdvany. Tento inhibitor mad neobvykle pomalou aktivaéni
kinetiku, kterd by mohla byt vysvétlena skute¢nosti, Ze karbamatova ¢dst se vaze
na esterové misto AChE s vétsi afinitou nez acetatova c¢ast acetylcholinu béhem jeho
hydrolyzy, proto je enzym urcitou dobu inaktivovan. Nanestésti ma rivastigmin fadu
nezadoucich ucinkd véetné bolesti zaludku nebo Ubytku hmotnosti, pfi pfedavkovani

zpUsobuje napf. bolest na hrudi nebo nepravidelnost srde¢niho tepu. [4]
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Obr. 5 Vzorec rivastigminu

2.3.1.2 Donepezil

Donepezil (Obr. 6) byl vroce 1996 schvélen, stejné jako rivastigmin, pro Iécbu
mirné az stfedni Alzheimerovy choroby. Nicméné tento inhibitor s sebou nese fadu
vedlejsich Gcink(, jako napt. nespavost, nevolnost nebo svalovou slabost. Kromé
inhibice ChE muZe mit i jiné mechanismy Uc¢inku. Dokdze plsobit nejen na urovni
neurotransmitert, ale také na molekuldrni a bunééné Grovni témér ve vSech fazich
Ucastnicich se patogeneze Alzheimerovy choroby. Do téchto mechanism( patfi inhibice
raznych aspektl excitotoxicity vyvolané glutamatem, snizeni ¢asné exprese zanétlivych
cytokinl i sniZzeni ucinkl vyvolanych oxida¢nim stresem. Diky jedinecné molekularni
struktufe donepezil zplisobuje soucasnou inhibici aktivnich a perifernich aniontovych

mist AChE z Torpedo californica, jejiz aktivni misto charakteristicky obsahuje vysoky



pocet aromatickych zbytk(, nicméné pfimo neinteraguje s katalytickou triadou nebo

oxyaniontovou ,dirou”. [4]

N C
Obr. 6 Vzorec donepezilu

2.3.1.3 Takrin

Takrin (Obr. 7) byl plvodné vyuzivdn jako antagonista svalové relaxace a
stimulant dychani a od osmdesatych let dvacatého stoleti se vyuzival u pacientl trpicich
Alzheimerovou chorobou. Efektivné inhibuje nejen AChE, kde interaguje
s aminokyselinovymi zbytky Phe330 a Trp84, které jsou soucdsti aniontového mista, ale
také je schopen inhibovat BChE. Dalsi vyhodnou biologickou vlastnosti této slouceniny
je snadny prestup pres hematoencefalickou bariéru. [10] Nanestésti bylo jeho vyuZiti
omezeno, jelikoz zpUsobuje fadu nezadoucich Gcink(, zejména hepatotoxicitu. V roce

2013 bylo jeho pouziti pravé kvili témto ucinkiim ukonceno. [4]

NH,
X

—

N

Obr. 7 Vzorec takrinu

2.3.2 Inhibitory pfirodniho pavodu

2.3.2.1 Fyzostigmin

Fyzostigmin (Obr. 8), zndmy téz pod ndzvem eserin, je toxicky
parasympatomimeticky alkaloid, ktery byl poprvé izolovan z kalabarskych bobt, semen
puchyrnatce jedovatého (Physostigma venenosum). Jedna se o kovalentni reverzibilni
inhibitor AChE, ktery se vyuziva v terapii glaukomu, jelikoz zvySuje odtok komorové vody

v oku, nebo, diky schopnosti zuZovat zornice, se vyuziva i pro [é¢bu mydriazy. Pro Ié¢bu
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Alzheimerovy choroby pouzivan neni, jelikoZz béhem klinickych studii nedosahoval
presvédcivych vysledkl a pfinasel vice negativnich vedlejSich Ucink(. Nicméné byl
prokdzan jeho efekt na zlepSeni dlouhodobé paméti. Diky ochotnému prestupu
pres hematoencefalickou bariéru a schopnosti zvySovani acetylcholinové transmise
vmozku se fyzostigmin, konkrétné fyzostigmin-salicylat, vyuziva jako antidotum

pfi otravé atropinem a skopolaminem. [4]

300

o N

Obr. 8 Vzorec fyzostigminu

2.3.2.2 Galantamin

Galantamin (Obr. 9) je alkaloid, ktery je obsazen v mnoha rostlinach, napfiklad
ho Ize izolovat ze snéZenky podsnézniku (Galanthus nivalis) nebo jinych rostlin z Celedi
Amaryllidaceae. Jeho inhibi¢ni aktivita vici ChE byla objevena v 50. letech 20. stoleti a
nasledné byl uveden na trh pod obchodnim nazvem Nivalin. Byl vyuZivan
ve vychodoevropskych zemich klé¢bé myopatie, myastenie nebo senzorickych a
motorickych deficitl centralni nervové soustavy. Pro Iécbu Alzheimerovy choroby byl
schvdlen v roce 2001 a ukdzal se byt ucinnym v lécbé kognitivnich symptomd.
Galantamin je také schopen odstranovat svalovou paralyzu zplisobenou tubokurarinem,
plsobit proti dechovému Utlumu navozenému opiaty nebo potlacovat nékteré Gcinky
droperidolu a diazepamu. Vyhodou tohoto inhibitoru, oproti ostatnim inhibitordm
AChE, je schopnost alostericky modulovat nikotinové receptory a zvySovat tim produkci
acetylcholinu, nicméné inhibi¢ni aktivita v(ic¢i BChE je klinicky velmi nizkd. Galantamin je

také vyuzivan jako standard pro stanoveni inhibi¢ni aktivity AChE. [4][11]

Obr. 9 Vzorec galantaminu
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2.3.2.3 Huperzin

Huperzin (Obr. 10) je rostlinny alkaloid, ktery byl poprvé vyizolovan z plavuné
Huperzia serrata, v nizkych koncentracich je obsazen i ve vranci jedlovém (Huperzia
selago), ktery Ize vzacné naleznout i na tzemi CR. Existuji dva typy huperzinu, huperzin
A a huperzin B. Huperzin A je vysoce selektivni silny inhibitor AChE, vykazuje silné&jsi
ucinek nez rivastigmin, galantamin a takrin. Huperzin B je jeho pfirozenym homologem.
Jeho aktivita proti BChE ve srovnani s AChE neni tak silnd. Huperzin A také ochotnéji
prechazi pres hematoencefalickou bariéru a ma lepsi biologickou dostupnost pti podani
per o0s, nicméné jeho periferni cholinergni ucéinky jsou nizsi. Ddle disponuje
neuroprotektivnimi vlastnostmi, snizuje Uzkost, zlepSuje pamét a také proces uceni.

[4][11]

Obr. 10 Vzorec huperzinu A
2.3.3 Nova generace inhibitort

2.3.3.1 Fenserin

Fenserin (Obr. 11) je selektivni nekompetitivni inhibitor AChE, ktery kromé
inhibice AChE redukuje i produkci amyloidového prekurzorového proteinu. B-amyloid
tvori hlavni slozku senilnich plakd a neurofibrilarnich klubek v mozku pacient trpicich
AD. Ve srovnani s takrinem a fyzostigminem vykazuje nizsi toxicitu. Diky dvojimu ucinku
predstavuje fenserin pomérné slibnou terapii, v roce 2010 bylo v ramci studie [12]
prokazano, ze vyssi davky fenserinu mohou zlepsit symptomy u pacient( trpicich mirnou
az stfedné tézkou AD, dale v roce 2016 doslo k prikazu jeho necholinergnich Gcinkd
s klinickym potencidlem. [13] V soucasné dobé probihaji dalsi klinické studie za ucelem

zkoumani mechanismu Gcinku tohoto inhibitoru. [4]
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Obr. 11 Vzorec fenserinu

2.3.3.2 Tolserin

Tolserin (Obr. 12) je strukturnim analogem fyzostigminu a fenserinu, kterému je
ale podobnéjsi. Od jeho struktury se liSi pouze pfitomnosti methyl skupiny
ve fenylkarbamoylové Casti. Tato cast molekuly zajistuje specifickou interakci a
karbamoylaci AChE, a tim inhibuje schopnost enzymu Stépit a vazat substraty.
Experimentdlné bylo stanoveno, Ze funguje jako ucinny inhibitor lidské erytrocytarni
AChE a vykazuje vyssi efekt nez jeho dvé zminéna strukturni analoga. [14] Dale byl
v predbézZnych studiich u tolserinu prokazan neobvykle vysoky potencial zlepsit pamét a
kognitivni funkce u hlodavc(. Podobné jako fenserin je i tolserin je rychle vylu¢ovan

z téla a zaroven ma dlouhotrvajici Ucinek. [4]

3
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Obr. 12 Vzorec tolserinu
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2.3.4 Inhibitory vyuzivané v terapii myasthenia gravis

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2.2, v terapii onemocnéni myasthenia gravis se
vyuZivaji inhibitory ChE, zejména pyridostigmin, neostigmin, distigmin a ambenonium.
Skupina téchto inhibitori nemlze kvuli svému naboji prechdzet pres hemato-
encefalickou bariéru, tudiz se uplatiuje pravé v perifernim nervovém systému. Jejich
spole€nym mechanismem ucinku je inhibice AChE a nasledné zvySeni extracelularni

hladiny acetylcholinu, ¢imz dochazi ke zlepSeni nervosvalového prenosu. [8]

Lékem prvni volby v terapii myasthenia gravis je pyridostigmin (Obr. 13). Tento
synteticky reverzibilni inhibitor AChE se kromé terapie tohoto onemocnéni vyuziva
k odvraceni neuromuskularnich blokdd, zmirnéni symptom( u myasthenickych
syndromU a jako ochrana proti nékterym nervové-paralytickym agens ve vojenstvi.
Oproti jeho pfibuznému lécivu neostigminu, které funguje na obdobném principu,
disponuje lepSimi farmakokinetickymi vlastnostmi a mensim mnozstvim vedlejsich

ucinkd. [15]

Neostigmin (Obr. 14) se kromé terapie myasthenia gravis uplatiiuje v terapii
Ogilvieho syndromu, coz je onemocnéni, pfi kterém dochdzi k nedokonalé inervaci
stfeva a jeho ndsledné neprlichodnosti, ddle je vyuZivan v anesteziologii k ukonceni
ucinkG nedepolarizujicich myorelaxancii (napf. rukuronium nebo vekuronium)

po skonéeni operace. [16][17]

Dalsim inhibitorem je distigmin (Obr. 15). Toto parasympatomimetikum je kromé
|[é¢by myasthenia gravis vyuzivano v terapii atonie mocového méchyre. Nicméné, jelikoz
u néj dochazi ke zvySené akumulaci, predstavuje zvySené riziko rozvoje myasthenické
krize, tudiZz se v porovnani s pyridostigminem a neostigminem vyuziva jen zfidka.

[18][19]

Poslednim zminénym inhibitorem vyuZivanym v terapii myasthenia gravis je
ambenonium (Obr. 16). Jedna se také o inhibitor AChE, tento inhibitor se ale vyuziva
méné Casto nez predchozi zminéné inhibitory, jeho vyuZiti je preferovano u pacient(

precitlivélych na bromidové ionty. [20][21]
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Obr. 13 Vzorec pyridostigminu
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Obr. 14 Vzorec neostigminu

Obr. 16 Vzorec ambenonia
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2.4 Design cilovych molekul

2.4.1 Rhodaniny

Rhodanin (2-thioxothiazolidin-4-on) je péticlennd heterocyklickd sloucenina
obsahujici thiazolidinové jadro substituované karbonylovou a thiokarbonylovou
skupinou (Obr. 17). Slouceniny obsahujici tento fragment vykazuji Siroké spektrum
biologickych aktivit. Rhodanin, respektive rhodanin-3-octova kyselina, byl syntetizovan
jiz v roce 1908 a ve stejném roce byly pfipraveny pomoci Knoevenagelovy kondenzace
s rliznymi aldehydy jeho derivaty. Tuto slouceninu lze rlizné modifikovat, diky ¢emuz se
stala velice vyznamnou pfi vyvoji novych |éCiv. Lze také obecné fici, Zze rhodaniny nejsou

mutagenni. [1][22]

Od Sedesatych let minulého stoleti probéhlo mnoho studii, které odhalily, ze
tento typ molekuly vykazuje antibakteridlni, antimykobakteridlni, antifungalni, ale i
antivirotické ucinky. Ddle byla prokazana jeho aktivita vici diabetu, také pUsobi
antiapoptoticky, protizanétlivé, dokonce byla popsana aktivita vici Trypanosoma brucei,
¢ehoz se mlze potencialné vyuzit v terapii spavé nemoci. Kromé téchto aktivit jsou
schopny rhodaniny pUsobit inhibi¢nim uéinkem vac¢i rlznym enzymdm, napf. 15-
lipooxygenaze, alddza reduktaze, dolicholfosfat-mannosa syntaze, gyraze B a také vici

cholinesterazam. [23][24][25][26][27]

Siroké spektrum biologickych aktivit ma i jeho pfibuzna slouéenina, thiazolidin-
2,4-dion (Obr. 17), jehoZ analoga pioglitazon a rosiglitazon se vyuZzivaji v klinické praxi
v terapii diabetu mellitu. Dale struktury odvozené od thiazolidin-2,4-dionu vykazuji
protizanétlivy, antioxidacni, protinddorovy ucinek, dale by se mohly uplatnit v terapii

obezity nebo jako antagonisté receptoru pro hormony stitné Zlazy. [24]

N
nyo
S
X = S: rhodanin

X = O: thiazolidin-2,4-dion

Obr. 17 Vzorec rhodaninu a thiazolidin-2,4-dionu
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3. CiLPRACE

Cilem této diplomové prace je teoretické shrnuti soucasnych vyuZivanych
inhibitor( cholinesterdaz a onemocnéni, v jejichz terapii se uplatiuji, a také biologické

aktivity rhodaninovych a thiazolidin-2,4-dionovych derivat(.

Cilem experimentalni ¢asti je syntéza celkem sedmnacti novych sloucenin
odvozenych od rhodaninu (2-thioxothiazolidin-4-onu), potazmo od thiazolidin-2,4-
dionu. Tyto vychozi struktury byly vybrany cilené na zdkladé prechozich poznatku
o jejich Sirokém spektru biologicky aktivnich vlastnosti a vztazich mezi strukturou a
aktivitou (Obr. 18). [1] VSechny slouceniny budou charakterizovdny a u vsech je
sledovana jejich inhibi¢ni aktivita vic¢i AChE a BChE, u nejucinnéjsiho inhibitoru bude
stanoven i typ inhibice. Ddle je studovana antibakteridlni (vic¢i G+ i G- bakteridlnim
kmenlm, mykobakterie) a antifungalni aktivita. VSechna stanoveni jsou porovnavana
s dostupnymi standardy. Pfedpokladdme vyvozeni vztahl mezi strukturou a pfisluSnym

ucinkem.

* polohové isomery
» zavedeni vice atomu ClI

o -
(@]
S;ﬁQkNQ
mazd— 4 A

O

BFWN/\ I/(né\hrada za H, CHgJ
OHS« COOH

$ ¢==(nahrada za O)

Obr. 18 Prehled odvozeni cilovych struktur
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemie

4.1.1 Obecné metody

Béhem syntéz byly vyuZity komercné dostupné chemické latky a rozpoustédla
od firem Sigma-Aldrich/Merck (Darmstadt, Némecko), Lach-Ner (Neratovice, Ceska
republika) a Penta Chemicals (Praha, Ceskd republika), které byly déle vyuzity bez dalsiho

precisténi, vyjma hexanu, ten byl ¢istén destilaci.

Pribéh vsSech reakci byl monitorovan tenkovrstvou chromatografii (TLC).
Staciondrni fazi byly desticky s 0,2 mm vrstvou silikagelu 60 F254 od firmy Merck
(Darmstadt, Némecko), mobilni fazi byla smés hexanu a ethyl-acetdtu v poméru 4:1
(v/v), detekce byla provedena pod UV lampou (A. Kriss Optronic, Hamburk, Némecko)

pfi vinovych délkach 254 a 366 nm.

Teploty tani byly mérfeny v oteviené kapildfe pomoci pfistroje Melting Point

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

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

Vencovska).

NMR spektra byla méfena na Katedfe organické a bioorganické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové doc. PharmDr. Jifim KuneSem,
CSc. VSechna méreni probihala pti laboratorni teploté pomoci pfistrojli Varian VNMR
S500 (500 MHz pro *H a 126 MHz pro *3C; Varian Comp., Palo Alto, CA, USA) a JNM-ECZ
600R (600 MHz pro *H a 151 MHz pro *3C; JEOL, Tokio, Japonsko). Jako rozpoustédlo byl
pouzit deuterovany dimethylsulfoxid (DMSO-ds) a aceton (aceton-ds). Hodnoty
chemického posunu & (v ppm) vprotonovych spektrech jsou vztazeny
k tetramethylsilanu jakoZto vnitfnimu standardu, uhlikové posuny byly stanoveny podle
centrdlni linie signdlu rozpoustédla (DMSO-ds pfi & = 39.5 ppm, aceton-ds pti 6 =29.8 a

206.3 ppm). Interakéni konstanta (/) je uvedena v Hz. NMR spektra byla vyhodnocena
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pomoci programu MestReNova (Mestrelab Research, Santiago de Compostela,

Spanélsko).

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

Karlovy. Vypoctené i zmérené hodnoty jsou udany v procentech.

VSechny chemické vzorce a reakéni schémata byly vytvoreny a chemické nazvy
byly ovéreny pomoci programu ChemDraw Ultra 20.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA,
USA).

Cistota pfipravenych slou¢enin byla ovéfena pomoci tenkovrstvé

chromatografie, NMR, spektroskopie, teploty tani a elementdarni analyzy.

4.1.2 Priprava cilovych sloucenin

4.1.2.1 Obecny postup pripravy

Amidy vzniklé na zakladé modifikace karboxylové skupiny byly nasyntetizovany

karbodiimidovym couplingem (Schéma 1) dle nasledujiciho obecného postupu pfipravy:

1 mmol 2-(4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)octové kyseliny, respektive 2-(2,4-
dioxothiazolidin-3-yl)octové kyseliny, 1,1 ekvivalentniho mnozstvi 1-
hydroxybenzotriazol hydratu (HOBt; 0,1536 g) a 1 ekvivalent pfislusného anilinu
(1 mmol) bylo vneseno do 8ml smési rozpoustédel dichlormethan/ethyl-acetat (1/1,
v/v). Po kompletnim rozpusténi bylo pridano 1,2 ekvivalentu (1,2 mmol; 0,2338 g) 1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu hydrochloridu (EDC.HCI) a tato smés byla
michana minimalné 8 hodin za laboratorni teploty. Nasledné bylo rozpoustédlo
odpareno dosucha a bylo pfidano malé mnozstvi ethyl-acetatu. Vysledna suspenze byla
promyta v délici nalevce dvakrat 0,1 M kyselinou chlorovodikovou, 5 % vodnym
hydrogenuhli¢itanem sodnym a solankou. Organicka vrstva byla nasledné susena
siranem sodnym a zfiltrovana. Filtrat byl zahustén za sniZzeného tlaku, poté byl pfidan n-
hexan pro zahajeni precipitace. Smés byla ponechana krystalizovat po dobu 24 hodin
pfi+4 °C. Nakonec byly vzniklé krystaly odfiltrovany, ¢imz byl ziskan cisty produkt.

Vsechny reakce byly monitorovany pomoci TLC.
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_/<O 0
H
Q H2N EDC, HOBt QL N
L T Neone
S#X ~  DCMEIOAc (1) ST O X
X =0, S; R =2-Cl, 3-Cl, 4-Cl, 2,4-Cla, 3,4-CL, 3,5-Cl, 3,4,5-Cls, 2,4,5-Cl3

Schéma 1 Karbodiimidovy coupling

Zbylé slouceniny, kondenzaty, byly syntetizované pomoci Knoevenagelovy

kondenzace (Schéma 2) nasledujicim obecnym zplisobem:

1 mmol derivatu rhodaninu/thiazolidin-2,4-dionu, 1,1 ekvivalentu 5-
bromsalicylaldehydu (1,1 mmol; 0,2010 g) a ekvivalentni mnoZstvi bezvodého octanu
sodného (1 mmol; 0,0877 g) bylo zahtivdno za varu pod zpétnym chladi¢em 3-4 hodiny
v ledové kyseliné octové (8 ml). Nasledné byla smés ponechdna michat 24 hodin
pfi laboratorni teploté. Po ochlazeni byl vysledny produkt odfiltrovan, promyt vodou a

rekrystalizovan z ethanolu. VSechny reakce byly monitorovany pomoci TLC.

R
wx N_o Br\(:fo CH,COONa’ Bf\@f\(‘(
+
if o4  CHsCOOH on
X=0,S;R=H, CH;, CHCOOH

Schéma 2 Knoevenagelova kondenzace
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4.1.2.2 Pripravy a charakterizace jednotlivych cilovych sloucenin

N-(3-Chlorfenyl)-2-(4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)acetamid [A 1]

o H

}N/YN\Q/CI

8/& O

S

Sumarni vzorec: C11H9CIN202S;
Relativni molekulova hmotnost: 300,77
Popis: oranzové krystaly
Vytézek: 39%
Teplota tani: 165 °C
Rr: 0,125

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 10.52 (s, 1H, NH), 7.69 (t, J = 2.1 Hz, 1H, H2), 7.36 (dt, J
= 8.3, 1.3 Hz, 1H, H6), 7.31 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H5), 7.11 — 7.09 (m, 1H, H4), 4.68 (s, 2H,
NCHCO), 4.38 (s, 2H, CH.S).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6 203.64, 174.48, 164.27, 140.39, 133.72, 131.16, 123.93,
119.18, 118.07, 47.06, 36.63.

IR:3237,3188, 3079, 2974, 2928, 1739, 1667, 1594, 1547, 1481, 1431, 1400, 1357, 1335,
1316, 1274, 1216, 1166, 1162, 1043, 975, 900, 885, 777, 703, 676, 632 cm™™.

EA: vypocteno: C, 43.93; H, 3.02; N, 9.31, nalezeno: C, 43.90; H, 3.06; N, 9.40.
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N-(3-Chlorfenyl)-2-(2,4-dioxothiazolidin-3-yl)acetamid [A 2]

Q H

Q\N/\H/N\Q/CI

8/§ O

(0]

Sumarni vzorec: C11HoCIN,03S
Relativni molekulovd hmotnost: 284,71
Popis: bilé krystaly
Vytézek: 44 %
Teplota tani: 140,5 °C
Rr: 0,1

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 10.49 (s, 1H, NH), 7.70 (t,J = 2.0 Hz, 1H, H2), 7.38 — 7.36
(m, 1H, H6), 7.31 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H5), 7.11 — 7.09 (m, 1H, H4), 4.31 (s, 2H, NCH2CO),
4.29 (s, 2H, CH.S).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6 172.52, 172.14, 164.88, 140.37, 133.72, 131.15, 123.95,
119.19, 118.07, 44.28, 34.52.

IR: 3614, 3248, 3075, 1748, 1682, 1594, 1551, 1484, 1410, 1382, 1324, 1299, 1248, 1206,
1152, 1099, 1042, 988, 935, 898, 879, 789, 745, 707, 686, 666, 657, 642, 628, 616, 603

cm™L.

EA: vypocteno: C, 46.40; H, 3.19; N, 9.84, nalezeno: C, 46.34; H, 3.16; N, 9.89.
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N-(2-Chlorfenyl)-2-(4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)acetamid [A 3]

(o) H Cl

QLN/\H/N@

s& O

S

Sumarni vzorec: C11H9CIN;0,S>
Relativni molekulovd hmotnost: 300,77
Popis: Zluté krystaly
Vytézek: 9%
Teplota tani: 191 °C
Ry: 0,23

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 9.94 (s, 1H, NH), 7.61 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H, H6), 7.47
(dd, J=7.9, 1.5 Hz, 1H, H3), 7.28 (td, J = 7.8, 1.5 Hz, 1H, H5), 7.17 (td, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H,
H4), 4.75 (s, 2H, NCH2CO), 4.36 (s, 2H, CH,S).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6 203.59, 174.50, 164.50, 134.81, 130.15, 128.05, 127.20,
126.97, 126.54, 46.88, 36.66.

IR: 3281, 1736, 1669, 1589, 1533, 1471, 1443, 1406, 1359, 1336, 1288, 1240, 1217, 1200,
1180, 1157, 1115, 1043, 976, 953, 887, 831, 785, 764, 747, 712, 694, 660, 640 cm™.

EA: vypocteno: C, 43.93; H, 3.02; N, 9.31, nalezeno: C, 43.96; H, 3.00; N, 9.35.
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N-(2-Chlorfenyl)-2-(2,4-dioxothiazolidin-3-yl)acetamid [A 4]

(o) H Cl

}N/\H/N\i)

S/§ O

(e}

Sumarni vzorec: C11HoCIN;03S
Relativni molekulovd hmotnost: 284,71
Popis: svétle Zluté az bilé krystaly
Vytézek: 41 %
Teplota tani: 207,3 °C
Ry: 0,04

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 10.42 (s, 1H, NH), 7.71 (t, J = 2.0 Hz, 1H, H2), 7.38 — 7.36
(m, 1H, H6), 7.30 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H5), 7.11 — 7.09 (m, 1H, H4), 4.30 (s, 2H, NCH2CO),
4.29 (s, 2H, CH.S).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6 172.53, 172.15, 164.70, 140.30, 133.70, 131.19, 123.97,
119.20, 118.06, 44.26, 34.52.

IR: 3325, 2947, 1750, 1676, 1600, 1543, 1491, 1401, 1377, 1328, 1302, 1287, 1251, 1229,
1211, 1162, 1133, 1092, 1011, 984, 962, 892, 843, 825, 788, 767, 711, 696, 665, 649,
634,619 cm™.

EA: vypocteno: C, 46.40; H, 3.19; N, 9.84, nalezeno: C, 46.37; H, 3.23; N, 9.87.
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N-(3,4-Dichlorfenyl)-2-(4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)acetamid [A 5]

Q H
QKN/\H/N\Q:CI
S/&S o cl
Sumarni vzorec: C11HgCl2N202S:
Relativni molekulovd hmotnost: 335,22
Popis: svétle Zluté az bilé krystaly
Vytézek: 16 %
Teplota tani: 178,3 °C
Rs: 0

!H NMR (600 MHz, DMSO-dp): 6 10.63 (s, 1H, NH), 7.87 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H2), 7.54 (d, J
= 8.8 Hz, 1H, H5), 7.39 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H, H6), 4.68 (s, 2H, NCH»CO), 4.38 (2H, CH>S).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6 203.62, 174.45, 164.44, 139.01, 131.67, 131.39, 125.71,
120.92, 119.74, 47.07, 36.63.

IR: 2983, 2939, 1738, 1597, 1490, 1460, 1430, 1400, 1386, 1365, 1352, 1326, 1300, 1256,
1217, 1191, 1139, 1110, 1089, 1040, 1000, 976, 956, 936, 882, 858, 841, 768, 759, 746,
667, 638, 617 cm™.

EA: vypocteno: vypocteno: C,39.41; H, 2.41; N, 8.36, nalezeno: C, 39.47; H, 2.38; N, 8.40.
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N-(3,4-Dichlorfenyl)-2-(2,4-dioxothiazolidin-3-yl)acetamid [A 6]

Q H
}N/\WN\@CI
S/§O O cl
Sumarni vzorec: C11HsCI2N203S
Relativni molekulovd hmotnost: 319,16
Popis: piskové Zluté krystaly
Vytézek: 46 %
Teplota tani: 195 °C
Rr: 0

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 10.60 (s, 1H, NH), 7.88 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H2), 7.55 (d, J
= 8.8 Hz, 1H, H5), 7.40 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H, H6), 4.32 (s, 2H, NCH2CO), 4.29 (s, 2H,
CH.S).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6 172.50, 172.13, 165.06, 138.99, 131.66, 131.39, 125.73,
120.94, 119.76, 44.29, 34.53.

IR: 3321, 2841, 1748,1731, 1704, 1681, 1647, 1587, 1526, 1508, 1489, 1472, 1456, 1398,
1362, 1339, 1325, 1288, 1237, 1207, 1161, 1134, 1028, 982, 895, 864, 824, 789, 764,
745, 720, 681, 663, 653, 644, 636, 623, 611 cm™.

EA: vypocteno: vypocteno: C,41.40; H, 2.53; N, 8.78, nalezeno: C,41.44; H, 2.60; N, 8.82.
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2-(4-Oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)-N-(3,4,5-trichlorfenyl)acetamid [A 7]

o H
N Cl
By
(0]
S S Cl

Cl
Sumarni vzorec: C11H7CI3N202S:
Relativni molekulovd hmotnost: 369,67
Popis: svétle hnédé krystaly
Vytézek: 16 %
Teplota tani: 197 °C
Ry: 0,11

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 10.76 (s, 1H, NH), 7.75 (s, 2H, H2, H6), 4.69 (s, 2H,
NCHCO), 4.39 (s, 2H, CH.S).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6 203.59, 174.43, 164.83, 138.91, 133.56, 124.43, 119.73,
47.12, 36.66.

IR:3332,3170, 3105, 2962, 1726, 1701, 1587, 1526, 1490, 1458, 1438, 1407, 1382, 1366,
1350, 1298, 1288, 1221, 1191, 1151, 1113, 1088, 1043, 975, 946, 936, 880, 852, 812,
782,769, 759, 745, 711, 688, 670, 658, 648, 633, 618 cm™L.

EA: vypocteno: vypocteno: C,35.74; H, 1.91; N, 7.58, nalezeno: C, 35.79; H, 2.01; N, 7.55.
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2-(2,4-Dioxothiazolidin-3-yl)-N-(3,4,5-trichlorfenyl)acetamid [A 8]

o H
N Cl
By
(0]
S 0 Cl

Cl
Sumarni vzorec: C11H7CIsN203S
Relativni molekulovd hmotnost: 353,60
Popis: svétle hnédé krystaly
Vytézek: 36 %
Teplota tani: 221,5°C
Ry 0,09

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 10.72 (s, 1H, NH), 7.75 (s, 2H, H2, H6), 4.32 (s, 2H,
NCH.CO), 4.30 (s, 2H, CH.S).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6§ 172.47, 172.09, 165.44, 138.90, 133.56, 124.45, 119.77,
44.34, 34.54.

IR: 3285, 3172,3094, 2982, 2953, 1741, 1709, 1672, 1584, 1525, 1489, 1436, 1419, 1402,
1385, 1323, 1287, 1228, 1196, 1156, 1089, 992, 942, 889, 853, 815, 793, 714, 689, 658,
650 cmL.

EA: vypocteno: C, 37.36; H, 2.00; N, 7.92, nalezeno: C, 37.29; H, 2.07; N, 8.00.
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N-(3,5-Dichlorfenyl)-2-(4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)acetamid [A 9]

Q H
}NWN cl
0
S8
cl

Sumarni vzorec:

Relativni molekulova hmotnost:

C11HsCl2N20,S;

335,22

Popis: svétle hnédé krystaly
Vytézek: 58 %

Teplota tani: 218,5°C

Ry: 0,08

14 NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 10.68 (s, 1H, NH), 7.55 (d, J = 2.0 Hz, 2H, H2, H6), 7.27
(t, J = 2.0 Hz, 1H, H4), 4.68 (s, 2H, NCH,CO), 4.38 (s, 2H, CHS).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6 203.60, 174.43, 164.70, 141.21, 134.78, 123.51, 117.85,
47.12, 36.65.

IR:3071,1770,1737,1673, 1647, 1622, 1589, 1543, 1525, 1489, 1472, 1455, 1442, 1417,
1398, 1359, 1338, 1322, 1270, 1214, 1192, 1115, 1045, 977, 934, 881, 856, 807, 778,
751, 686, 671, 629, 620 cm™L.

EA: vypocteno: C, 39.41; H, 2.41; N, 8.36, nalezeno: C, 39.35; H, 2.45; N, 8.42.
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N-(3,5-Dichlorfenyl)-2-(2,4-dioxothiazolidin-3-yl)acetamid [A 10]

Cl
Sumarni vzorec: C11HsCI2N203S
Relativni molekulovd hmotnost: 319,16
Popis: hnédosedé krystaly
Vytézek: 29%
Teplota tani: 192,5°C
Ry: 0,35

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 10.64 (s, 1H, NH), 7.56 (d, J = 1.7 Hz, 2H, H2, H6), 7.27
(t, J = 1.9 Hz, 1H, H4), 4.32 (s, 2H, NCH,CO), 4.30 (s, 2H, CH,S).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6§ 172.48, 172.11, 165.31, 141.19, 134.77, 123.52, 117.88,
44.33, 34.54.

IR:3262,3084,1751, 1676, 1588, 1551, 1489, 1442, 1415, 1400, 1381, 1329, 1299, 1268,
1226, 1212, 1161, 1135, 1112, 1102, 983, 931, 886, 899, 857, 806, 789, 699, 666, 653,
644, 634, 627 cm™.

EA: vypocteno: C, 41.40; H, 2.53; N, 8.78, nalezeno: C, 41.32; H, 2.55; N, 8.70.
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N-(2,4-Dichlorfenyl)-2-(4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)acetamid [A 11]

0] H Cl
St
S S © Cl
Sumarni vzorec: C11HgCl2N202S:
Relativni molekulovd hmotnost: 335,22
Popis: svétle Zluté az bilé krystaly
Vytézek: 7%
Teplota tani: 165 °C
Ry: 0,49

1H NMR (600 MHz, DMSO-de): & 10.60 (s, 1H, NH), 8.15 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H3), 7.73 (d, J
= 8.8 Hz, 1H, H6), 7.40 (dd, J = 8.8 Hz, 2.0 Hz, 1H, H5), 4.62 (s, 2H, NCH,CO), 4.38 (s, 2H,
CH.S).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6 203.39, 174.30, 164.87, 133.82, 129.43, 128.36, 127.81,
125.05, 124.70, 45.34, 36.51.

IR: 3245, 2794, 1740, 1669, 1596, 1538, 1490, 1461, 1431, 1402, 1365, 1327, 1300, 1256,
1219, 1193, 1141, 1088, 1040, 1000, 977, 936, 883, 842, 823, 769, 759, 745, 670, 638,
628, 616 cm™.

EA: vypocteno: C, 39.41; H, 2.41; N, 8.36, nalezeno: C, 39.32; H, 2.36; N, 8.33.

31



N-(2,4-Dichlorfenyl)-2-(2,4-dioxothiazolidin-3-yl)acetamid [A 12]

0] H Cl
foth
S o) © Cl
Sumarni vzorec: C11HsCI2N203S
Relativni molekulovd hmotnost: 319,16
Popis: bilé krystaly
Vytézek: 27 %
Teplota tani: >400 °C
Ry: 0,49

1H NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 9.13 (s, 1H NH), 8.08 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H6), 7.51 (d, J =
2.4 Hz, 1H, H3), 7.35 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H, H5), 4.56 (s, 2H, NCH2CO), 4.23 (s, 2H, CH,S).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6§ 171.62, 171.26, 164.59, 133.90, 129.52, 128.99, 127.66,
125.43, 124.80, 43.91, 33.66.

IR:3133,1748,1732,1716,1704, 1697, 1681, 1647, 1575, 1542,1522, 1508, 1489, 1473,
1456, 1386, 1339, 1162, 836, 818, 800, 766, 743, 664, 630, 614 cm™.

EA: vypocteno: C, 41.40; H, 2.53; N, 8.78, nalezeno: C, 41.49; H, 2.49; N, 8.83.
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2-(4-Oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)-N-(2,4,5-trichlorfenyl)acetamid [A 13]

0 h C
}NWN
S

S ° Cl
Cl

Sumarni vzorec: C11H7CI3N202S;
Relativni molekulova hmotnost: 369,66
Popis: nazloutlé krystaly
Vytézek: 21%
Teplota tani: 210 °C
Ry: 0,09

'H NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 10.23 (s, 1H, NH), 8.02 (s, 1H, H3), 7.93 (s, 1H, H6), 4.82
(s, 2H, NCH,CO), 4.41 (s, 2H, CH,S).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6 203.50, 174.38, 165.01, 134.91, 131.18, 130.35, 128.03,
126.17, 125.50, 46.85, 36.60.

IR: 2983, 2939, 1740, 1597, 1490, 1461, 1430, 1402, 1386, 1366, 1352, 1325, 1300, 1278,
1256, 1218, 1191, 1140, 1110, 1088, 1040, 1001, 977, 936, 883, 858, 841, 769, 759, 745,
666, 639 cm™.

EA: vypocteno: C, 35.74; H, 1.91; N, 7.58, nalezeno: C, 35.81; H, 1.95; N, 7.56.
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2-(2,4-Dioxothiazolidin-3-yl)-N-(2,4,5-trichlorfenyl)acetamid [A 14]

0 H Cl

}NWN

TNy © Cl

Cl

Sumarni vzorec: C11H7CI3N203S
Relativni molekulova hmotnost: 353,60
Popis: bilé krystaly
Vytézek: 15%
Teplota tani: > 400 °C
Ry: 0,1

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 10.19 (s, 1H, NH, NH), 8.05 (s, 1H, H3), 7.93 (s, 1H, H6),
4.46 (s, 2H, NCH2CO), 4.32 (s, 2H, CH.S).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6 172.14, 171.75, 165.34, 134.62, 130.89, 130.09, 127.74,
125.89, 125.15, 43.76, 34.20.

IR: 3317, 3099, 3003, 2946, 1732, 1681, 1558, 1520, 1394, 1361, 1319, 1224, 1162,
992, 902, 851, 841, 820, 796, 763, 740, 727,720, 710, 679, 642, 635, 627, 621,
611, 604 cm™,

EA: vypocteno: C, 37.36; H, 2.00; N, 7.92, nalezeno: C, 37.33; H, 1.97; N, 7.96.
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(2)-5-(5-Brom-2-hydroxybenzyliden)-3-methyl-2-thioxothiazolidin-4-on [K 1]

0]
BrWN~CH3
OHS\<

S
Sumarni vzorec: C11HsBrNO>S>
Relativni molekulovd hmotnost: 330,21
Popis: oranzové krystaly
Vytézek: 70 %
Teplota tani: 234,5°C
Rs: 0,26

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 11.08 (s, 1H, OH), 7.81 (s, 1H, =CH), 7.46 (dd, J = 8.7, 2.5
Hz, 1H, H4), 7.39 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H6), 6.89 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H3), 3.36 (s, 3H, CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6 194.23, 167.60, 157.21, 135.68, 132.13, 127.64, 123.40,
122.73,119.04, 111.22, 31.73.

IR: 3216, 3058, 2940, 1686, 1585, 1488, 1417, 1353, 1294, 1249, 1184, 1125, 1095, 1000,
961, 916, 887, 854, 819, 753, 743, 678, 647, 622 cm™..,

EA: vypocteno: C, 40.01; H, 2.44; N, 4.24, nalezeno: C, 39.91; H, 2.39; N, 4.21.
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(2)-2-[5-(5-Brom-2-hydroxybenzyliden]-2,4-dioxothiazolidin-3-yl)octova kyselina [K 2]

o O

Br N »’OH

N—CH,

OHS\<

(0]
Sumarni vzorec: C12HsBrNOsS
Relativni molekulovd hmotnost: 358,16
Popis: bilé krystaly
Vytézek: 43 %
Teplota tani: 103,7 °C
Rf: 0.83

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 13.26 (s, 1H, COOH), 7.93 (s, 1H, =CH), 7.45 (dd, J = 8.8,
2.4 Hz, 1H, H4), 7.39 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H6), 6.89 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H3), 4.29 (s, 2H, CH,).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6 168.34, 167.51, 165.24, 157.03, 135.72, 132.32, 127.64,
123.32,122.71, 119.07, 111.24, 42.53.

IR: 3566, 3243, 2885, 1748, 1704, 1672, 1654, 1612, 1567, 1542, 1468, 1429, 1375, 1339,
1305, 1274, 1205, 1157, 1115, 1072, 1017, 990, 958, 894, 830, 768, 701, 628 cm™.

EA: vypocteno: C, 40.24; H, 2.25; N, 3.91, nalezeno: C, 40.30; H, 2.29; N, 4.00.
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(2)-5-(5-Brom-2-hydroxybenzyliden)-2-thioxothiazolidin-4-on [K 3]

0]
OHS«

S
Sumarni vzorec: C10H6BrNO2S>
Relativni molekulovd hmotnost: 316,19
Popis: Zluté krystaly
Vytézek: 93 %
Teplota tani: 189 °C
Rf: 0,09

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 11.90 (s, 1H, OH), 10.95 (s, 1H, NH), 7.66 (s, 1H, =CH),
7.44 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz, 1H, H4), 7.34 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H6), 6.89 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H3).

13C NMR (151 MHz, DMSO): 6§ 196.31, 172.53, 170.16, 157.04, 135.37, 131.77, 126.15,
122.79, 118.92, 111.27.

IR: 3240, 3034, 2863, 1696, 1672, 1652, 1639, 1612, 1584, 1567, 1466, 1370, 1307, 1275,
1258, 1222, 1210, 1178, 1168, 1115, 1107, 1086, 1070, 1017, 987, 961, 894, 830, 768,
703, 653, 642, 628, 606 cm™L.

EA: vypocteno: C, 37.99; H, 1.91; N, 4.43, nalezeno: C, 38.11; H, 1.94; N, 4.49.

Pozn.: Tato slouéenina byla jiz dfive popsana. [26]
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4.2 Biochemie

4.2.1 Stanoveni inhibicni aktivity AChE a BChE

Inhibi¢ni aktivita slouc¢enin byla vyjadfena jako hodnota ICso a byla stanovena
spektrofotometricky pomoci modifikované Ellmanovy metody. Enzymaticka aktivita byla
mérena nepfimo stanovenim iontu 5-sulfanyl-2-nitrobenzoové kyseliny vzniklého reakci
thiolového cinidla 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) a thiocholinu —
produktu Stépeni acetylthiocholinu (ATCh) a butyrylthiocholinu (BTCh) jakoZto substratt
pro hydrolyzu pomoci AChE a BChE. [28]

Finalni reakéni smés o objemu 2000 pl pro stanoveni enzymatické aktivity
obsahovala koncentraci 40 umol/I ATCh, respektive BTCh, s aktivitou 0,2 U/ml a DTNB
v koncentraci 100 umol/l pro vsechny reakce, vSechny slozky byly fedény
v demineralizované vodé (vodivost 3 pS, dodavatel zafizeni BKG Water Treatment,
Hradec Kralové, Ceska republika). Pro viechny testované slouceniny a standardy bylo
ve findlni reakéni smési pouzito pét rlznych koncentraci inhibitoru. Jako standardy byly
pouzity galantamin, takrin a donepezil. Findlni koncentrace DMSO, ve kterém byly
rozpustény testované latky, byla 0,2 %. VSechna méreni byla provedena v triplikdtech.
Pramérné hodnoty méreni reakcnich rychlosti (vo— neinhibovana reakce, vi— inhibovana
reakce) byly pouZity ke sestrojeni grafu zavislosti vo/vi na koncentraci inhibitoru.

Ze ziskané rovnice regresni pfimky byly vypocéteny hodnoty ICso. [28]

Dale byla hodnocena reverzibilita inhibice BChE nejucinnéjsim inhibitorem (A 7).
Byly vybrany tfi koncentrace inhibitoru (0; 1; 2,5; 3,5 umol/I), cilem bylo pozorovat
Ucinek inhibitoru na aktivitu enzymu v pribéhu ¢asu. Postup byl analogicky ke stanoveni
enzymatické aktivity. Pripravena reakéni smés obsahujici fosfatovy pufr, BChE
a nejucinnéjsi slouceninu v jedné ze zvolenych koncentraci byla intenzivné michana
a v danych casech byly ke vzorku odebranému z reakéni smési pridany DNTB a BTCh,
rychle promichany a byla zmérena absorbance k uréeni aktivity enzymu. Na zakladé
znalosti enzymatické aktivity pfi absenci inhibitoru (tj. 100% aktivita) byla kvantifikovédna
procenta zbytkové aktivity v pfitomnosti inhibitoru. Nasledné byla sestrojena zavislost
zbytkové aktivity v ¢ase. Na zakladé téchto dat je mozné odlisit reverzibilni a ireverzibilni

inhibici a jeji typ. Pro stanoveni typu inhibice byl pouzit Lineweaver-BurkeUyv graf, postup
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byl analogicky ke stanoveni ICso. VSechny experimenty byly provedeny v duplikatech.
Ze ziskanych rovnic regresnich krivek v tomto grafu byla vypoctena Michaelisova
konstanta (Km) @ maximalni rychlost (Vim), na jejichz zdkladé byl urcen typ inhibice. [28]

Typ inhibice byl stanoven pouze pro BChE.

Pro vSechna méreni byla pouZita AChE z pauhore elektrického (Electrophorus
electricus L.), BChE pochazela z konského séra. VSechny enzymy, substraty a standardy

byly zakoupeny od firmy Merck (Praha, Ceska republika).

Vsechna popsand stanoveni byla provedena na Katedie biologickych
a biochemickych véd na Fakulté chemicko-technologické Univerzity Pardubice,
pod vedenim Mgr. Sarky Stépankové, Ph.D. Autorka prace se na téchto méfenich osobné

podilela.
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4.3 Biologie

4.3.1 Antibakterialni aktivita

Hodnoceni antibakteridlni aktivity probihalo v{ci ¢tyfem G+ a ¢tyfem G- klinicky
vyznamnym bakteridlnim kmenim. Jednalo se o kmeny Staphyloccocus aureus ATCC
(American Type Culture Collection) 29213, CCM (Czech Collection of Microorganisms)
4223, methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus ATCC 43300, CCM 4750,
Staphylococcus epidermidis ATCC12228, CCM 4418, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
CCM 4224, Escherichia coli ATCC 25922, CCM 3954, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031,
CCM 4415, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, DSM 30007, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, CCM 3955. Tyto kmeny byly ziskdny z CCM (Brno, Ceska
republika) nebo se jednalo o klinické izolaty z Ustavu klinické mikrobiologie (Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové, Ceskd republika). Testovalo se pomoci mikrodilu¢ni
bujonové metody, kterd byla provedena dle EUCAST (The European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing) instrukci (2006). [29]

Kultivace probihala v Mueller-Hintonové bujénu s upravenou koncentraci
kationtdi (CAMHB, M-H 2 broth, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) pfi35+2 °C.
Testované latky byly rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), ¢imz byly
pripraveny zasobni roztoky. Kone¢na koncentrace DMSO nepresahla 1 % (v/v) celkového
sloZzeni roztoku a neovlivnila rlst bakterii. Pfi kazdém testu byly zahrnuty pozitivni
kontroly obsahujici pouze mikroby, negativni kontroly obsahujici pouze kultiva¢ni

médium s DMSO a vnitfni standardy.

Antibakterialni aktivitu vyjadfuje hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC,
udavana v umol/l) odeditana po 24 a 48 hodinach statické inkubace pfi teploté 35+2 °C.
Vsechny experimenty byly provedeny duplicitné a pro platnost vysledku nesmi byt rozdil
MIC mezi dvéma paralelnimi stanovenimi vétsi nez jeden dil na stupnici méreni. Stupnice
méreni pro stanoveni MIC zacinala od 0,49 pumol/l. Vysledky byly odecitany vizudlné.

Jako standard byl pouzit piperacilin. [29][30]
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4.3.2 Antimykobakterialni aktivita

Testovani prokazujici antimykobakteriadlni aktivity bylo provedeno v(ci rychle
rostoucim druhim mykobakterii: Mycobacterium (Mycolicibacterium) smegmatis DSM
43465 (ATCC 607), Mycobacterium (Mycolicibacterium) aurum DSM 43999 (ATCC 23366)
z Némecké kolekce mikroorganismu a bunécnych kultur (DSM, Braunschweig, Némecko)
a s avirulentnim kmenem Mycobacterium tuberculosis Hz7Ra ITM-M006710 (ATCC 9431)
z Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms. Pro testovani byla zvolena
mikrodiluéni bujénova metoda v 96 jamkovych mikrotitracnich desti¢kach. Bylo pouZito
kultivaéni médium Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) obohaceny
00,4 % glycerolu (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) a 10 % rUstového doplriku
Middlebrook OADC (Himedia, Mumbai, Indie). Kultivace probihala na agaru
Middlebrook 7H9 a suspenze byly pfipraveny v bujénu Middlebrook 7H9. FindIni hustota
byla upravena na 1,0 dle McFarlandovy stupnice a zfedéna bujénem v poméru 1:20
(pro rychle rostouci mykobakterie) nebo 1:10 (pro M. tuberculosis). VSsechny slouceniny
uréené pro testovani byly rozpustény v DMSO, dale byl pfiddm Middlebrook bujén
pro ziskani koncentrace 2000 pg/ml. Jako standardy byly pro testovani aktivity vyuzity
isoniazid (INH), rifampicin (RIF) a ciprofloxacin (CPX; Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko). Koneénych koncentraci bylo docileno bindrnim tedénim a pfiddnim
mykobakterialni suspenze. Koncentrace byly nastaveny na 500, 250, 125, 62,5, 31,25,
15,625, 7,81 a 3,91 pug/ml podle kone¢né MIC. Finalni koncentrace DMSO nepfesahla
2,5 % (v/v) a neovlivnila rist testovanych kmen(. Do testovani byly zahrnuty pozitivni
(bujon, DMSO a bakterie) a negativni kontroly (pouze bujon a DMSO). Desticky byly
uzavieny polyesterovym pfilnavym filmem a staticky inkubovany pfi 37 °C.
Po 48 hodinach inkubace pro M. smegmatis, po 72 h pro M. aurum a po 120 h inkubace
v pripadé M. tuberculosis, byl ptridan 0,01% roztok sodné soli resazurinu. Barvivo bylo
zhotoveno  rozpusténim  resazurinu  (Sigma-Aldrich,  Steinheim,  Némecko)
v deionizované vodé, ¢imz vznikl 0,02% roztok. Déale byl zhotoven 10% vodny roztok
Tween 80 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko). Oba roztoky byly smichany ve stejnych
objemech a prefiltrovany skrz membranovy filtr. Inkubace mikrotitracnich desticek
pro stanoveni aktivity probihala dalsi 2,5 hodiny u M. smegmatis, 4 h u M. aurum a 24

hodin u M. tuberculosis. Antimykobakterialni aktivita byla vyjadiena jako hodnota
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minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a byla odectena na zdkladné barevné zmény
roztoku vjamkach (modrd barva — aktivni sloucenina; rdzovd barva — neaktivni
sloucenina, resp. koncentrace). VSechny experimenty byly provedeny v duplikatech.

[31](32](33]

4.3.3 Antifungalni aktivita

Stanoveni antifungdlni aktivity probihalo vuci ¢tyfem kvasinkovym kmenim
Candida albicans ATCC 24433, CCM 8320, Candida krusei ATCC 6258, CCM 8271,
Candida parapsilosis ATCC22019, CCM 8260, Candida tropicalis ATCC 750, CCM 8264, a
¢tyrem kmenUm vldknitych hub: Aspergillus fumigatus ATCC 204305, Aspergillus flavus
CCM 8363, Absidia (Lichtheimia) corymbifera CCM 8077 a Trichophyton interdigitale
ATCC 9533, CCM 8377. Byla vyuzita mikrodilu¢ni bujénova metoda, ktera byla
provedena dle modifikovanych EUCAST instrukci. [32][33]

Vsechny testované slouceniny byly rozpustény v DMSO a zfedény bindrnim
fedénim RPMI-1640 médiem s L-glutaminem doplnénym 2 % roztokem glukdzy (w/v) a
pufrovany na findlni pH 7 pomoci 3-(N-morfolin)propan-1-sulfonové kyseliny (vie Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Cilova koncentrace DMSO nepresahla 1 % (v/v) celkového

sloZeni roztoku a nebyl ji inhibovan rlst hub.

Inkubace probihala pfi 35%2 °C po dobu 24 a48hodin (72a 120 hodin
pro Trichophyton interdigitale). BEhem testovani byly pouzity pozitivni kontroly tvorené
pouze testovanymi kmeny hub a negativni kontroly tvoreny kultivaénim médiem
s DMSO. Dale byla zahrnuta interni kontrola kvality. Stanoveni MIC byla provadéna
vizualné a v duplikdtech. Aby vyhodnocené vysledky byly platné, nesmi byt rozdil
stanovené hodnoty MIC ze dvou paralelnich méfeni vétsi nez jeden dil stupnice méreni,

tato stupnice zacinala hodnotou 0,49 umol/I.

Referencnimi slou¢eninou pro porovnani stanoveni byl flukonazol. Vysledna MIC

evvs

50% inhibici rGstu oproti kontrole bez l|éciva. Vysledné hodnoty byly odecteny
po 24 hodinach v pripadé kvasinek nebo 48 hodinach v pfipadé plisni statické kultivace

mikrodiluénich desti¢ek pfi 35+2 °C. Cilové hodnoty byly stanoveny pomoci ¢tecky
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urcéené pro tyto desti¢ky (SynergyTM HTX, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)
pfi vinové délce 530 nm. [30][32][33]
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Syntéza

Vsechny nové nasyntetizované slouceny vychazi ze struktury rhodaninu, resp.
thiazolidin-2,4-dionu. Tyto vychozi slouceniny byly zvoleny na zakladé predeslych studii,
ve kterych bylo prokdzano jejich Siroké biologické vyuZiti, zejména schopnost inhibice
cholinesterdz, antibakterialni, antimykobakteridlni a antifungdlni aktivita.

Bylo pfipraveno celkem 17 novych sloucenin v rlznych vytéicich (7-93 %).

evvs

zaznamenan u slouceniny K 3 (93 %).

Ctrnact slouéenin (A 1-A 14) vzniklo reakci rhodanin-3-octové kyseliny, resp. 2,4-
dioxothiazolidin-3-octové kyseliny, s ekvivalentnim mnoZstvim pfislusného anilinu a
mirnym nadbytkem HOBt a EDC podle dfive publikované metodiky. [1] VSechny
komponenty byly rozpustény ve smési rozpoustédel dichlormethan/ethyl-acetat,
po uplynuti reakéni doby bylo rozpoustédlo odpafeno za snizeného tlaku a k ziskanému
olejovitému odparku bylo ptfiddno malé mnozstvi ethyl-acetdtu. Vznikla suspenze byla
prenesena a vytrepdna v délici nalevce zfedénou kyselinou chlorovodikovou, vodnym
roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a solankou. Organicka faze byla nakonec
vysusena siranem sodnym, susSidlo bylo odfiltrovano a po pfidani n-hexanu k iniciaci
krystalizace byla reakéni smés ponechana pfi teploté +4 °C po dobu 24 hodin. Vzniklé
krystaly nasledné byly Zzfiltrovdany. Reakénim mechanismem této syntézy je
karbodiimidovy coupling. VSechny vzniklé derivaty jsou z funkéniho hlediska amidy.

Slouceniny A 7 a A 11 musely byt dodatecné precistovany krystalizaci z ethyl-acetatu.

Zbylé tfi slouceniny (K 1 — K 3) vznikly reakci halogenového salicylaldehydu (5-
bromsalicylaldehyd)  srhodaninem  (resp. 3-methylrhodaninem a  2-(2,4-
dioxothiazolidin-3-yl)octovou kyselinou) a octanem sodnym pomoci Knoevenagelovy
kondenzace vledové kyseliné octové za teploty varu rozpoustédla. Nasledné bylo
odpareno rozpoustédlo za snizeného tlaku, coz vedlo kiniciaci krystalizace. Vysledny
produkt byl, po promyti vodou, ziskdn filtraci. VSechny tyto slouceniny jsou

ze strukturniho hlediska kondenzaty.
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VSechny nové pripravené slouceniny byly dale charakterizovany spektralnimi a
fyzikdInimi metodami. Déle byla ovérena jejich Cistota, ktera byla dostatecna pro jejich

nasledujici biologické hodnoceni.

5.2 Biochemické hodnoceni

U vSech sloucenin byla otestovdna enzymatickd inhibi¢ni aktivita viac¢i AChE

a BChE, u nejucinnéjsiho inhibitoru byl stanoven i typ inhibice.

Vysledky enzymatického testovani jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 1). Stanoveni
probihalo pomoci modifikované Ellmanovy metody a bylo provedeno na Fakulté
chemicko-technologické Univerzity Pardubice. Tato metoda spociva v nepfimém
stanoveni iontu 5-sulfanyl-2-nitrobenzoové kyseliny. Na testovani pfipravenych latek se
autorka prdce sama podilela. Vysledky testovani jsou vyjadifeny jako hodnoty ICso, tato
hodnota odpovidd takové koncentraci inhibitoru, kterd snizi aktivitu daného enzymu
na polovinu. Tyto hodnoty jsme ziskaly na zdkladé méreni rychlosti inhibovanych
a neinhibovanych reakci, ze kterych byla sestrojena zavislost a z rovnice regresni pfimky
byly vypocteny hodnoty ICso (Graf 1). Vysledky byly porovndny se standardy
galantaminem, takrinem, donepezilem a také s vychozimi molekulami pro design této

série sloucenin. [1]

V tabulce (Tabulka 1) jsou zaznamenany hodnoty ICso pro vSechny nové
syntetizované struktury a pouZzité standardy, ddle jsou v tabulce zaznamenany vysledky
vychozich hitll, které jsou oznaceny jako ,vychozi amid“ (N-(4-chlorfenyl)-2-(4-oxo-2-
thioxothiazolidin-3-yl)acetamid) a ,,vychozi kondenzat”, strukturné (2)-2-[5-(5-brom-2-
hydroxybenzyliden]-4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)octova kyselina.

Vyssi enzymatickou inhibicni aktivitu vykazovaly amidy, které byly aktivnéjsi spise
vUci BChE.

2,91 umol/I vici BChE). Jedna se o amid, ktery ve své strukture obsahuje tfi atomy chloru
v poloze 3,4,5 a thio skupinu, pricemz jeho strukturni analog, ktery obsahuje taktéz tfi

atomy chloru ve stejnych polohach, ale dale dvé oxo skupiny, mél aktivitu podstatné

nizsi (A 8). Vinhibici cholinesterdz bylo dosazeno pomérné nizké hodnoty ICsp i
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u slouceniny A 14 (32,18 umol/l pro AChE, 9,35 umol/I pro BChE), jedna se o derivat
obsahujici také tfi atomy chloru, ale vtomto pfipadé v polohach 2, 4 a 5, a dvé oxo
skupiny. Jeho strukturnim analogem obsahujicim thioskupinu je A 13, u které byla
inhibi¢ni aktivita podstatné nizsi (130,33 umol/I pro AChE, 384,66 umol/I pro BChE). Déle
byla prokdzana vyznamna inhibi¢ni aktivita u sloucenin A 9 (59,51 pumol/l pro AChE,
4,7 umol/l pro BChE) a A 10 (83,47 umol/I pro AChE, 4,93 umol/l pro BChE), tyto obé
slouceniny ve své struktufe obsahuji dva chlory v polohach 2,4. VSechny slouceniny byly
porovnany se standardy. Slouéenina A 7, ktera byla vyhodnocena jako nejucinnéjsi, a
dale pro ni byl stanoven i typ inhibice, méla srovnatelnou aktivitu pro BChE jako pouZzity
standard galantamin (2,77 umol/l). V porovnani s vychozim amidem maji ve vétsiné
pfipadl nové ptipravené amidy vyssi (nebo srovnatelnou) inhibi¢ni aktivitu, zejména
vUci BChE. Z dosazenych vysledkl je dale patrno, Ze slou¢eninyA1,A7,A8, A9aA10
selektivné inhibuji BChE, coZz dokazuje index selektivity, ktery byl vypoéten z poméru
hodnot ICso pro AChE a BChE a dosahoval u téchto sloucenin hodnoty >10, coZ znaci

pravé selektivni ucinek.

vy

standardy. Nicméné v porovnani s vychozim kondenzatem dosahovaly dvé slouceniny
(K1 a K3) mirné nizsich hodnot ICso pro BChE, coZ znaci jejich vyssi inhibi¢ni aktivitu.
Nejvyssi aktivita vic¢i AChE byla zjisténa u slouéeniny K2 (57,87 umol/l), jedna se
byla stanovena pro K3 (104,35 umol/l), coZ je derivat bez substituce na dusiku. Tato
hodnota ICso je v porovnani s aktivitou vychoziho kondenzatu vici BChE nizsi. Obecné si

Ize vSimnout, Ze nové pfipravené kondenzaty jsou aktivné;jsi vici AChE nez BChE.

V rdmci porovnani nové pripravenych amidl a kondenzatl se jako lepsi inhibitory

cholinesteraz jevi amidy.
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sloucenina AChE BChE
ICso (LmMol/I) ICso (LmMol/I)
Al 146,6310,33 14,80+0,70
A2 56,20+1,06 21,83+0,04
A3 93,67+0,50 90,6213,14
A4 123,56+5,84 57,80+3,05
A5 58,29+2,05 7,8310,14
A6 40,67+1,31 12,69+0,12
A7 34,42+0,01 2,9110,05
A8 172,9845,50 10,70+0,63
A9 59,51+2,32 4,70+0,08
A10 83,47+2,87 4,9310,21
A1l 44,84+1,75 108,7214,66
A12 131,1617,63 >500
A13 130,3344,35 384,6615,97
A14 32,18+0,65 9,35%0,32
K1 98,80+2,42 112,8312,77
K2 57,87+1,97 356,89+36,51
K3 75,31+0,75 104,350,78
galantamin 1,54+0,02 2,77%0,15
takrin 0,038+0,002 0,004+0,00006
donepezil 0,015+0,0001 0,0314+0,001
Vychozi amid
S
S\( Q /©/CI 56,76+1,47 26,57+0,29
T,
0 H
Vychozi kondenzat
Br
48,3510,11 121,26+1,54

Tabulka 1 Vysledky stanoveni enzymatické inhibicni aktivity
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vy

Typ inhibice byl stanoven obdobné jako inhibi¢ni aktivita s tim rozdilem, Ze byla

ménéna koncentrace enzymu v prlbéhu ¢asu a nasledné na zakladé podilt rychlosti

inhibované a neinhibované reakce byla sestavena linedrni zavislost dle Lineveawer-

Burka. Jak jiz bylo zminéno, typ inhibice byl stanoven u amidu A 7, jelikoZ vykazoval vyssi

inhibi¢ni aktivitu vici BChE, byl pro toto stanoveni pouzit pravé tento enzym. Z grafu

(Graf 2) je patrné, Ze se jednad o reverzibilni kompetitivni inhibici.
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5.3 Biologické hodnoceni

V nasledujici tabulce (Tabulka 2) jsou shrnuty vysledky stanoveni antibakterialni
aktivity. Toto stanoveni bylo provedeno vici ¢tyfem G+ a G- bakteridlnim kmendm
pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody. Konkrétné se jednalo o bakterie Staphylococcus
aureus (SA), methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcus
epidermidis (SE), Enterococcus fecalis (EF), Escherichia coli (EC), Klebsiella pneumonie
(KP), Acinetobacter baumanii (ACl) a Pseudomonas aeruginosa (PA). Vysledky jsou
vyjadieny jako hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), coz je takova
koncentrace slouceniny, ktera jiz inhibuje rlist daného mikroba. Standardem pro toto

stanoveni bylo antibiotikum piperacilin.

Je tfeba podotknout, Ze vSechny slouceniny byly pfipraveny primarné za ucelem
inhibice cholinesteraz a co se tyce antibakteridlni aktivity, nebyla pfiliS vysoka.

U vétSiny pripravenych amidli presahovala namérfend hodnota MIC nejvyssi
a K3 (125 pumol/l pro SA). Obé tyto slouceniny jsou strukturné kondenzaty a celkové Ize
z dosazenych vysledkl vyvodit, Ze obecné byly hodnoty MIC nizsi spiSe u kondenzatl
nez u amidl. Nicméné vSechny dosazené hodnoty MIC jsou vyrazné vyssi nez pouzity

standard, tudiz lze tvrdit, Ze antibakteridlni aktivita téchto sloucenin je nizka.
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KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/1Cos (umol/I)
(kod) Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9
SA 24 h >500 >500 >500 >500 250 500 250 >500 250
48 h >500 >500 >500 >500 500 >500 500 >500 500
MRSA 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 500
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 500
SE 24 h >500 >500 >500 >500 500 500 250 >500 500
48 h >500 >500 >500 >500 500 >500 >500 >500 >500
EF 24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 250 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 >500
EC 24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
KP 24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
ACI 24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
PA 24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
A10 All A12 A13 A1l4 K1 K2 K3 piperacilin
SA 24 h >500 >250 >125 >125 >125 250 500 125 3,7
48 h >500 >250 >125 >125 >125 >250 500 250 3,7
MRSA 24 h >500 >250 >125 >125 >125 >250 500 250 29,6
48 h >500 >250 >125 >125 >125 >250 500 500 29,6
SE 24 h >500 >250 >125 >125 >125 125 500 500 0,23
48 h >500 >250 >125 >125 >125 >250 500 500 0,23
EF 24 h >500 >250 >125 >125 >125 250 >500 500 3,7
48 h >500 >250 >125 >125 >125 >250 >500 >500 3,7
EC 24 h >500 >250 >125 >125 >125 >250 250 500 7,41
48 h >500 >250 >125 >125 >125 >250 250 >500 7,41
KP 24 h >500 >250 >125 >125 >125 >250 250 500 >59,31
48 h >500 >250 >125 >125 >125 >250 250 500 >59,31
ACI 24 h >500 >250 >125 >125 >125 >250 500 500 59,31
48 h >500 >250 >125 >125 >125 >250 500 >500 59,31
PA 24 h >500 >250 >125 >125 >125 >250 >500 500 29,66
48 h >500 >250 >125 >125 >125 >250 >500 >500 29,66

Tabulka 2 Vysledky stanoveni antibakteridlni aktivity
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V ndsledujici tabulce (Tabulka 3) jsou zaznamenany vysledky antifungdlni
aktivity, ktera byla stanovena vlci ctyfem kmenOm kvasinek a ctyfem kmenlm
vldknitych hub. Konkrétné se jednalo kmeny Candida albicans (CA), Candida krusei (CK),
Candida parapsilosis (CP), Candida tropicalis (CT), Aspergillus fumigatus (AF), Aspergillus
flavus (AFla), Absidia corymbifera (AC), Trichophyton interdigitale (Tl). Stanoveni
probihalo pomoci mikrodilucni bujonové metody a vysledky testovdni jsou opét

vyjadreny hodnotami MIC, jako standard byl pouzit flukonazol.

U vsech testovanych amidl presahovala hodnota MIC nejvy$si moZnou
hodnocenou koncentraci slouceniny, je tudiz patrné, Ze antifungalni aktivita u téchto
sloucenin neni vyznamnda. Opét je nutno podotknout, Ze primarné byly slouceniny
syntetizovany za ucelem inhibice AChE a BChE.

evvs

MIC bylo dosaZzeno u sloucenin K2 (125 umol/I pro vsechny kmeny kvasinek), coz je
kondenzat thiazolidinu, dale u rhodaninu bez N-substituce K3 (62,5 umol/l pro CK).
Stejné jako u antibakteridlni aktivity se zde potvrzuje, Ze aktivnéjsimi slou¢eninami jsou
kondenzaty, nicméné i tak je antifungalni aktivita obecné nizsi. VSechny slouceniny

dosahovaly vyssich hodnot MIC neZ pouZity standard.
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KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol/1)
(kod) Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9
CA 24h | >500 | >500 : >500 @ >500 @ >125 @ >500 @ >125 : >125 >125
48h | >500 | >500 >500 @ >500 @>125 @ >500 @ >125 >125 >125
CK 24h | >500 @ >500 : >500 @ >500 @ >125 @ >500 @ >125 : >125 >125
48h | >500 | >500 >500 @ >500 @ >125 @ >500 @ >125 >125 >125
cp 24h | >500 | >500 : >500 @ >500 @ >125 @ >500 @ >125 : >125 >125
48h | >500 | >500 >500 @ >500 @>125 @ >500 @ >125 >125 >125
CcT 24h | >500 @ >500 : >500 @ >500 @ >125 @ >500 @ >125 : >125 >125
48h | >500 | >500 >500 @ >500 @>125 @ >500 @ >125 >125 >125
AF 24h | >500 @ >500 : >500 @ >500 @ >125 @ >500 @ >125 : >125 >125
48h | >500 | >500 @ >500 @ >500 @ >125 @ >500 @ >125 >125 >125
AFla @ 24h | >500 | >500 | >500 @ >500 @ >125 @ >500 : >125 | >125 >125
48h | >500 | >500 @ >500 @ >500 @ >125 @ >500 ' >125 >125 >125
AC 24h | >500 | >500 | >500 @ >500 >125 >500 @ >125 | >125 >125
48h [ >500 | >500 @ >500 @ >500 | >125 >500 @ >125 >125 >125
TI 5dni | >500 >500 @ >500 | >500 | >125 @ >500 >125 | >125 >125
7dni | >500 @ >500 @ >500 | >500 | >125 : >500 @ >125 | >125 >125
A10  A11  Al12 A13 A14 K1 K2 K3  flukonazol
CA 24h | »>125 | >250 | >125 >125 >125 >250 @ 125 125 3,3
48h | >125 | >250 >125 @ >125 @ >125 @ >250 @ 125 125 -
CK 24h | »125 | >250 | >125 >125 >125 >250 @ 125 62,5 >104,5
48h | >125 | >250 >125 @ >125 @ >125 @ >250 | 125 125 -
cp 24h | »125 | >250 | >125 >125 >125 >250 @ 125 125 6,5
48h | >125 | >250 @ >125 @ >125 @ >125 @ >250 | 125 250 -
CcT 24h | »125 | >250 | >125 >125 >125 >250 @ 125 125 13,1
48h | >125 | >250 @ >125 @ >125 @ >125 @ >250 | 125 250 -
AF 24h | »125 | >250 @ >125 >125 >125 >250 @ 500 250 >104,5
48 h | >125 | >250 : >125 | >125 @ >125 @ >250 500 >500 >104,5
AFla  24h [ >125 >250 @ >125 @ >125 | >125 >250 @500 250 >104,5
48 h | >125 | >250 | >125 | >125 @ >125 @ >250 500 >500 >104,5
AC 24h | >125 | >250 : >125 | >125 @ >125 @ >250 | >500 500 >104,5
48h | >125 @ >250 >125 @ >125 @ >125 | >250 @ >500 >500 >104,5
TI 5dni | >125 >250 @ >125 | >125 | >125 >250 @ 250 125 52,2
7dni | >125  >250 | >125 | >125 | >125 @ >250 @ 500 250 52,2

Tabulka 3 Vysledky stanoveni antifungdini aktivity
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V posledni tabulce (Tabulka 4) je zaznamendna antimykobakteridlni aktivita, jejiz
stanoveni probihalo opét mikrodilu¢ni bujénovou metodou, a vysledky jsou vyjadieny
jako hodnoty MIC. Aktivita byla stanovena vici kmenim Mycobacterium smegmatis,
Mycobacterium aurum, Mycobacterium avium, Mycobacterium kansasii a avirulentnimu
kmenu Mycobacterium tuberculosis. Jako standardy byly pouzity rifampicin, isoniazid a

ciprofloxacin, jejichz hodnoty MIC jsou také zahrnuty v tabulce.

evvs

evvs

byla zaznamenana také u M. kansasii (62,5 pg/ml). Tento rhodaninovy derivat obsahuje
dva atomy chloru v polohach 3 a 5 anilidové ¢asti. Ostatni amidy nevykazuji pfilis vyrazné

antimykobakteridlni aktivity.

evvs

hodnoty MIC pro jednotlivé slouceniny byly pro N-methylovany rhodaninovy kondenzat
K 115,625 pg/ml (M. kansasii), pro kyselinu K 2 31,25 pg/ml (M. aurum, M. kansasii) a
rhodaninovy kondenzat K 3 15,625 pg/ml (M. kansasii). Nicméné u vsech sloucenin byla

i zde namérend hodnota MIC vyssi nez u pouzitych standardd.

Kmen/kéd slougeniny TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (pg/ml)

Al | A2 | A3 | A4 | A5 A6 A7 A8 A9 | A10
M. smegmatis >500 | 500 | =500 | =500 [ >500 | =500 | =500 | =500 | =500 | >500
M. aurum 500 | >500 | =500 | 250 | 500 | 500 | 500 | 250 125 | 250
M. avium >500 | =500 | =500 [>500| 250 | 500 | 250 | 125 | 250 | 250
M. kansasii 250 | 250 | =500 | 250 | 125 250 | 250 | 62,5 | 62,5 | 125
M. tuberculosis Hs;Ra 125 | 500 | 250 |=2500| 125 | =500 | 250 | 125 125 | 250
Kmen/kdd slouceniny All | A12 | A13 | Al14 K1 K2 K3 INH RIF CPX
M. smegmatis >125 | 125 | 2125 | 2125 | =500 | 62,5 | 125 | 31,25 | 25 | 0,125
M. aurum >125 | 2125 | 2125 | >125| 62,5 | 31,25 | 62,5 | 3,91 | 0,39 | 0,016
M. avium >125 | 2125 | 2125 | >125| 62,5 | 125 125 | 1000 | 0,25 | 0,78
M. kansasii 125 | 2125 | 2125 | >125 |15,625( 31,25 |15,625| 3,125 | 0,025 | 0,25
M. tuberculosis Hs;Ra >125 | 2125 | 2125 | >125 31,25 | 125 | 62,5 | 0,25 [0,0031| 0,25

Tabulka 4 Vysledky stanoveni antimykobakteridlni aktivity
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JelikoZ pokryvaji rhodaniny a jejich derivaty velice Siroké spektrum biologickych
aktivit, coZ je patrno i z naSich dosazenych vysledk(, jsou obecné jejich derivaty razeny
mezi tzv. PAINS (pan-assay interference compounds). [34][35][36] Tato skupina
chemickych sloucenin ¢asto poskytuje falesné pozitivni vysledky pfi screeningu
biologické aktivity, zejména u enzymovych eseji, jelikoz maji tendenci nespecificky
reagovat s mnoha biologickymi cili (Obr. 19). Mezi ¢asté PAINS patfi toxoflavin, kurkumin
nebo chinony. Celkové je tato problematika velice obsahla a vénuje ji fada studii. Ani
u rhodaninovych derivat(i neni tato diskuse zcela uzaviena a situace neni jednoznacna.
[371(38] Pro dalsi vyvoj potencialnich Ié¢iv na bazi rhodaninu a thiazolidin-2,4-dionu,
zejména jejich C5-enovych derivat(, je potreba vidy potvrdit specificitu zjiSténé aktivity.
Zde prezentované slouceniny, zejména amidy, maji velmi nizkou antimikrobni aktivitu,
naopak jsou vyrazné ucinnéjsi jako inhibitory cholinesteraz, coz naznacuje specificky

ucinek.

Specific ‘ T
et c 0 c Drug-like Molecule

) Pan-assay Interference
Non-specific Compound
Interactions

Obr. 19 Mechanismus plsobeni PAINS

Obrdzek dostupny z: https.//en.wikipedia.org/wiki/File:PAINS_Figure.tif
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7. ZAVER

Slou¢eniny odvozené od struktury rhodanint a thiazolidin-2,4-dion0 vykazuji
Siroké spektrum biologickych aktivit, mezi které patfi napf. antibakterialni, antifungalni,
antimykobakterialni aktivita nebo enzymatickd inhibi¢ni aktivita vici rznym skupinam

enzym(, do kterych spadaji i cholinesterazy.

Inhibitory cholinesteraz nachdzeji hojné vyuziti v terapii riznych onemocnéni,

napt. pfi Alzheimerové chorobé nebo myasthenii gravis.

V ramci této prace bylo pfipraveno celkem sedmnact novych slouéenin, ¢trnact
amidu a tfi C5 kondenzaty. U vSech sloucenin byla stanovena enzymaticka inhibi¢ni
aktivita vci AChE a BChE, u nejucinnéjsiho inhibitoru byl stanoven i typ inhibice BChE.

Dale byla hodnocena antibakterialni, antifungalni a antimykobakterialni aktivita.

Nejvyssi inhibicni u¢inek na oba enzymy byl jistén u 2-(4-oxo-2-thioxothiazolidin-
3-yl)-N-(3,4,5-trichlorfenyl)acetamidu, dale bylo stanoveno, Ze se jedna o reverzibilni
kompetitivni inhibitor. Obecné nové pfipravené amidy vykazovaly vyssi inhibi¢ni aktivitu

nez kondenzaty, u kterych ale byla naopak zjisténa vyssi antimikrobni aktivita.

U vSech sloucenin byla prokazana biologicka aktivita, kterd ma souvislost s jejich
strukturou. Nasledujici planované testovani bude zaméfeno na cytotoxicitu téchto

sloucenin.
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