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ABSTRAKT

Zavazny problém predstavujici hrozbu pro lidstvo je antibioticka rezistence. Vyvojem
novych ucinnych latek miZeme bojovat proti tomuto trendu a zvratit jeho vyvoj. Jelikoz
steroidni struktury vykazuji Sirokou skalu biologickych aktivit, byla zvolena vychozi latka
estron, kterd byla pomoci rlznych reakci modifikovana. Bylo tak pfipraveno celkové
patnact novych sloucenin, které byly testovany na antibakterialni, antifungalni

a antimykobakterialni aktivitu, doplrikové také na inhibici cholinesteraz.

Modifikace estronu probihala primarné dvéma rlznymi zplsoby za vzniku hydrazon(
a esterU. Takto bylo pfipraveno dvandct latek, u zbylych latek doslo ke zméné vychozich
latek Ci postupu. V pripadé Ctyr sloucenin bylo potfeba pfedem syntetizovat i jeden
z reaktantll. Vytézky se pohybovaly v rozmezi od 62 % do 95 % u hydrazoni a od 8 % do
54 % u ester(. Antibakteridlni aktivita byla testovana proti ¢tyfem vybranym
grampozitivnim a gramnegativnim kmenUlm. Antifungalni aktivita byla testovana proti
Ctyfem kvasinkam a vlaknitym houbam. Antimykobakteridlni aktivita byla testovana
proti péti kmenlm mykobakterii. VSechny tyto metody byly testovdny pomoci

mikrodilu¢ni bujénové metody.

Testované latky neprojevily Zzadnou aktivitu pfi antibakteridlnim a antifungdlnim
testovani. Aktivita byla zaznamendna pouze pfi antimykobakteridlnim testovani, kdy
deset z dvandcti testovanych latek vykazalo aktivitu alespon vici jednomu kmenu

evvs

(MIC) projevil 4-chlorbenzohydrazon estronu (PaP-7), a to vici Mycobacterium kansasii.

Také byla hodnocena inhibice acetyl- (AChE) a butyrylcholinesterézy (BChE). Zde byly
aktivni vSechny derivaty v hodnotami ICso od 31,88 do 166,19 uM. VSechny slouceniny
byly dudinimi inhibitory obou enzym, nejlepsi aktivitu jak na AChE, tak i BChE vykazal

4-chlorfenyl ester estronu.

Syntetizované latky bohuZel neprokazaly dostatecnou aktivitu v{ici bakteriim a houbam,
ale mohly by byt uZite¢né v boji proti mykobakteriim a jako potencidlni inhibitory

cholinesteraz.

Klicova slova: antimikrobidlni slouCeniny, antimykobakteridlni aktivita, enzymova

inhibice, cholinesterazy, steroidy, syntéza



ABSTRACT

Antibiotic resistance represents a significant threat to humanity. To combat this trend,
the development of new effective substances can be employed to potentially reverse its
progression. Due to the broad range of biological activities exhibited by steroid
structures, estrone was chosen as the starting material and was modified through
various reactions. In total, fifteen new compounds were synthesized, which were tested
for their antibacterial, antifungal, and antimycobacterial activities, and additionally for

cholinesterases inhibition.

The modification of estrone primarily involved two different approaches, resulting in the
formation of hydrazones and esters. Twelve compounds were prepared through these
steps. For the remaining three derivatives, changes in the starting materials or
procedures were necessary. In the case of four compounds, it was necessary to
synthesize one of the reactants. The yields ranged from 62% to 95% for hydrazones and
from 8% to 54% for esters. The antibacterial activity was tested against four selected
Gram-positive and Gram-negative strains. Antifungal activity was evaluated against four
yeasts and filamentous fungi. Antimycobacterial activity was tested against five

mycobacterial strains. All these methods utilized the microdilution broth method.

The tested molecules showed no activity in the antibacterial and antifungal assays.
Activity was only observed in the antimycobacterial evaluation, where ten out of the
twelve tested compounds exhibited activity against at least one mycobacterial strain.
The compound 4-chlorobenzohydrazone of estrone (encoded as PaP-7) showed the
greatest activity or the lowest minimum inhibitory concentration (MIC) against

Mycobacterium kansasii.

Inhibition of acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) was also
assessed. All derivatives were active, with IC50 values ranging from 31.88 to 166.19 uM.
All compounds were dual inhibitors of both enzymes, with the 4-chlorophenyl ester of

estrone showing the best activity against both AChE and BChE.

Although the synthesized compounds did not demonstrate sufficient activity against
bacteria and fungi, they could be useful in the fight against mycobacteria and as

potential inhibitors of cholinesterases.



Keywords: antimicrobial compounds, antimycobacterial activity, cholinesterases,

enzyme inhibition, steroids, synthesis



1. UVOD

Antibiotika (ATB) jsou latky, jejichz cilem je bakteriocidni nebo bakteriostaticky ucinek.
Bakteriocidni ucinek zpuUsobuje usmrceni mikroorganismu, kdeZto bakteriostaticky
ucinek brani jejich rlstu nebo rozmnoZovani. Primarné jsou uzivana kléceni
bakteridlnich infekci. Zakladnim principem je naruseni zdkladnich bunécnych procest

nebo naruseni bakteridlni bunécné stény.

V drivéjsich dobach zplsobovaly infekéni nemoci v celém svété vysokou umrtnost. Mezi
nejvétsi hrozby patfily nemoci jako zapal plic, zaskrt, pravé nestovice, cholera nebo
tuberkul6za. V roce 1928 objevil Alexandr Fleming penicilin, ktery znamenal zacatek
antibiotické revoluce. Od roku 1945 se stal penicilin Siroce dostupny. Zlatou érou je
oznacovano obdobi mezi 50. a 70. léty 20. stoleti, kdy vzniklo nejvice novych ATB. Lécba

antibiotiky se stala velice Uspésnou a diky tomu vzrostla i priimérna délka Zivota.

Hrozbou se vsak pro cely svét stala antibioticka rezistence, ktera komplikuje lécbu.
Bakterie jsou schopné odolavat uc¢inku ATB, na které byly dfive citlivé. Rezistence muze
byt dlsledkem pfirozené nebo ziskané rezistence. Pfirozena rezistence se vztahuje na
druhy, které nejsou ve spektru plisobeni antibiotika. (1) Dochazi k ni pti pfirozené
evoluci a adaptaci na nepfiznivé podminky. Ziskana rezistence vznika genetickou mutaci
nebo selekénim tlakem prostredi. Zejména nespravné uzivani ATB napomaha k rozvoji
rezistence. Prvni bakterii, u které se prokdzala rezistence, byla bakterie Staphylococcus
aureus (SA), kterd byla rezistentni na beta-laktamové IéCivo methicilin. (2) Mezi dalsi
vyznamné rezistentni kmeny patfi Streptococcus pneumonie rezistentni na penicilin

nebo enterokoky rezistentni na vankomycin.

Rezistentni kmeny vyZaduji narocnéjsi IéCbu, kterd zahrnuje vyssi davky ATB nebo
alternativni léky, které mnohdy byvaji toxictéjSi pro pacienta a jsou draZzsi. Situaci
zhorsuji nové se objevujici onemocnéni, nedostatecny vyvoj novych tfid ATB a rostouci
antibiotickd rezistence. Svétovd zdravotnickd organizace (WHO, World Health
Organization) aktivné fesi tento problém a cili na sniZeni vyskytu antibiotické rezistence.
V jejich celosvétovém planu je napriklad zvySeni povédomi a porozumeéni o rezistenci
u lékar( i Siroké verejnosti, posilit dohled a vyzkum novych ATB, snizit vyskyt infekci

a optimalizovat uzivani léciv. (1)



Znepokojiva antibioticka rezistence je velikym problémem do budoucna, ktery bude
ohroZovat Zivoty viech jedinc(. Bakterie jsou velmi univerzalni a pfizplsobivé. Proto je
dllezité se zaméfit na vyvoj novych Gcinnych latek, které by napomohly 1é¢bé infekénim

onemocnénim a vedly ke sniZeni antibiotické rezistence.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Antibioticka rezistence

Jak bylo v prvni kapitole zminéno, nékteré bakterie maji schopnost odolavat podminkam
obvyklé koncentrace urcitého ATB. Rezistentni kmen se v pfitomnosti terapeuticky

stanovenych koncentraci ATB rozmnozuje podobné, jako bez pfitomnosti ATB.

Rezistence ohroZuje zdravi populace kvili zvysujici se prevalenci bakterii odolnych vuci
ATB. Rezistence se vyskytuje u grampozitivnich i gramnegativnich bakterii, které mohou
zpUsobovat zavainé stavy pacienta. Hlavnim faktorem, ktery pfispiva vzniku a Sifeni
antibiotické rezistence je naduZzivani a nespravné pouzivani ATB. Rezistence je vidy

podminéna geneticky. Geny se piendsi z rodicovskych bunék do dcefinych. (3-5)

Mira rezistence je mozna vyjadfit pomoci hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC, minimum inhibitory concentration). Za definovanych podminek se stanovuje
rast bakterie. Namérené hodnoty MIC slouZi ke stanoveni citlivosti bakterii vuci
antimikrobialni latce. Hodnotu MIC mUZeme testovat pomoci mikrotitracni desticky,
kam se testované bakterie naockuji do rudstového média za pfFitomnosti rdznych
koncentraci antimikrobialni latky. Po urcitou dobu se desticka nechava inkubovat a poté
se odecitda hodnota MIC. Tato hodnota je posledni koncentrace ATB, ktera jesté
zamezuje rlstu bakterii. DalSimi zpUsoby testovdni je méreni podle velikosti inhibi¢ni
zény na Petriho misce s disky, které jsou napusténé rliznymi ATB, nebo E-test, ktery

vyuziva prouzek napustény ATB se vzestupnou koncentraci. (5,6)

2.1.1 Vrozena rezistence

Vrozenad antibioticka rezistence, znama také jako primarni nebo pfirozena rezistence,
nastava bez predchoziho kontaktu s ATB. Necitlivost na dané ATB je podminéna
geneticky prostfednictvim prirozenych struktur nebo funkcnich charakteristik, ktera jsou
sdilena vramci bakteridlniho druhu. To znamena, Ze cely bakteridlni druh je vidy

rezistentni k uréitému ATB.
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Mezi mechanismy patfi nedostatek afinity IéCiva k cilové strukture, nedostatecny vstup
|éCiva do bakteridlni bunky, coZz snizuje jeho ucinnost, nebo pfirozend produkce
inaktivujicich Iatek. Prikladem mohou byt vSechny gramnegativni bakterie, které jsou
prirozené rezistentni ke glykopeptid(im, klindamycinu, daptomycinu a linezolidu.
Znalost vrozené rezistence jednotlivého patogenu je duleZita, aby se predeslo

nevhodnym a neucinnym terapiim. (7,8)

2.1.2 Ziskana rezistence

Ziskana neboli sekunddrni antibioticka rezistence vznikd dlsledkem expozice bakterii
antibiotikim. Bakterie tedy byla pivodné v(ci ucinkim ATB citliva a po zavedeni I1éCby
se vyvinula v rezistentni. Rezistence vznika mutaci genu na bakterialnim chromozomu

nebo ziskanim genetické informace pro rezistenci od jiné bakterie. (9)

Vétsina mutaci jsou pro buriku Skodliva, pouze u nékolika typl gent zplsobuji rezistenci.
Jsou to geny, které koduji Iékové cile, Iékové transportéry, regulatory a geny kddujici
enzymy, které modifikuji ATB. Pokud tato rezistence nese selekéni vyhodu, rezistentni

buriky se za¢nou v populaci vice prosazovat. (8)

Bakterie ziskavaji novy geneticky material z rezistentnich kmenU horizontdlnim Sifenim.
To spociva v pfenosu genetické informace mezi burikami, které pochdazi z riznych klont
nebo i z rdznych druh( ¢i rodd. Pfenosy genli se mohou uskutec¢riovat napfiklad pomoci
konjugace, transformace nebo transdukce. Konjugace je prfenos genetické informace
mezi dvéma bakteriemi pres cytoplazmatické spojeni tzv. sex pili. U transdukce je pfenos
zprostredkovan bakteriofagem. Pfi transformaci mohou bakterie ziskavat DNA pfimo

z okolniho prostfedi. Zdrojem mohou byt napfiklad uhynulé bakterie. (5)

Pro horizontdlni ptenos genl slouzi mobilni genetické elementy. Jsou to zejména
plazmidy a transpozony. Plazmid je mal3, vétsSinou kruhova molekula DNA. Vyskytuje se
prirozené v cytoplazmé. Existuje ve vice kopiich, které nesou jeden nebo nékolik genu.
Genetickou informaci z plazmidu mohou bakterie vyuZivat stejné jako vlastni DNA.
Transpozony jsou geny, které se presouvaji z mista kompaktni DNA na jiné misto DNA.
Mohou ménit lokalizaci vramci bakteridlniho chromozomu nebo preskakovat

z chromozomu na plazmid a obracené. (5)
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Ziskané geny mohou bakterii umoznit produkci enzymd, které nici antibakterialni IéCivo,

omezuji vstup léciva do buriky nebo modifikuji cilové struktury Iéciva. (9)

2.1.3 Mechanismy antibiotické rezistence

Mikroorganismy jsou schopné si vyvinout obranné mechanismy vUici antimikrobidlnim
latkam. | ptes velky pocet vynalezenych antimikrobialnich latek, které mizeme volit pro

terapii infekci, existuje ke vSéem z nich antimikrobialni rezistence.

Mezi hlavni mechanismy patfi omezeni vychytavani léCiva, modifikace jeho cile,
inaktivace léku a aktivni eflux. Tyto mechanismy mohou byt pro bakterie vrozené nebo
ziskané od jinych mikroorganismu. Pochopeni mechanism( vede k lepSim mozZnostem
|é¢by a vyvoji antimikrobialnich latek, které by mohly odolat obrannym mechanismim

bakterie.

ATB funguji na zdkladé rliznych interakci s patogenem. Patfi mezi né inhibice syntézy
bunécné stény, naruseni bunééné membrany, inhibice syntézy protein(, inhibice
syntézy nukleovych kyselin a inhibice dalSich metabolickych drah v bakteriich. Syntézu
bunécéné stény inhibuji beta-laktamova a glykopeptidova ATB. Mezi beta-laktamova ATB
patfi karbapenemy, cefalosporiny, monobaktamy a peniciliny. Lipopeptidy depolarizuji
bunécnou membranu bakterie. Syntézu proteinl inhibuji aminoglykosidy, tetracykliny,
chloramfenikoly, makrolidy, linkosamidy, oxazolidinony a streptograminy. Chinolony
a fluorochinolony inhibuji syntézu nukleovych kyselin a inhibici metabolickych drah

zpUsobuji napf. sulfonamidy a trimethoprim.

Kvuli odlisné struktufe grampozitivnich (Obr. 1) a gramnegativnich (Obr. 2) bakterii se
vyuzZivané mechanismy lisi. Grampozitivni bakterie nemaji na rozdil od gramnegativnich

bakterii vnéjSi membranu, maji tedy méné moznosti, jak se ATB branit. (5,8)
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Obrazek 1 — Grampozitivni bakterie — struktura stény
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Obrazek 2 — Gramnegativni bakterie — struktura stény
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Antimikrobidlni latky mohou byt zaméreny na mnoho rlznych ¢asti bakteridlni buriky,
ale stejné tak existuje mnoho ¢asti buriky, které mohou bakterie zménit, aby se staly vici

ATB rezistentni. (8)
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2.1.3.1 Zména vychytdvani léciva bakterialni burikou

2.1.3.1.1 Vrozend rezistence

Gramnegativni bakterie maji ve vnéjsi membrané lipopolysacharidy (LPS), které
poskytuji bariéru pro urcité molekuly. Membrana je tedy pfirozené chrani proti urcitym
skupinam ATB. Mykobakterie obsahuji vysoké procento lipidl ve své vnéjsi membrané,
a to zpusobuje omezeny pfistup hydrofilnim [éCivim, naopak hydrofobni IéCiva, jako

jsou rifampicin a fluorochinolony maji pfistup k burice snadnéjsi. (8)

2.1.3.1.2 Ziskand rezistence

Gramnegativni bakterie maji ve vnéjSi membrané mimo LPS také poriny. Poriny jsou
proteinové molekuly, které bakterii slouzi jako kandlky, kterymi prostupuji latky jako
jsou napfiklad ATB. Bakterie mlze omezit pfislusny typ porini nebo zméni propustnost
témito poriny, a tim se ATB nedostane kcilovému mistu. Néktera ATB s velkymi
molekulami nejsou schopna prostoupit skrze poriny, a proto se jejich ucinek vztahuje
pouze ke grampozitivnim bakteriim. Grampozitivni bakterie vnéjsi membranu nemaji,
a proto tato bariéra vstupu léCiva neni tolik ¢asta. U Enterococcus aerogenes byla
zpozorovana mutace v porinovém kanadlu, kterd jim zajistila rezistenci v{ici imipenemu
a nékterym cefalosporinim. U Neisseria gonorrhoeae mutace zpUsobila rezistenci vici

beta-laktamUm a tetracyklinu. (5,8)

Dalsim bakteriemi oblibenym mechanismem je tvorba bariéry kolem bunky. Napfiklad
pouzdro brani pfistup ATB, podobné tvorba hlenu, pokud bakterie roste v biofilmu.
Biofilmova matrice obsahuje polysacharidy, proteiny a deoxyribonukleovou kyselinu

(DNA) z bakterii a ztézuje tak antimikrobidlnim latkdm pristup k bakterii. (5,8)

2.1.3.2 Modifikace cile léc¢iva

V burice se nachazi vice cilovych struktur a stejné tak i bakterie mohou tyto cile rlizné
modifikovat, aby se chranily. Mezi tyto cile patfi napriklad enzymy, ribozomy nebo
nékteré stavebni prvky bunééné membrany. Jednim z mechanismu vici beta-laktamim
je zména struktury anebo poctu proteinU vazajicich penicilin. Tento mechanismus
pouzivaji vyhradné grampozitivni bakterie. Zména struktury mdze sniZzovat schopnost
vazby ATB nebo ho zcela inhibovat. Zména poctu protein( ovliviiuje mnozstvi |éCiva,

které je schopno se navazat na cil. (5,8)
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2.1.3.3 Inaktivace Iéciva

Bakterie lé¢ivo degraduji nebo ho inaktivuji enzymatickym prenosem chemické skupiny.
Na lécCivo prenasi nejcastéji acetylové, fosforylové nebo adenylové skupiny. Acetylace
inhibuje napfiklad aminoglykosidy, chloramfenikol, streptograminy a fluorochinolony.

Fosforylace a adenylace nejvice plsobi proti aminoglykosidim. (8)

2.1.3.4 Aktivni eflux

Bakterie maji na svém povrchu efluxni transmembranové systémy, které zbavuji buriku
toxickych latek i proti koncentracnimu gradientu. Tento proces je energeticky naro¢ny
a vyzaduje urcité mnoZstvi energie. Systém ABC (ABC transportér, ATP-binding casette)
vyuziva zdroj energie ve formé adenosintrifosfatu (ATP). Dal$i pumpy vyuzZivaji jako zdroj
protonovy nebo sodny gradient. Existuje mnoho rtznych typu efluxnich pump. Klasifikuji
se vétSinou podle struktury a zdroje energie. Nejcastéji jsou to pumpy jednoslozkové
a transportuji latky pres cytoplazmatickou membranu. Pumpy maji omezenou kapacitu
Cerpani za jednotku ¢asu. Jedna se tedy o saturabilni déj. Naopak vyhodou téchto pump
je to, Ze efluxni pumpy jsou fyziologickou soucasti bakterie. Nemusi tedy sloZité ziskavat
tento zpUsob rezistence. Dalsi vyhodou muze byt ¢erpani nékolika druhl nezadoucich

molekul. To zajistuje bakterii odolnost proti vice druhim ATB zaroven. (5,8)

2.1.4 Selekéni tlak

Vyvoj rezistence muZe souviset se spotfebou ATB. Pfi malo castém uzivani
antimikrobialni latky je selek¢ni tlak maly. Bakterie tak nemaji zapotfebi reagovat na
tuto situaci, aby si nezhorsily celkovou zdatnost pfibiranim gen(. Pokud je vsak
pouzivani latky Casté a selekéni tlak pfesahne urcité kritické hranice, zacnou se bakterie
branit i za cenu snizeni zdatnosti. Bojuji o prezZiti a snazi se ziskat geny pro rezistenci

(Obr. 3). (5)

Ke zvySeni selekéniho tlaku také napomadhaji uzivanda ATB v humanni a veterinarni
mediciné, kterd se dostavaji do Zivotniho prostredi skrze odpadni vody z Cistiren,
nemocnic nebo zemédélském odpadu a pfi Uniku z kontejner( a skladek. Geny pro
rezistenci jsou uvolfovany do Zivotniho prostfedi spolecné s antibiotickymi

slouceninami. To vyviji selekéni tlak na bakterie, ktery zvySuje prevalenci rezistence. (10)
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Existuji vSak odborné studie, které vyvraci pfimou souvislost mezi uzivanim urcitého ATB
a bakteridlni rezistenci. Napfiklad pokles uZivani cefalosporini Ill. generace

a fluorochinolonli neznamenal snizeni odolnosti bakterii vici témto ATB. (11)

Obrazek 3 — Selekcni tlak antibiotik

ATB
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bakterialnich bunék plsobenim antibiotika se bez konkurence antibiotika se informace

(modré). zniéeny, rezistentni citlivych snadno o rezistenci upevni

Subpopulace subpopulace pieiiva. mnodi. geneticky, pfenddiseina

rezistentnich bakterii bakterie citlivé, které se

{riZova). dfive s antibiotikem
nesetkaly.

Zdroj obrdzku: https://images.app.goo.gl/h9jD1ZQELKpfzy299

2.1.5 Multirezistentni kmeny

Pojem multirezistence (MDR, multiple drug resistance) vznikl s rozSifenym pouzivanim
ATB. Znamena to, Ze je kmen rezistentni minimdlné k jednomu pfipravku ze tfi riznych
relevantnich skupin ATB. PfiCinou bylo nespravné uzivani a naduzivani ATB,

nedostatecna investice do vyzkumu novych ATB a Sifeni MDR bakterii.

Prvni pfipad multirezistence byl objeven u Mycobacterium tuberculosis. Oznaceni
MDR-TB znamena rezistenci Mycobacterium tuberculosis k rifampicinu a isoniazidu, tedy
ke dvéma nejdilezitéjsim antituberkulotikiim. Na za¢atku 21. stoleti byl sestaven a pfijat
systém hodnoceni MDR u béZznych bakteridlnich patogen(. V Evropé tuto situaci sleduje
Evropské centrum pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC, European Centre for Disease
Prevention and Control). Podle kazdorocnich prehledl se vyskytuji velké rozdily mezi
jednotlivymi zemémi. Z grampozitivnich bakterii se pravidelné sleduji napf. kmeny
Staphylococcus aureus nebo enterokoky. U gramnegativnich bakterii je vzrUstajici
rezistence jesté vétsi. Zde se hlavné sleduji enterobakterie s rezistenci k cefalosporinim

lll. generace. (4,5)
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2.1.6 ESKAPE patogeny

Zkratka ESKAPE je nazvem pro skupinu Sesti multirezistentnich bakterii, které
predstavuji globalni hrozbu ve zdravotnictvi a vedou k obrovské morbidité a mortalité.
Do této skupiny patfi: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter

species. (12)

V soucasné dobé nefunguje zadny systematicky dohled nad antibiotickou rezistenci, ale
podle odhad(i v Evropé kazdym rokem zemre pfes 33 000 pacient( s infekci zplisobenou
rezistentnimi bakteriemi. V roce 2017 oznacila WHO ESKAPE patogeny jako prioritni,
u kterych je naléhavé zapotrebi se zaméfit na vyzkum a vyvoj novych ATB. Pomoci
rdznych mechanism( si ESKAPE patogeny vytvofrily rezistenci vici oxazolidinonlim,
lipopeptidim, makrolidlim, fluorochinolontm, tetracyklinlim, beta-laktam{m a téz

antibiotikim posledni linie, jako jsou karbapenemy, glykopeptidy a polymyxiny. (12)

2.1.6.1 Vankomycin-rezistentni enterokoky (VRE)

Enterokoky jsou pfirozenou mikroflérou GIT (gastrointestindlniho traktu). Zarfazujeme je
podle Grama mezi grampozitivni koky, které se vyskytuji ve dvojicich nebo v fetizcich.
Grampozitivni bakterie identifikujeme pomoci barviva krystalové violeti, kterd
interaguje se silnou peptidoglykanovou vrstvou a pod mikroskopem tak vidime bakterie
modrofialové. Ve vztahu ke kysliku jsou enterokoky fakultativné anaerobni organismy.
Jejich kultivace je pomérné nenarocnd. Béiné funguji komenzalné s lidskym
organismem, avSak mohou zplsobovat rizné infekce. NejcastéjSimi onemocnénimi jsou
infekce mocovych cest, intraabdominalni infekce nebo infekéni endokarditida. Vzacné
mohou byt plvodci meningitidy, osteomyelitidy nebo zapalu plic. Vétsina infekci je
zpUsobovana Enterococcus faecalis, ktery byva citlivy na beta-laktamy. Proto by beta-
laktamy mély byt prvni volbou |é¢by infekce. Naopak druh Enterococcus faecium je vuci
beta-laktamUm odolny. Primdarni |é¢bou na VRE jsou linezolid (Obr. 4) a daptomycin

(Obr. 5). (13)
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Obrazek 4 — Linezolid

Obrazek 5 — Daptomycin
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Diky rGznym mechanismm, které si enterokoky vytvofily, jsou rezistentni vici nékolika
ATB. Patfi mezi né napriklad beta-laktamy, tetracykliny, chinolony a vankomycin.
Rezistence na vankomycin je zpUsobena zménou v syntéze peptidoglykanu, ktery tvofi
bakteridlni bunécnou sténu. Konec proteinovych prekurzorl peptidoglykanu se zméni,
a to zpusobi slabsi vazbu vankomycinu. VRE byly prokdzany v Evropé v 80. letech
minulého stoleti nejspiS kvali glykopeptidovému antibiotiku avoparcinu, ktery se
vyuzival jako rlstovy stimuldtor pfi chovu hospodafskych zvifat. V dnesni dobé je

nejcastéjSim rizikovym faktorem predchozi antimikrobidlni [écba. (13)

2.1.6.2 Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA)

SA, nazyvany také jako zlaty stafylokok, je pfFizplsobivd grampozitivni bakterie
vyskytujici se ve shlucich. Je to fakultativné anaerobni kok, ktery je soucasti béziné
mikrofléry ¢lovéka a nékterych zvitat. Pfirozené kolonizuje nosni sliznice, k(zi, vzacnéji
pak axily, GIT a vaginu. Stafylokoky maji pomérné nendarocné podminky pro kultivaci.
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Rostou na jedné z nejbéznéjsich kultivacnich pld, a tou je krevni agar. Kataldzovym
testem rozliSujeme pomoci peroxidu vodiku rod stafylokokl nebo streptokokd.
U stafylokokl je tento test pozitivni a pozndme to tak, Ze se tvofi malé bublinky plynu.
Stafylokoky dale rozliSujeme podle plazmakoaguldzového testu, ktery je u SA koagulaza
pozitivni. Jsou oportunnimi patogeny, které zapficinuji predeviim nozokomialni, ale
i komunitni infekce. Mohou zpUsobovat mirné zanéty klze a mékkych tkani, infekce
dychacich cest i zavazna onemocnéni jako je osteomyelitida, endokarditida a syndrom
toxického Soku. Infekce zpUsobuji lidem rlzného véku i plivodu, avsak rizikovéjsi jsou

u malych déti, seniorl a imunosuprimovanych jedinca. (14,15)

SA je zndmy tim, Ze je vysoce adaptabilni. Pouze nékolik let po zavedeni penicilinu do
|éCebné praxe si k nému vyvinul rezistenci. Obrannym mechanismem byla tvorba
enzymU beta-laktamazy, které hydrolyzovaly beta-laktamovy kruh penicilinu, ktery je
potfebny k jeho antimikrobni aktivité. Byly proto vytvofeny polosyntetické peniciliny,
které byly vici beta-laktamdaze odolné. Mezi tyto peniciliny patfi methicilin (Obr. 6) a

oxacilin (Obr. 7).

Obrazek 6 — Methicilin Obrazek 7 — Oxacilin
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V roce 1961 se viak vyskytla rezistence i vici témto ATB. Bylo zjisténo, Ze tyto kmeny SA
jsou rezistentni v(ci viem beta-laktamovym ATB véetné karbapenemim a nékterym
cefalosporinim. Rezistence je zplisobena tvorbou PBP2a (protein vazajici penicilin,
penicillin-binding protein), ktery je produktem genu mecA a snizuje afinitu k penicilinu

a beta-laktamovym ATB. Gen mecA SA ziskava u neznamych heterolognich zdroju.
MRSA rozdélujeme do tfi skupin: MRSA, ktery se vyskytuje v nemocni¢nim prostredi

(HA-MRSA). Pacienti jsou vystaveni MRSA kvlli hospitalizaci, hemodialyze nebo

chirurgickym zakrokim. Jsou spojovany stézkou pneumonii a infekcemi krevniho
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fecisté. Druhou skupinou je CA-MRSA, tedy komunitni MRSA, kdy je jedinec infikovan
rezistentnim kmenem bez kontaktu se zdravotnickym zafizenim. Jsou spojovany
s infekcemi klize a mékkych tkani. Tfeti skupinou je MRSA, ktera souvisi s hospodarskymi
zvifaty, tzv. LA-MRSA. Ta se vsoucasnosti vyskytuje pouze u rizikovych skupin

pracovnikl se zviraty. (5,12,14,15)

2.1.6.3 Klebsiella pneumoniae odolna viici karbapenemim (KPC)

Klebsiella pneumoniae (KP) je gramnegativni tyckovita bakterie. Patfi mezi fakultativné
anaerobni bakterie, které jsou nepohyblivé a zapouzdrené. Pfirozené se vyskytuje
v pGdé a povrchovych vodach a je soucasti bézné lidské flory. Osidluje nejéastéji lidské
sliznice, véetné GIT a orofaryngu. Pokud se dostanou do jinych tkdni, mohou zpUsobit
lehké infekce jako infekce mocovych cest, ale i tézké infekce jako pneumonie nebo
meningitida. Jednd se o oportunni bakterii, kterd dfive zpUsobovala infekce
imunokompromitovanym  jedincdm. Vsoucdasné dobé se rozSifil  vyskyt
hypervirulentnich kmenl, které infikuji i zdravé jedince. Kromé toho se stavaji odolnymi

vUci nékolika ATB. (16)

Existuji dva hlavni typy rezistence, kde prvni mechanismus rezistence zahrnuje expresi
beta-laktamaz s rozsifenym spektrem (ESBL, Extended Spectrum Beta-Lactamases) a to
Cini bakterie odolné vuci cefalosporinllm a monobaktamim. Druhym mechanismem
rezistence je exprese karbapenemadz, kterd zpuUsobuje rezistenci témér ke vsem
dostupnym beta-laktamim, véetné karbapenemu (Obr. 8). JelikoZ byl prvni pfipad KP
exprimujici karbapenemazu objeven v Severni Karoliné roku 1996, nazyvame tento typ
KPC. Siteni multirezistentnich kmen( KP se v posledni dobé velice zkoumalo a kmeny se
klasifikovaly podle sekvencnich typ(, které jsou definovany svymi nukleotidovymi

sekvencemi na sedmi lokusech. (16)

Obrdzek 8 — Obecnd struktura karbapenemdi

H H
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2.1.6.4 Acinetobacter baumannii

Zcela bézné vyskytujici bakterii ve vodé a pidé je Acinetobacter baumannii (ACl). Je to
oportunni gramnegativni bakterie, ktera pro zdravého jedince nepredstavuje nebezpeci.
Nebezpeci ale predstavuje v nemocnici, se kterou je primdrné spojovan. Infekce se
vyskytuji u pacientl hospitalizovanych i u pacientd, ktefi jsou v uzkém kontaktu se
systémem zdravotni péce. Bakterie je specificky zamérena na vlhké tkané, jako jsou
sliznice nebo poranéna narusena klZe. Historicky byla bakterie spojovdna s horkym
a vlhkym klimatem. AvSak v soucasnosti ma ACl stale béznéjsi vyskyt v mirném podnebi.
Ve srovnani s jinymi ESKAPE patogeny je mira infekce u AClI pomérné nizkd, avsak
priblizné 45 % izolatl je povaZzovano za MDR. Mira rezistence viak ve Spojenych statech
pfesahuje 60 % a v Turecku a Recku a? 90 %. PfestoZe byl ACI v 70. letech minulého
stoleti citlivy na vétSinu ATB, diky svému sklonu k rychlému rozvoji rezistence, vykazuje

dnes rozsahlou rezistenci vici karbapenemim a jinym beta-laktamdm. (12,17)

2.1.6.5 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (PA) patfi mezi gramnegativni tyckovité bakterie. Je hojné
rozsifend ve vodnim prostredi. Vyskytuje se nejcastéji u imunokompromitovanych
pacientd s respiracnimi infekcemi nebo s rakovinou. Bakterie je oportunni a povaZuje se
za pUvodce komunitnich infekci, pfestoze ma znacny podil i u nozokomidlnich infekci.
LPS je u jinych gramnegativnich ty¢inek mnohem vice toxicky nez u PA. PA ma schopnost
chronicky pretrvavat v organismu, protoze vyvolava nizkou zanétlivou reakci, a také se
vyhybat |é¢bé antibiotiky. Genom PA se sklddd z jednoho kruhového chromozomu, ktery
je relativné velky. Diky tomu kdéduje velké mnoZstvi enzym( pro rGizné metabolické
drahy. Dale vice nez 8 % genomu koduje regulacni geny, které umoznuji adaptaci na

ménici se prostredi. V soucasnosti je PA rezistentni vici vice tfidam ATB. (12,18)

2.1.6.6 Enterobacter species

Enterobacter je rod gramnegativnich tyCinek, které jsou fakultativné anaerobni. Na
rozdil od ostatnich ESKAPE kmen( je sloZitéjSi najit vhodna ATB v dUsledku jejich
rychlému exponencidlnimu vyvoji. Do rodu Enterobacter patfi nékolik druhu, které

mohou byt oportunnimi patogeny nebo se bézné vyskytuji v Zivotnim prostfedi. Mezi
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klinicky nejznaméjsi druhy tohoto rodu patfi Enterobacter aerogenes a Enterobacter
cloacae. Odolnost bakterie je vysokd diky schopnosti fizeni rliznych mechanism
rezistence prostfednictvim regula¢nich genl a diky modulaci exprese proteind, véetné
enzymU a membranovych transportér(l. Je soucasti hlavnich bakterii, které zpUsobuji
rezistentni nozokomidlni infekce. Maji vrozenou rezistenci kaminopeniciliniim,
cefalosporinim prvni generace a cefoxitinu. Navic byla popsana i produkce ESBL, coZ

ztézuje léCbu. (19)

2.2 Systematika antibiotik

Antibiotika se vdZou na bakterie rdznymi zpUsoby a narusuji jejich funkci. Mohou
porusovat bunécnou sténu, membranu, DNA ¢i plisobi na jiné struktury a bunécné déje,

¢imzZ zabranuji bakterii v preziti.

2.2.1 Antibiotika pasobici proti bunécné sténé bakterii

Bunécna sténa je nepostradatelnou soucasti vétSiny grampozitivnich i gramnegativnich
bakterii. Soucasti této stény bakterii je peptidoglykan, na ktery mohou ATB selektivné
pusobit, aby neposkodilia buriky lidského organismu. Peptidoglykan ma u bakterii
klicovou roli, a tou je ochrana bunky pfed okolnim prostfedim. ATB nejsou schopna
peptidoglykan rozkladat, tak jak tomu je napfiklad u enzymu lysozymu, ktery je
fyziologicky v lidském téle, napf. ve slindch, nosnim hlenu &i krevni plazmé. Jejich
mechanismus spociva v zabrané syntézy peptidoglykanu. Pfikladem m{zZe byt blokovani
klicovych metabolickych reakci pomoci falesnych substratd. Mezi ATB, ktera takto
pusobi na bakterie, patfi beta-laktamy, glykopeptidy, lipoglykopeptidy, fosfomycin

a teixobaktin. (5,20)

2.2.1.1 Beta-laktamova antibiotika

Beta-laktamova ATB jsou jednou z nejvyznamnéjSich a nejcastéji predepisovanych
skupinou ATB. Existuje pét rliznych tfid, mezi které patfi peniciliny, cefalosporiny,
karbapenemy, monobaktramy a nékteré inhibitory beta-laktamdz. Z biochemického
hlediska maji vSsechny tyto podskupiny spolecny zaklad ¢tyfélenného beta-laktamového

kruhu (Obr. 9), ktery je vysoce reaktivni. Pfipojuje ¢asto dalsi kruhové formace. (21)
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Obrazek 9 — Beta-laktamovy kruh
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Mechanismem beta-laktamU je interakce s transpeptiddzami a jejich ndslednd

inaktivace. Transpeptidazy jsou enzymy, které tvori v molekule peptidoglykanu pficné
vazby mezi fetézci peptidl. Bakterie tyto enzymy vyuzivd pro sprdvnou vystavbu
bunécné stény. Beta-laktamovd ATB napodobuji svoji strukturou koncové (asti

peptidovych fetézcll a plisobi jako falesné substraty, které blokuji funkci enzyma. (5)

Rezistence vici beta-laktam(m je alarmujici. Nej¢astéjsi formou rezistence je enzym
beta-laktamaza. Tyto bakterialni enzymy ATB inaktivuji tak, Ze rozkladaji molekuly beta-
laktam(. Beta-laktamazy svou strukturou napodobuji dllezity stavebni prvek bunécéné
stény, a tim je transpeptidaza. ATB se pak mylné vaze na beta-laktamazy a dojde

ke Stépeni peptidické vazby. (5,21)

2.2.1.1.1 Peniciliny

NejstarSimi ATB jsou pravé peniciliny, které jsou klinicky stale hojné pouZivané,
nejCastéji k 1écbé streptokokovych infekci. Obsahuji beta-laktamovy kruh, na ktery je
napojen thiazolidinovy kruh. Ktomuto jadru se ddle vazi r(izné postranni fetézce

(Obr. 10). (21)

Obrazek 10 — Obecny vzorec penicilinu
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Objevitel penicilinu Alexandr Fleming nebyl schopen ucinnou latku z filtratu kultury

w

Penicillium notatum chemicky identifikovat. AZ nékolik let po objevu se podafila latka

izolovat. Ndsledné byl uskutecnén prvni terapeuticky pokus a brzy poté byla zahajena

24



prumyslova vyroba penicilinu. AZ v 50. letech minulého stoleti se v laboratofi podafila

totalni syntéza penicilinu. To umoznilo vyvoj novych vylepSenych penicilinovych ATB. (5)

Jsou to netoxicka léciva, takze jsou vhodné pro déti, gravidni Zeny i seniory. Vétsina
penicilinl musi byt poddvana parenteralné, jelikoZ jejich vstfebavani v GIT je omezené.
Lékové interakce se vyskytuji pouze vyjimecné. Mezi nejznaméjsi penicilinova ATB patfi

penicilin G, penicilin V, oxacilin, kloxacilin, ampicilin, amoxicilin a mnoho dalsich. (5,22)

2.2.1.1.2 Cefalosporiny
Cefalosporiny obsahuji beta-laktamovy kruh a postranni dihydrothiazinovy kruh, a spolu

tvori jadro, na které se vazi postranni retézce (Obr. 11). (21)

Tato tfida ATB byla objevena vroce 1945 jako produkt plisné Cefalosporium
acremonium. Vyhodou cefalosporini je velkd pfistupnost rlznych substituci na
cefalosporinovém skeletu. Byla tak vytvorena velikd skupina ATB délena nyni do

5 generaci na zakladé antimikrobidlnich vlastnosti. (5)

Stejné jako peniciliny pUsobi baktericidné, ale slouzi spiSe pro lé¢bu zavaznych infekci
zpUsobenych gramnegativnimi aerobnimi bakteriemi. Z GIT se vstfebdvaji cefalosporiny
omezené, ale pomoci esterové vazby a pfipojenim postrannich fetézci byly
cefalosporiny upraveny i pro oralni podani. Podminkou je vsak uZivani spolu s jidlem.
Cefalosporiny nevykazuji Zadnou orgdnovou toxicitu a neZadouci ucinky byvaji

minimalni. (5,22)

Obrazek 11 — Obecny vzorec cefalosporinu
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2.2.1.1.3 Karbapenemy
Chemicka struktura karbapenemt se sklada z beta-laktamového kruhu, ktery je spojen
s dihydropyrrolovym kruhem (Obr. 8). Tato struktura poskytuje ochranu proti vétsiné

beta-laktamdz. Maji silnou Sirokospektralni antibakteridlni aktivitu. Prvnim
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identifikovanym karbapenemem byl thienamycin. Byl silnym G¢innym ATB, ale kvili své
chemické nestabilité nemohl byt vyuzit k [éCebnym potfebam. Molekula byla proto
modifikovana a vznikly tak polosyntetické karbapenemy jako je imipenem, meropenem,

ertapenem a doripenem. (21,22)

2.2.1.2 Glykopeptidy

Glykopeptidova ATB hraji v boji proti rezistentnim kmendm vyznamnou roli. Vyuzivaji se
k 1é¢bé infekci zpUsobenych grampozitivnimi bakteriemi. Semisyntetické derivaty
umoznuji [éCbu infekci rezistentnich na vankomycin, ktery byl uveden na trh jako prvni.
Teikoplanin je zastupce prvni generace a byl izolovan z aktinomycety Actinoplanes
teichomyceticus. Do druhé generace zarazujeme semisyntetickd ATB jako jsou

dalbavancin, telavancin a oritavancin. (23)

Tato ATB jsou tvorena z velkych rigidnich molekul, ktera inhibuji pozdni fazi syntézy
peptidoglykan( bakteridlni bunécné stény. Molekuly glykopeptidd se skladaji ze tfi
hlavnich ¢asti. Prvni ¢ast je peptidovy fetézec tvoreny sedmi aminokyselinami (AMK).
Druha ¢ast je tvorena péti az sedmi vzajemné propojenymi aromatickymi kruhy, které
tvofi okolo peptidové kostry nékolik cyklickych formaci. Posledni ¢ast se nachazi na
obvodu molekuly a je tvofena dvéma aZz tfemi cukry nebo aminocukry. Tyto
trojrozmérné struktury glykopeptidi obsahuji Stérbinu, do které se vejdou peptidy
s vysoce specifickou konfiguraci, které se nachazeji pouze v bakteridlnich bunécnych
sténdach. ATB interaguji s témito peptidy vodikovou vazbou a tvofi stabilni komplexy.
Vznik rezistence vici témto ATB je obtiznéjsi. (5,24)

2.2.1.2.1 Vankomycin

Nejznamé;jSim zdstupcem glykopeptidovych ATB je pravé vankomycin (Obr. 12). Plsobi
pomalu baktericidné. UZivani vankomycinu stouplo s narustem MRSA v nemocnicich. Byl

tedy soucasti parenteralni terapie infekci MRSA do doby, dokud nebyla hlasena vysoka

uroven rezistence na VRE. (23)
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Obrazek 12 — Vankomycin

2.2.2 Antibiotika pasobici na bunéénou membranu bakterii

Bunétna membrana, nazyvand téz jako cytoplazmatickd membrana, je dulezitou
bariérou pro bakterie. Ohranicuje hlavni hranici vymezujici bunéfnou cytoplazmu a
zajistuje spolu s bunécnou sténou oddéleni od okolniho prostoru. Je sloZzena ze zhruba

stejnych podilli proteint a lipidu. Lipidy tvofi dvouvrstvou strukturu. (25)

Hlavni dvé funkce bunééné membrany jsou predevsim bariérova funkce a misto ukotveni
dllezitych enzym(. Mezi bariérové funkce patfi regulace transportu latek ven a dovnitf
buriky. NejduUlezitéjsSimi enzymy zakotvenymi vbunééné membrané jsou enzymy
dychaciho fetézce, které tvofi velké mnozstvi ATP. Energie je potfebna pro radu

enzymatickych reakci. (5)

ATB této skupiny plisobi pfedevsim na aerobni bakterie, které ziskavaji energii pravé
z dychaciho retézce. Tento oxidacné-redukcni déj se odehrava na bunécné membrané
a tvofi se protonovy gradient. Specifické je pro tuto skupinui to, Ze je jejich ucinek rychly.
PUsobi baktericidné a bez ohledu na fazi mnoZeni ¢i na klidovy stav, jelikoZ bakterie neni
schopna bez spravné funkce membrany udriet protonovy gradient. Dullezitd je
koncentrace téchto ATB, jelikoZ na ni zavisi ucinek. Pro vétsi destruktivni ucinek je

zapotrebi vétsi mnozstvi molekul ATB. Mensi posSkozeni nemusi bakterii Uplné zabit.
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Nevyhodou téchto ATB je toxicita vici lidskym eukaryotnim bunikam, které maji
podobnou strukturu cytoplazmatické membrany. Mnoho ATB z této skupiny se pro
celkovou léEbu nepouziva kvali své toxicité. Casto se poddvaji jen v pFipadech, kdy je to

nutné a jiné bezpecnéjsi Iéky nezabiraji. (5)

2.2.2.1 Cyklické lipopeptidy

Skupina cyklickych lipopeptidd tvofi nejvétsi skupinu, ktera byla objevena z pfirodnich
produktl, které vykazuji uzite¢né biologické aktivity. Skldda se z acylovych postrannich
fetézcl a rlznych neobvyklych AMK. Rliznorodd struktura antibiotické molekuly
umozfiuje Sirokou $kdlu biologickych aktivit a strukturni diverzitu. Casto viak strukturni

podobnosti neodrazeji podobnost biologickych aktivit v cyklickych lipopeptidech. (26)

JelikoZ se jednd o peptidovd ATB, pUsobi toxicky na membrany eukaryotickych bunék,
pokud jsou podavana ve vysoké koncentraci. Dalsim specifickym nezadoucim ucinkem

je nefrotoxicita. Velmi ¢asto se lipopeptidova ATB uzivaji k lokalni 1é¢bé. (5)

Mezi nejznaméjsi zastupce cyklické lipopeptidové skupiny patfi daptomycin, kolistin
a bacitracin. Kolistin a daptomycin jsou pouzivany pro Ié¢bu multirezistentnich kmen.

Jednotlivé se lisi ve spektru ucinku. (27)

2.2.2.1.1 Daptomycin

Molekula daptomycinu se sklada z cyklického polypeptidového jadra o 13 AMK, z nichz
10 AMK tvofi kruh uzavieny esterovou vazbou (Obr. 5). ATB bylo objeveno jako produkt
bakterie Streptomyces reseosporus. Spektrum ulinku se omezuje pouze na
grampozitivni bakterie. VétSina kmenu streptokok, stafylokokd a pneumokokl je na
toto ATB citliva. ATB je ucinné i proti oxacilin-rezistentnim a vankomycin-rezistentnim

stafylokok(im. Ziskand rezistence u grampozitivnich bakterii je vzacna. (28)

2.2.2.1.2 Kolistin

Molekula kolistinu je slozena z11 AMK. Na acylovy konec je pfipojena vétvend MK
a tento konec je tedy na rozdil od peptidové hydrofilni ¢asti hydrofobni (Obr. 13). MK je
nezbytna pro vysokou antimikrobialni aktivitu. Kolistin je vyrabén ve dvou formach.
Kolistin-sulfat je vSak toxicky a vyuziva se proto spiSe lokalné. Pro celkové podani se

pouziva kolistin-methansulfonat. Kolistin plusobi na vétSinu gramnegativnich aerobné
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rostoucich bacill. Proti gramnegativnim kok(im a grampozitivnim bakteriim je neucinny.
0d roku 2010 se zvy3uje rezistence na kolistin. Re§enim muze byt napfiklad kombinace
kolistinu s dalSim ATB. Mira toxicity kolistinu je v dnesni dobé jednoznacné v mensi mife
oproti 60. let minulého stoleti, kdy byl vyznamné nefrotoxicky a neurotoxicky v dusledku

pritomnych necistot. (5,27)

Obrazek 13 — Kolistin
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2.2.2.2 Aminoglykosidy

Aminoglykosidova ATB jsou Sirokospektralni a rychle pusobici baktericidni latky. Jedna
se o pfirodni nebo polysyntetickd ATB odvozena z aktinomycet. Jsou ucinna proti
grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim. Zvlasté ucinné jsou proti Escherichia coli,
Klebsiella cloacae a ¢lendm cCeledi Enterobacteriaceae. Kromé toho jsou UGc¢inné i proti
Yersinia pestis, tedy proti plvodci moru, proti SA, véetné MRSA a proti Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium foruitum a dalSim. Naopak neucinné jsou proti anaerobnim

bakteriim a rodim Streptococcus a Enterococcus. (29)

Strukturdlné se jedna o cyklické aminopolyalkoholy, na které se glykosidickou vazbou
poji molekuly aminocukr(. Na zdkladé aminocykloalkoholové skupiny se aminoglykosidy
déli do podttid. (29)

Aminoglykosidy maji dvoji antibioticky ucinek. Prvnim je inhibice proteosyntézy
probihajici na ribozomech a druhym je poSkozeni bunécné membrany. Na ribozomy

pusobi vazbou na mensi 30S podjednotku ribozomu. Podporuje chybnou translaci tim,

ze indukuje chybné ¢teni kodonl pfi dodani aminoacyl transferové ribonukleové
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kyseliny (RNA). Uginek na buné&&nou membranu vidy pfedchazi Gginek na ribozomy.

Pravdépodobné je proto vyznamnéjsi. (5,29)

Mezi nejuzivanéjsi aminoglykosidova ATB patfi gentamicin, amikacin, tobramycin,
streptomycin a neomycin. Gentamicin (Obr. 14) je z vyjmenovanych nejpouZzivanéjsi.
Jeho antibakteriadlni UcCinek je intenzivni, dalSi vyhodou je nizkd cena. Nevyhodou
gentamicinu jsou mista, na které bakterie uto¢i modifikacemi exoenzymu a tim ATB
inaktivuji. Amikacin ma SirSi spektrum ucinku nez gentamicin, ale antimikrobialni ucinek
je slabsi. Tobramycin je vyuzivan predevsim u pseudomonddovych a topickych infekci.
Streptomycin je oproti ostatnim aminoglykosidim nejméné nefrotoxicky, naopak je

silné ototoxicky. (5,29)

Obrazek 14 — Gentamicin

2.2.3 Antibiotika plsobici na nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny, DNA a RNA obsahuji genetickou informaci, kterou pfenasi. Struktura
DNA je tvorena dvousroubovici a RNA je tvorena jednim vldknem nukleotidl. Jejich
klicovou funkci je syntéza proteind, kde se prekladd geneticky kéd do AMK sekvence.

(30)

ATB tohoto typu mohou pUsobit tak, Ze inhibuji syntézu nukleovych kyselin, modifikuji
jejich konformaci nebo zplsobuji nevratné stavy. ATB puUsobici na bakteridlni DNA jsou

baktericidni. (31)

2.2.3.1 Fluorochinolony

Jednd se o Sirokospektré antibakteridlni latky, které jsou ucinné proti aerobnim
grampozitivnim i gramnegativnim organismim. Jsou Siroce pouZzivany pfi Ié¢bé infekci
dychacich cest a mocovych cest. Jejich mechanismus ucinku spociva v inhibici DNA

topoizomeraz typu Il. (32)

30



Zakladem chemické struktury jsou dva kondenzované aromatické kruhy, vétsinou jsou
pfipravky odvozeny od 4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-karboxylové kyseliny. Umisténim
rdznych substituentl na tento skelet se méni antibakteridlni u¢innost, farmakokinetické
vlastnosti i vyskyt neZadoucich Uucinkd. Mezi nejéastéjsi vedlejsi ucinky patfi
gastrointestinalni poruchy, bolesti hlavy, koZni vyrazka a alergické reakce. Mezi
pouzivana fluorochinolonova ATB patfi ciprofloxacin (Obr. 15), levofloxacin, norfloxacin,

pefloxacin, ofloxacin, moxifloxacin a dalsi. (5,32)

Obrazek 15 - Ciprofloxacin

2.2.3.2 Rifamyciny

Rifamycinova ATB inhibuji RNA polymerdzu u vétSiny bakteridlnich rodd. Vazii se
specificky na beta podjednotku RNA polymerdz, pricemzZz proti lidskym RNA
polymerdazam vykazuji malou nebo Zadnou aktivitu. Jsou tedy Sirokospektra
a baktericidni antibiotika. Prvni rifamyciny byly izolovany z pldni bakterie Amycolatopsis
mediterranei. Problémem téchto ATB je vznik rezistence u vSech rifamycind, kvl
mutacim, které modifikuji RNA polymerazu. ATB se pouzivaji ve specialnich indikacich,
zejména pro lécbu tuberkuldzy a dalSich mykobakteridlnich infekci. Schvalenymi
rifamycinovymi ATB pro klinické pouziti jsou: rifampicin, rifabutin, rifapentin a rifaximin.
Vykazuji podobna spektra ucinnosti, ale podstatné se lisi ve farmakokinetickych
vlastnostech. V jejich spektru ucinku jsou grampozitivni bakterie, mykobakterie

a nékteré gramnegativni patogeny. (33)

2.2.4 Antibiotika puasobici na ribozomy

Ribozomy jsou v prokaryotni a eukaryotni bunce rozdilné. Proto mohou ATB selektivné
pusobit na bakterie inhibici jejich ribozomu. Bakterialni ribozomy se skladaji ze dvou
podjednotek stejné jako u eukaryot, ale jsou mensi. Jsou tvofeny podjednotkami 30S

a 50S. Na mensi podjednotce je ¢tena informace z vlakna messengerové RNA (mRNA).
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Ribozom se posouva po mRNA a ke kazdému kodonu pfipojuje odpovidajici transferovou
RNA (tRNA). Vétsi podjednotka spojuje AMK nesené tRNA do jednoho peptidového

retézce. (5)

2.2.4.1 Makrolidy, azalidy

Makrolidova a azalidova ATB jsou bakteriostaticka a inhibuji bakteridlni proteosyntézu.
Prvni makrolid uzity k antimikrobidlni terapii byl erythromycin. Byl izolovan z pldni
bakterie Streptomyces erythreus. Makrolidy jsou sloZzené z makrocyklického laktonu
s pfipojenymi deoxycukry. Nékteré maji i antifungalni vlastnosti. Plsobi proti vétSiné
grampozitivnim bakteriim, v€etné anaerobnich druh(. U gramnegativnich bakterii jsou
citlivé hlavné kultivaéné naroéné druhy, jako jsou bordetely, legionely, kampylobaktery
a helikobaktery. PUsobi téZ na mykoplasmata, chlamydie, spirochety a nékteré (zejména
atypické) mykobakterie. Pfirozené rezistentni jsou enterobakterie. Makrolidy jsou
netoxicka ATB a maji nizky alergizaCni potencial. Mezi nezadouci ucinky patfi nauzea,
zvraceni Ci bolesti bficha. DalSim nezadoucim ucinkem muze byt ovliviiovani srde¢niho
prevodniho systému v repolarizacni fazi. Mezi zastupce makrolid(i patfi klaritromycin,
roxitromycin a spiramycin. Azalidy jsou podskupinou makrolidovych ATB. Jedinym

klinicky pouZivanym zastupcem je azitromycin, ktery je odvozen od erytromycinu. (5,34)

2.2.4.2 Kyselina fusidova

Kyselina fusidova (Obr. 16) je bakteriostatickd latka s uzkym spektrem ucinku. Inhibuje
proteosyntézu pomoci inhibice ribozomalniho elongacniho faktoru. Kyselina fusidova
pusobi predevsim na stafylokoky, véetné kmena rezistentnich na jiné tfidy ATB. Dale je
aktivni proti grampozitivnim anaerobnim bakteriim. Proti gramnegativnim druhlm je

aktivita velice omezena. (35)

Toto ATB je produktem houby Fusidum coccineum, kterd byla plvodné izolovana
z opiciho trusu. V roce 1962 byla uvedena na trh, ale nasledné zajem o tuto latku upadl.
Zajem znovu vzrostl po roce 2000 v souvislosti s narGstajicim vyskytem rezistentnich
stafylokok(. ZlepSila se i biologickd dostupnost s vyhodnéjsi Iékovou formou. Kyselina
fusidova je vdnesni dobé jedinym predstavitelem steroidnich ATB. Doposud se

nepodarilo vyvinout ATB s podobnou chemickou strukturou, které by meélo wvyssi
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antimikrobialni aktivitu. Hlavni chemickou strukturou ATB je steroidni jadro, které
postrada hormonalni aktivitu. Pomoci fady modifikaci kyseliny fusidové vznikla pouze
kyselina 24,25-dihydrofusidovd, ktera ma podobnou aktivitu jako samotna kyselina

fusidova. (5,35)

Obrazek 16 — Kyselina fusidova

Primarné je kyselina fusidova rfazena jako bakteriostatickd latka, ale v(ci velmi citlivym
kmenlm muze byt i baktericidni. Minimalni baktericidni koncentrace (MBC) jsou vyrazné
vysSi nez MIC u vétsiny organism(, u kterych byly tyto dva parametry méreny. Kyselina
fusidova je netoxické ATB. Mezi nezadouci ucinky patfi nauzea, zvraceni ¢i prajmy. Jeji

poddvani zatéZuje jatra, ale neni pfimo hepatotoxicka. (5,35)

2.3 Steroidni derivaty

Steroidy jsou charakteristické svou strukturou ze C¢tyf kruhl usporadanych
v charakteristickém tvaru. Vykazuji Sirokou Skalu biologickych aktivit a bylo prokazano,
Ze kromé hormonalnich u¢inku mohou po vhodné chemické modifikaci vykazovat i jiné
typy biologické aktivity, a to v€etné protinadorového, antivirového, antibakterialniho

a antioxidacniho plsobeni, ale také enzymové inhibice. (36)

Jsou také soucasti bunécnych membran. Lidsky organismus syntetizuje velké mnozZstvi
latek na bazi steroid(i. Nové syntetizované i pfirodni steroidy vykazuji strukturalni
podobnost s cholesterolem (Obr. 17). Pfedpoklada se proto, Ze spolu soutézi o vazebna
mista na receptorech. To mUzZe zabranovat vyvoji bunééné membrany a narusit
bunécnou integritu a propustnost. To vede k predpokladu, Ze je to divod, pro¢ mohou

mit derivaty cholesterolu a steroidni latky obecné antimikrobni tcinek. (37)
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Obrazek 17 — Cholesterol

2.3.1 Steroidni hydrazonové derivaty

Hydrazony jsou syntetizovany kondenzaci aldehydu ¢i ketonu s hydrazinem. Mohou byt
také syntetizovany kopulacni reakci aryldiazoniovych soli se slouceninami aktivniho
vodiku. Hydrazony jsou znamy svou Sirokou Skalou biologickych aktivit vcetné
antibakteridlnich, antifungalnich, protizanétlivych, antimalarickych Ci
antituberkulotickych ucink(. Kromé téchto aktivit se pouzivaji i jako meziprodukty pfi

syntéze dalSich latek. To se tyka i steroidnich hydrazonda. (38)
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3. CiL PRACE

Cilem teoretické ¢asti bakalarské prace je shrnout soucasnou problematiku antibiotické
rezistence, popsat jeji mechanismy, zplsoby Sifeni, rezistentni kmeny a moznosti [écby

dostupnymi antibiotiky.

V praktické casti prace je cilem syntéza patnacti novych slouCenin vychazejicich ze
steroidni slouceniny estronu. Estron bude vzhledem k pfitomnosti dvou funkcnich
skupin (ketonicka, fenolickd) dvéma rldznymi chemickymi reakcemi modifikovadn za
vzniku ester( a hydrazon( (Obr. 18). U jednotlivych sloucenin bude ovérena jejich Cistota
a budou otestovany na antimikrobidlni, antifungalni a antimykobakterialni aktivitu, dale

pak na inhibici vybranych enzym.

Pfinosem této prace je vznik novych steroidnich sloucenin, ktery by mohl vést k nalezeni
novych ucinnych antimikrobialnich ¢i jinak biologicky aktivnich sloucenin, které by mohly
byt prinosné vlécbé infekénich onemocnéni vyvolanych rezistentnimi organismy,

pfipadné jinych onemocnéni.

Obrazek 18 — Schéma designu cilovych molekul

esterifikace

 —

kondenzace
HO
R =H, CI, NO,, CF3, Me, MeO nebo chybi
X=C,N
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemie

4.1.1 Obecné metody

PFi syntézach byly pouzity komeréné dostupné chemikalie a rozpoustédla od firem
Merck (Darmstadt, Némecko), VWR/Avantor (St¥ibrna Skalice, Ceska republika), Lach-
Ner (Neratovice, Ceska republika) a Penta Chemicals (Praha, Ceska republika), které byly

dale pouZity bez dalsiho cisténi, pouze n-hexan byl purifikovan destilaci.

Pribéh vsech reakci byl pravidelné monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie
(TLC; thin layer chromatography). Jako stacionarni faze byly pouzity desti¢ky s 0,2 mm
vrstvou silikagelu 60 F254 od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Jako mobilni faze byly
pouzivany soustavy hexan/ethyl-acetat v poméru 4:1 (v/v) a dichlormethan/methanol
v poméru 93:7 (v/v), detekce byla provadéna UV lampou (UV Lamp 4, Camag, Muttenz,

Svycarsko) pfi vinovych délkach 254 a 366 nm.

Teploty tani byly stanoveny v oteviené kapilare v pfistroji Melting Point Machine B-540

(Biichi, Flawil, Svycarsko) a nejsou korigovany.

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

Iva Vencovska).

Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla zméfena na Katedfe organické
a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové doc.
PharmDr. Jifim KuneSem, CSc. Méfeni probihala pfi laboratorni teploté na pfistrojich
Varian VNMR S500 (500 MHz pro *H a 126 MHz pro 3C; Varian Comp., Palo Alto, USA)
a JNM-ECZ 600R (600 MHz pro 'H a 151 MHz pro 13C; JEOL, Tokio, Japonsko). Jako
rozpoustédlo byly pouzity deuterovany dimethylsulfoxid (DMSO-ds) a chloroform
(CDCl3). Hodnoty chemického posunu 6 (v ppm) v protonovych spektrech jsou vztazeny
nepfimo k tetramethylsilanu, uhlikové posuny byly stanoveny podle centralni linie

signdlu rozpoustédla (DMSO-ds pfi 6 = 39,5 ppm, CDCls 77,0 ppm). Interakéni konstanta
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(/) je uvedena v Hz. NMR spektra byla vyhodnocena pomoci programu MestReNova

(Mestrelab Research, Santiago de Compostela, Spanélsko).

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

i zmérené hodnoty jsou udany v procentech.

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

MA, USA).

Cistota pfipravenych sloucenin byla ovéfena pomoci TLC, NMR spektroskopie, teploty

tani a elementarni analyzy.

4.1.2 Priprava cilovych steroidnich sloucenin

4.1.2.1 Obecny postup pripravy

4.1.2.1.1 Priprava hydrazoni

0,001 mol estronu (270,37 mg) bylo rozpusténo v 8 ml methanolu a za stalého michani
byl pfidan v jednom podilu 1 ekvivalent hydrazidu (0,001 mol) a 2 kapky ledové kyseliny
octové. Reakéni smés byla privedena k varu pod zpétnym chladicem a zahfivana za
teploty varu rozpoustédla 3 hodiny, pak ponechdna zchladnout za michani stanim volné
na vzduchu a nasledné ponechdana 12 hod michat pfi laboratorni teploté. Poté byla
krystalizovana pfi teploté -20 °C po dobu 1 hodiny. Ziskany precipitat byl promyt
diethyletherem a krystaly byly vysuSeny. Pfipravena sloucenina byla charakterizovana

pomoci NMR, IR spekter, teploty tani a hodnot Rs (Obr. 19).

Obrdzek 19 — Obecné schéma pripravy hydrazoni
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Timto zplsobem byly syntetizovdny derivaty PaP-1, 3,5, 7 a 9. V pfipadé syntézy PaP-11
jsme vychazeli opét z estronu, avsak misto derivatu kyseliny benzoové byl k estronu
pridan derivat pyridinu.

4.1.2.1.2 Priprava estert

1 mmol estronu (270,37 mg) a 1,5 mmol triethylaminu (EtsN) (151,79 mg; 209,08 pl) byly
rozpustény v 8 ml dichlormethanu. Reakéni smés se michala 5 min za laboratorni teploty
a poté bylo pridano 1,3 ekvivalentu chloridu kyseliny (1,3 mmol). Reakce se ponechala
michat 2 hod do kompletni konverze na produkt (monitorovano pomoci TLC; soustava
n-hexan/ethyl-acetat 4:1). Nasledné byla reak¢éni smés odparena do sucha, pridan ethyl-
acetat, nerozpustny podil byl odfiltrovan, filtrat vytfepan s 10% roztokem Na,COs, 0,1M
HCI, 5% roztokem NaCl a vysuSen stanim nad bezvodym Na;SOa, ktery byl nasledné
odfiltrovan. Produkt byl ponechan dostatecny Cas krystalizovat. Pfipravené slouCeniny

byly charakterizovany pomoci NMR, IR spekter, teploty tani a hodnot Rs (Obr. 20).

Obrdzek 20 — Obecné schéma pripravy estert

Timto zpUsobem byly pfipraveny derivaty PaP-2, 4, 6 a 10.

Pro slouceninu PaP-12 byl zvolen jiny postup pfipravy. Syntéza probihala Steglichovu
esterifikaci. 1,1 mmol isonikotinové kyseliny (135,42 mg), 1 mmol estronu (270,37 mg)
a 0,1 mmol 4-(dimethylamino)pyridinu (DMAP; 12,22 mg) byly rozpustény v 35 ml
dichlormethanu, smés byla chlazena ledem na 0 °C, a pak bylo najednou pfidano
1,3 mmol hydrochloridu 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDAC)
(249,21 mg). Po 4 hodinach bylo chlazeni preruseno a smés byla ponechana reagovat
dalich 12 hod za laboratorni teploty. Monitorovani reakce probihalo za pomoci TLC,
soustava n-hexan/ethyl-acetat 4:1. Reakéni smés byla odparena do sucha, byl pfidan

ethyl-acetat s naslednym vytfepanim 10% roztoku Na,COs, 0,1 M HCI, 5% roztoku NaCl

38



a vysuSena bezvodym Na,SOs. Pfipravend sloucCenina byla charakterizovana pomoci

NMR, IR spekter, teploty tani a hodnot Ry.

4.1.2.2 Priprava vychozich chloridi kyseliny

Pfi pfipravé vychozich chloridd kyselin jsme pracovali v bezvodém prostredi a pred
samotnou syntézou jsme banku a magnetické michadlo dokonale vysusili. 1,5 mmol
chlorbenzoové kyseliny (234,86 mg) bylo rozpusténo v 10 ml thionylchloridu a byly
pridany 2 kapky N,N-dimethylformamidu (DMF). Reakce se ponechala michat 2 hod pfi
60 °C do kompletni konverze na produkt. Nasledné byla reakéni smés odparena na

rotacni vakuové odparce a pouzita bez dalsiho Cisténi do reakce (Obr. 21).

Obrdzek 21 — Obecné schéma pripravy vychoziho chloridu

o 0
DMF
7N OH — N c
ol — SOCl, |
P G

Timto zplsobem bylo potfeba nasyntetizovat vychozi chloridy pro slou¢eniny PaP-8, 13,

14 a 15. V ptipadé PaP-15 byl vSak vychozi latkou PaP-5 misto estronu.
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4.1.3 Syntézy a charakterizace jednotlivych sloucenin

N'-((8R,95,135,14S,E)-3-Hydroxy-13-methyl-6,7,8,9,11,12,13,14,15,16-dekahydro-

17H-cyklopenta[alfenanthren-17-yliden)benzohydrazid [PaP-1]

Reakéni schéma:

©\ AcOH
+ - >
CONHNH, MeOH

Sumarni vzorec: Cas5H28N20;

Popis krystala: bilé

Vytézek: 0,2660 g (68 %)

Teplota tani: 198,0 °C

TLC: DCM/MeOH 93/7 Rr= 0,64
NMR:

IH NMR (600 MHz, DMSO-De) & 10.18 (s, 1H), 8.96 (s, 1H), 7.76 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.50
(d,J=7.4Hz, 1H), 7.44 (t,J = 7.5 Hz, 2H), 7.04 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.49 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz,
1H), 6.42 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 2.77 - 2.60 (m, 2H), 2.44 — 2.27 (m, 1H), 2.13 (d, J = 11.7 Hz,
1H), 1.97 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 1.88 — 1.80 (m, 2H), 1.56 — 1.30 (m, 5H), 0.87 (s, 3H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-Dg) 6 174.97, 163.86, 155.53, 137.62, 134.86, 131.73, 130.66,
128.80, 128.17, 126.57, 115.50, 113.33, 52.37, 45.39, 44.12, 38.53, 34.62, 29.63, 27.41,
27.30, 26.50, 23.21, 17.45.

Elementarni analyza: teorie: C 77.29, H 7.26, N 7.21; nalezeno: C 77.33, H 7.21, N 7.26.

IR [em™]: 1663, 1647, 1611, 1580, 1525, 1508, 1487, 1445, 1373, 1357, 1287, 1277,
1267, 1229, 1218, 1188, 1159, 1137, 1123, 1103, 1082, 1050, 1033, 1002, 973, 935, 919,
898, 879, 866, 852, 843, 822, 798, 786, 771, 753, 731, 718, 701, 693, 682, 677, 658, 652,
646, 636, 632, 625.
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(8R,95,135,145)-13-Methyl-17-o0x0-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-

cyklopenta[alfenanthren-3-yl-benzoat [PaP-2]

Reakéni schéma:

EtsN
DCM
o
Sumarni vzorec: Ca5H2603
Popis krystala: bilé
Vytéiek: 0,1005 g (27 %)
Teplota tani: 222,5 °C (lit. 220-223 °C (39))
TLC: n-hexan/EtOAc 4/1 Rr=0,41
NMR:

IH NMR (500 MHz, cdcls) & 8.23 — 8.19 (m, 2H), 7.65 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.52 (t,J = 7.7 Hz,
2H), 7.35 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.00 (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 2.98 —
2.93 (m, 2H), 2.53 (dd, J = 19.1, 8.7 Hz, 1H), 2.45 (dd, J = 12.7, 3.9 Hz, 1H), 2.34 (td, J =
10.9, 4.1 Hz, 1H), 2.23 - 1.95 (m, 4H), 1.74 — 1.44 (m, 6H), 0.94 (s, 3H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-Dg) 6 219.58, 165.21, 149.15, 138.49, 138.00, 134.31, 130.16,
129.88, 129.40, 126.72, 121.90, 119.30, 50.41, 47.81, 44.18, 38.24, 35.89, 32.00, 29.36,
26.34, 25.98, 21.68, 14.13.

Elementdrni analyza: teorie: C 80.18, H 7.00; nalezeno: C 80.07, H 6.68.

IR [em™]: 1732, 1697, 1682, 1670, 1647, 1622, 1602, 1584, 1542, 1507, 1494, 1451,
1434, 1417, 1405, 1372, 1339, 1314, 1266, 1220, 1209, 1176, 1150, 1103, 1080, 1063,
1025, 1008, 928, 913, 895, 819, 802, 783, 709, 685, 650, 644, 638, 629, 619, 611.
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N'-((8R,95,135,14S,E)-3-Hydroxy-13-methyl-6,7,8,9,11,12,13,14,15,16-dekahydro-
17H-cyklopenta[a]fenanthren-17-yliden)-4-(trifluormethyl)benzohydrazid [PaP-3]

Reakéni schéma:

FaC
AcOH
+ EEE——
CONHNH, ~ MeOH

Sumarni vzorec: Ca6H27F3N20;

Popis krystala: bilé

Vytézek: 0,4346 g (95 %)

Teplota tani: 265,5 °C

TLC: DCM/MeOH 93/7 Rf=0,69
NMR:

IH NMR (500 MHz, dmso) & 10.46 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 7.98 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.85 (d, J
= 8.1 Hz, 2H), 7.07 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.52 (dd, J = 8.4, 2.7 Hz, 1H), 6.45 (d, J = 2.7 Hz, 1H),
2.78 — 2.62 (m, 3H), 2.47 — 2.30 (m, 1H), 2.16 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 2.05 — 1.82 (m, 3H),
1.57 —1.25 (m, 6H), 0.91 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, dmso) & 175.49, 162.60, 155.20, 138.44, 137.30, 131.28 (g, J =31.9
Hz), 130.64, 130.30, 128.83, 126.27, 125.45 (q, J = 4.0 Hz), 124.17 (q, J = 272.8 Hz),
115.16, 113.00, 52.00, 45.16, 43.77, 38.18, 34.25, 29.30, 27.27, 26.96, 26.16, 22.86,
17.10.

Elementarni analyza: teorie: C 68.41, H 5.96, N 6.14; nalezeno: C 68.49, H 6.01, N 6.06.

IR [em™]: 1753, 1736, 1720, 1701, 1671, 1653, 1641, 1618, 1578, 1560, 1530, 1500, 1438,
1407, 1326, 1287, 1168, 1115, 1067, 1017, 914, 877, 860, 816, 788, 767, 704, 681, 675,
670, 660, 654, 643, 636, 628, 621, 610.
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(8R,95,135,145)-13-Methyl-17-o0x0-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-

cyklopenta[alfenanthren-3-yl-4-(trifluormethyl)benzoat [PaP-4]

Reakéni schéma:

Sumarni vzorec: Ca6H25F303

Popis krystala: bilé

Vytézek: 0,2408 g (54 %)

Teplota tani: 207,8 °C

TLC: n-hexan/EtOAc 4/1 Rr=0,44
NMR:

'H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) 6 8.27 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.33 (d, J
= 8.5 Hz, 1H), 7.02 (dd, J = 8.4, 2.7 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 2.87 — 2.83 (m, 2H),
2.45 -2.35 (m, 2H), 2.26 (td, J = 11.3, 3.8 Hz, 1H), 2.05 (dt, J = 18.3, 8.7 Hz, 1H), 1.99 -
1.92 (m, 2H), 1.78 (dt, J = 12.5, 3.1 Hz, 1H), 1.61 — 1.34 (m, 6H), 0.83 (s, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Dg) & 219.67, 164.17, 148.92, 138.59, 138.27,133.95 (q, J =
31.9 Hz), 133.61, 131.08, 126.83, 126.40 (q, J = 3.8 Hz), 124.25 (q, J = 272.1 Hz), 121.83,
119.22,50.34, 47.81, 44.17, 38.17, 35.90, 31.97, 29.37, 26.32, 25.96, 21.67, 14.10.

Elementarni analyza: teorie: C 70.58, H 5.70; nalezeno: C 70.48, H 5.75.

IR [em™]: 1790, 1744, 1728, 1587, 1510, 1496, 1411, 1373, 1323, 1265, 1221, 1177, 1123,
1115, 1072, 1009, 915, 897, 859, 844, 819, 770, 748, 694, 680, 657, 649, 633, 627, 608.
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N'-((8R,95,135,14S,E)-3-Hydroxy-13-methyl-6,7,8,9,11,12,13,14,15,16-dekahydro-

17H-cyklopenta[alfenanthren-17-yliden)-4-nitrobenzohydrazid [PaP-5]

Reakéni schéma:

ON
AcOH

+ —
CONHNH, ~ MeOH

Sumarni vzorec: Ca5H27N304

Popis krystala: zluté

Vytézek: 0,2751 g (63 %)

Teplota tani: 261,5°C

TLC: DCM/MeOH 93/7 Rf=0,82
NMR:

IH NMR (600 MHz, DMSO-Ds) & 10.53 (s, 1H), 8.96 (s, 1H), 8.28 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.99
(d,J = 8.5 Hz, 2H), 7.03 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.48 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.41 (d, J = 2.7 Hz, 1H),
2.76 — 2.58 (m, 3H), 2.44 —2.27 (m, 2H), 2.17 — 2.09 (m, 1H), 2.04 — 1.94 (m, 1H), 1.91 -
1.79 (m, 2H), 1.57 — 1.23 (m, 4H), 0.88 (s, 3H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-Dg) 6 176.34, 162.39, 155.53, 149.49, 140.67, 137.61, 130.62,
129.75, 126.58, 123.94, 115.50, 113.33, 52.33, 45.54, 44.09, 38.52, 34.56, 29.62, 27.69,
27.29, 26.48, 23.17, 17.43.

Elementarni analyza: teorie: C 69.27, H 6.28, N 9.69; nalezeno: C 69.29, H 6.34, N 9.75.

IR [em™]: 1730, 1676, 1634, 1604, 1584, 1524, 1516, 1499, 1488, 1467, 1454, 1429, 1374,
1347, 1323, 1299, 1288, 1253, 1189, 1168, 1155, 1138, 1125, 1113, 1086, 1053, 1031,
1013, 981, 936, 918, 901, 868, 853, 839, 814, 786, 741, 731, 718, 701, 677, 664, 647, 629,
611, 605.
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(8R,95,135,145)-13-Methyl-17-o0x0-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-

cyklopenta[alfenanthren-3-yl-4-nitrobenzoat [PaP-6]

Reakéni schéma:

Sumarni vzorec: Ca5H25NOs

Popis krystala: bilé

Vytézek: 0,0608 g (15 %)

Teplota tani: 229,7 °C (lit. 231-234 °C (40))

TLC: n-hexan/EtOAc 4/1 Rr=0,33
NMR:

IH NMR (600 MHz, DMSO-Ds) & 8.37 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 8.30 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.34 (d, J
= 8.5 Hz, 1H), 7.03 (dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 2.87 — 2.82 (m, 2H),
2.39 (ddd, J = 21.7, 17.8, 6.1 Hz, 1H), 2.44 — 2.34 (m, 1H), 2.04 (dt, J = 18.4, 8.8 Hz, 1H),
1.97 - 1.89 (m, 2H), 1.75 (dd, J = 11.9, 4.0 Hz, 1H), 1.60 — 1.32 (m, 5H), 0.82 (s, 3H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-Dg) 6 220.09, 163.84, 151.08, 148.75, 138.56, 138.25, 135.10,
131.75,127.01, 124.53, 121.95, 119.33, 50.13, 47.82, 44.15, 38.01, 35.90, 31.87, 29.43,
26.33, 25.89, 21.69, 14.04.

Elementarni analyza: teorie: C 71.58, H 6.01, N 3.34; nalezeno: C 71.49, H 6.03, N 3.29.

IR [em™]: 1791, 1738, 1697, 1681, 1657, 1647, 1621, 1606, 1519, 1495, 1472, 1454, 1433,
1410, 1376, 1348, 1323, 1268, 1221, 1208, 1184, 1149, 1104, 1075, 1014, 985, 905, 870,
856, 846, 819, 782, 743, 713, 670, 657, 650, 635, 622.
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4-Chlor-N'-((8R,9S,13S,14S,E)-3-hydroxy-13-methyl-6,7,8,9,11,12,13,14,15,16-
dekahydro-17H-cyklopenta[a]fenanthren-17-yliden)benzohydrazid [PaP-7]

Reakéni schéma:

cl
AcOH
+ —
CONHNH,  MeOH

Sumarni vzorec: Ca25H27CIN202

Popis krystala: bilé

Vytézek: 0,2618 g (62 %)

Teplota tani: 253,8 °C

TLC: DCM/MeOH 93/7 Rr=0,58
NMR:

IH NMR (500 MHz, dmso) & 10.30 (s, 1H), 9.01 (s, 1H), 7.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.54 (d, J
= 8.2 Hz, 2H), 7.07 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.51 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz, 1H), 6.44 (d, J = 2.6 Hz, 1H),
2.80 — 2.60 (m, 3H), 2.47 — 2.30 (m, 1H), 2.16 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 1.99 (d, J = 11.9 Hz,
1H), 1.94 — 1.81 (m, 3H), 1.59 — 1.27 (m, 4H), 0.90 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, dmso) 6 175.08, 162.54, 155.18, 137.29, 136.20, 133.21, 130.30,
129.82,128.52, 126.25, 115.15, 112.99, 52.00, 45.11, 43.76, 38.17, 34.25, 29.29, 27.18,
26.95, 26.15, 22.85, 17.09.

Elementarni analyza: teorie: C 70.99, H 6.43 N 6.62; nalezeno: C 71.02, H 6.40, N 6.64.

IR [em™]: 1716, 1697, 1688, 1660, 1645, 1622, 1590, 1569, 1558, 1541, 1517, 1501, 1484,
1455, 1429, 1417, 1395, 1386, 1374, 1363, 1339, 1320, 1288, 1269, 1254, 1192, 1179,
1158, 1136, 1124, 1105, 1088, 1053, 1037, 1014, 945, 935, 917, 901, 867, 839, 820, 790,
757,746,732, 698, 684, 675, 665, 651, 638, 634, 628, 620, 605.
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(8R,95,135,145)-13-Methyl-17-o0x0-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-

cyklopenta[alfenanthren-3-yl-4-chlorbenzoat [PaP-8]

Reakéni schéma:

Sumarni vzorec: Cy5H,5Cl05

Popis krystala: bilé

Vytézek: 0,1435 g (35 %)

Teplota tani: 214,5 °C (lit. 215-217 °C (40))

TLC: n-hexan/EtOAc 4/1 Rr=0,44
NMR:

'H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) 6 8.13 —8.10 (m, 2H), 7.48 — 7.43 (m, 2H), 7.33 (d,
J=8.4 Hz, 1H), 6.96 (dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H), 6.93 (d, / = 2.6 Hz, 1H), 2.96 — 2.90 (m, 2H),
2.54-2.49 (m, 1H), 2.42 (dqg, J=12.2, 3.4 Hz, 1H), 2.37 (dt, /= 14.2, 3.7 Hz, 1H), 2.31 (td,
J=11.1, 4.3 Hz, 1H), 2.13 (dt, J = 18.8, 9.4 Hz, 1H), 2.07 — 1.92 (m, 2H), 1.66 — 1.42 (m,
6H), 0.92 (s, 3H).

13C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) 6 220.98, 164.71, 153.71, 148.75, 140.16, 131.61,
129.01, 126.60, 121.68, 118.84,115.38, 112.93, 50.54, 48.06, 44.27, 38.11, 35.96, 31.65,
29.51, 26.43, 25.86, 21.68, 13.93.

Elementarni analyza: teorie: C 73.43, H 6.16; nalezeno: C 73.49, H 6.07.

IR [em™]: 1730, 1697,1594, 1493, 1473, 1454, 1433, 1400, 1373, 1338, 1276, 1264, 1222,
1211, 1172, 1151, 1135, 1090, 1076, 1012, 983, 964, 930, 912, 898, 850, 820, 789, 758,
749, 714, 683, 630.
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N'-((8R,95,135,14S,E)-3-Hydroxy-13-methyl-6,7,8,9,11,12,13,14,15,16-dekahydro-

17H-cyklopenta[alfenanthren-17-yliden)-4-methoxybenzohydrazid [PaP-9]

Reakéni schéma:

MeO
AcOH
+ — >
CONHNH, ~ MeOH

Sumarni vzorec: Ca26H30N203

Popis krystala: bilé

Vytéiek: 0,3214 g (77 %)

Teplota tani: 268,1 °C

TLC: DCM/MeOH 93/7 Rf=0,51
NMR:

H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) 6 10.02 (s, 1H), 8.96 (s, 1H), 7.77 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.03
(d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.48 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz, 1H), 6.41 (d, J = 2.6
Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 2.77 — 2.58 (m, 3H), 2.44 — 2.35 (m, 1H), 2.30 (d, J = 13.2 Hz, 1H),
2.14 (td, J = 11.1, 4.1 Hz, 1H), 1.96 (s, 1H), 1.89 — 1.79 (m, 2H), 1.55 — 1.24 (m, 6H), 0.86
(s, 3H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-Dg) 6 174.37, 163.24, 162.17, 155.53, 137.62, 130.68, 130.01,
126.84, 126.57, 115.50, 114.03, 113.33, 55.91, 52.39, 45.33, 44.13, 38.53, 34.62, 29.63,
27.30, 27.18, 26.50, 23.23, 17.46.

Elementarni analyza: teorie: C 74.61, H 7.23, N 6.69; nalezeno: C 74.61, H 7.20, N 6.72.

IR [em™]: 1748, 1716, 1657, 1638, 1607, 1587, 1575, 1527, 1499, 1471, 1441, 1417, 1364,
1281, 1252, 1180, 1158, 1137, 1113, 1079, 1050, 1028, 947, 936, 918, 902, 867, 839,
823, 790, 765, 706, 669,663, 655, 636, 628, 614.
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(8R,95,135,145)-13-Methyl-17-ox0-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-

cyklopenta[alfenanthren-3-yl-4-methoxybenzoat [PaP-10]

Reakéni schéma:

Sumarni vzorec: Cy6H250,

Popis krystala: bilé

Vytézek: 0,0752 g (19 %)

Teplota tani: 242,5 °C (lit. 229-231 °C (40))

TLC: n-hexan/EtOAc 4/1 Rf=0,32
NMR:

'H NMR (600 MHz, DMSO-D¢) 6 8.04 — 8.00 (m, 2H), 7.30 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.07 (d, J =
8.9 Hz, 2H), 6.94 (dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 3.30 (s, 3H), 2.86 —2.81
(m, 2H), 2.43 — 2.42 (m, 2H), 2.37 (dt, J = 14.2, 3.7 Hz, 1H), 2.28 — 2.17 (m, 1H), 2.12 -
2.07 (m, 1H), 2.07 =1.92 (m, 2H), 1.50 - 1.30 (m, 6H), 0.81 (s, 3H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-Dg) § 220.22, 164.20, 155.56, 137.64, 132.45, 130.44, 126.60,
122.20, 119.57, 115.50, 114.79, 113.33, 56.17, 50.12, 47.82, 43.98, 38.50, 35.91, 31.90,
29.59, 26.67, 26.09, 21.68, 14.06.

Elementarni analyza: teorie: C 77.20, H 6.98; nalezeno: C 77.18, H 6.95.

IR [em™]: 1735, 1718, 1621, 1606, 1584, 1513, 1498, 1465, 1436, 1424, 1396, 1377, 1360,
1320, 1286, 1261, 1250, 1209, 1184, 1170, 1155, 1138, 1102, 1077, 1055, 1018, 1008,
946, 933, 920, 899, 877, 851, 819, 788, 767, 733, 710, 692, 681, 671, 650, 642, 634, 627,
615, 605.
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(8R,95,135,145)-13-Methyl-17-o0x0-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-

cyklopenta[alfenanthren-3-yl-4-methoxybenzoat [PaP-11]

Reakéni schéma:

N7 AcOH
+ —
Z >ConHnH, ~ MeOH

Sumarni vzorec: Cy4Hy7N30,

Popis krystala: bilé

VytéZek: 0,3187 g (82 %)

Teplota tani: 278,0 °C (lit. 267-269 °C (41))

TLC: DCM/MeOH 93/7 Rr=0,33
NMR:

IH NMR (600 MHz, DMSO-De) & 10.47 (s, 1H), 8.96 (s, 1H), 8.70 — 8.67 (m, 2H), 7.69 —
7.65 (m, 2H), 7.03 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.49 (dd, J = 8.4, 2.7 Hz, 1H), 6.41 (d, J = 2.6 Hz, 1H),
2.78 — 2.58 (m, 4H), 2.41 (dt, J = 18.2, 8.7 Hz, 1H), 2.35—2.27 (m, 1H), 2.14 (td, J = 11.2,
4.1 Hz, 1H), 1.97 (dt, J = 12.7, 3.3 Hz, 1H), 1.85 (dtd, J = 15.9, 8.0, 4.5 Hz, 1H), 1.56 — 1.24
(m, 6H), 0.87 (s, 3H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-Dg) 6 176.49, 162.35, 155.53, 150.59, 141.91, 137.61, 130.62,
126.58, 122.27, 115.49, 113.33, 52.32, 45.54, 44.08, 38.52, 34.55, 29.62, 27.67, 27.28,
26.48, 23.16, 17.42.

Elementarni analyza: teorie: C 74.01, H6.99, N 10.79; nalezeno: C 74.05,H 7.10, N 10.78.

IR [em™]: 1670, 1644, 1605, 1582, 1555, 1526, 1495, 1470, 1435, 1412, 1372, 1361, 1283,
1249, 1228, 1186, 1169, 1154, 1141, 1101, 1061, 1031, 1008, 936, 922, 899, 872, 849,
814,786, 754, 713, 680, 665, 646, 634, 621.

50



(8R,95,135,145)-13-Methyl-17-o0x0-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-

cyklopenta[alfenanthren-3-yl-isonikotinat [PaP-12]

Reakéni schéma:

0
+ _bcc
7z OH DMAP
N NS | X (0]
N A
Sumarni vzorec: Cy4H,5NOg
Popis krystala: bilé
Vytézek: 0,0997 g (27 %)
Teplota tani: >400 °C
TLC: n-hexan/EtOAc 4/1 Rs=0,08

NMR:

IH NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) & 8.98 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 8.13 (d, J = 5.5 Hz, 2H),
7.35(d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.97 (dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H), 6.94 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 2.97 - 2.91
(m, 2H), 2.51 (dd, J = 19.2, 8.9 Hz, 1H), 2.44 — 2.39 (m, 1H), 2.32 (t, J = 11.4 Hz, 1H), 2.20
—1.95 (m, 3H), 1.68 — 1.42 (m, 7H), 0.92 (s, 3H).

13C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) 6 220.72, 163.13, 150.36, 148.27, 139.07, 138.57,
138.40, 126.81, 124.51, 121.31, 118.45, 50.51, 48.02, 44.26, 38.05, 35.93, 31.62, 29.54,
26.38, 25.86, 21.69, 13.93.

Elementarni analyza: teorie: C 76.77, H 6.71, N 3.73; nalezeno: C 76.69, H 6.63, N 3.77.

IR [em™]: 1739, 1697, 1606, 1563, 1493, 1453, 1407, 1379, 1325, 1279, 1271, 1262, 1242,
1220, 1209, 1183, 1154, 1091, 1062, 1008, 942, 930, 912, 893, 850, 823, 785, 755, 745,
705, 683, 664, 644, 638, 630, 620, 612.
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(8R,95,135,145)-13-Methyl-17-ox0-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-

cyklopenta[alfenanthren-3-yl-2-chlorbenzoat [PaP-13]

Reakéni schéma:

Sumarni vzorec: Ca5H25Cl03

Popis krystala: bilé az lehce nazloutlé

Vytézek: 0,0766 g (19 %)

Teplota tani: 209,8 °C (lit. 214-216 °C (40))

TLC: n-hexan/EtOAc 4/1 Rr=0,42
NMR:

IH NMR (600 MHz, DMSO-De) & 7.98 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.62 — 7.59 (m, 2H), 7.50 (ddd, J
=8.2,5.7, 2.9 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.01 (dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H), 6.97 (d, J =
2.5 Hz, 1H), 2.90 — 2.86 (m, 2H), 2.46 — 7.45 (m, 2H), 2.27 (td, J = 11.1, 4.1 Hz, 1H), 2.08
—2.00 (m, 1H), 1.98—1.92 (m, 2H), 1.78 (dt, J = 12.7, 3.0 Hz, 1H), 1.62 — 1.34 (m, 6H),
0.84 (s, 3H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-Dg) § 219.57, 164.30, 148.85, 138.66, 138.33, 134.11, 132.78,
131.87, 131.42, 130.20, 127.99, 126.84, 121.74, 119.15, 50.40, 47.81, 44.18, 38.21,
35.90, 31.99, 29.36, 26.32, 25.98, 21.68, 14.12.

Elementarni analyza: teorie: C 73.43, H 6.16; nalezeno: C 73.41, H 6.19.

IR [em™]: 1736, 1697, 1681, 1699, 1607, 1590, 1508, 1493, 1472, 1452, 1436, 1406,
1374, 1338, 1294, 1271, 1249, 1218, 1207, 1183, 1162, 1152, 1104, 1094, 1082, 1054,
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1036, 1007, 966, 928, 915, 904, 892, 819, 788, 756, 716, 697, 674, 653, 646, 640, 626,
604.
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(8R,95,135,145)-13-Methyl-17-o0x0-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-

cyklopenta[alfenanthren-3-yl-3-chlorbenzoat [PaP-14]

Reakéni schéma:

Cl

EtsN
+ DCM
cocl cl o
Sumarni vzorec: C25H25CIO3
Popis krystala: bilé az lehce nazZloutlé
Vytézek: 0,0786 g (19 %)
Teplota tani: 204,6 °C (lit. 212-214 °C (40))
TLC: n-hexan/EtOAc 4/1 Rf=0,52

NMR:

IH NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 8.05 — 8.01 (m, 2H), 7.76 (ddd, J = 8.2, 2.3, 1.1 Hz, 1H),
7.60 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.01 (dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H), 6.97 (d, J =
2.5 Hz, 1H), 2.90 — 2.82 (m, 2H), 2.45 — 2.35 (m, 2H), 2.30 — 2.23 (m, 1H), 2.05 (dt, J =
18.5, 8.7 Hz, 1H), 1.98 — 1.93 (m, 2H), 1.78 (dt, J = 12.6, 3.1 Hz, 1H), 1.60 — 1.36 (m, 6H),
0.84 (s, 3H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-Dg) 6 219.57, 164.04, 148.99, 138.55, 138.22, 134.28, 134.15,
131.94, 131.42, 129.70, 128.81, 126.76, 121.81, 119.20, 50.40, 47.81, 44.18, 38.22,
35.89, 31.99, 29.36, 26.32, 25.97, 21.68, 14.12.

Elementarni analyza: teorie: C 73.43, H 6.16; nalezeno: C 73.37, H 6.13.

IR [em™]: 1737, 1697, 1603, 1574, 1494,1470, 1455, 1425, 1372, 1339, 1282, 1250, 1222,
1213, 1185, 1154, 1107, 1080, 1052, 1008, 981, 966, 943, 930, 909, 901, 870, 842, 823,
807,783,767,743,725,703, 673, 653, 644, 636, 626, 604.
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(8R,9S5,135,14S,E)-13-Methyl-17-[2-(4-nitrobenzoyl)hydrazinyliden]-
7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dekahydro-6H-cyklopenta[a]fenanthren-3-yl-4-
chlorbenzoat [PaP-15]

Reakéni schéma:

NO,

EtgN

Sumarni vzorec: C32H30CIN30s

Popis krystala: svétle Zluté

Vytézek: 0,0445 g (8 %)

Teplota tani: 195,0 °C

TLC: DCM/MeOH 93/7 Rr=1
NMR:

'H NMR (500 MHz, dmso) & 10.58 (s, 1H), 8.31 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 2H), 8.10 (dd, J = 8.8,
2.1 Hz, 2H), 8.05-8.01 (m, 2H), 7.70-7.60 (m, 2H), 7.38 (d, / = 8.6 Hz, 1H), 7.03 (dd, J =
8.4, 2.6 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 2.90 — 2.83 (m, 2H), 2.69 (dd, J = 18.9, 9.0 Hz,
1H), 2.49 - 2.41 (m, 1H), 2.31 (d, J = 12.7 Hz, 2H), 2.05 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 1.94 - 1.87
(m, 2H), 1.65-1.30 (m, 6H), 0.94 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, dmso) 6 176.12, 164.38, 162.33, 149.41, 148.75, 140.59, 139.37,
138.35, 138.10, 132.03, 129.69, 129.61, 128.40, 126.84, 123.87, 121.96, 119.34, 52.24,
45.41, 44.16, 37.96, 34.46, 29.37, 27.62, 26.86, 26.20, 23.11, 17.31.

Elementarni analyza: teorie: C 67.19, H 5.29, N 7.35; nalezeno: C 67.23, H 5.21, N 7.26.

IR [em™]: 1730, 1645, 1597, 1566, 1524, 1493, 1456, 1425, 1407, 1346, 1318, 1262,
1254, 1217, 1182, 1171, 1154, 1141, 1092, 1077, 1050, 1015, 982, 964, 942, 913, 896,
884,871, 857,843, 822,797, 780, 755, 744, 727, 697, 684, 661, 636, 627, 620.
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4.2 Biologie

4.2.1 Hodnoceni antibakterialni aktivity

In vitro antibakteridlni aktivita byla stanovovana v(c¢i dvéma grampozitivnim kok{im
a dvéma gramnegativnim tyckovitym bakteriim. Jednalo se o kmeny Staphyloccocus
aureus ATCC (American Type Culture Collection) 29213, CCM (Czech Collection of
Microorganisms) 4223, Enterococcus faecalis ATCC 29212, CCM 4224, Escherichia coli
ATCC 25922, CCM 3954, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, CCM 3955.

Pro testovani antimikrobidlni aktivity pfipravenych sloucenin byla pouzita mikrodilu¢ni
bujénova metoda v destickach podle standardu EUCAST (The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing). Kazdd jamka v mikrodilu¢ni desti¢ce obsahovala
200 pl media a 10 pl suspenze inokula. Kultivace byla provedena na Miiller-Hintonové
bujénu &. 2 (CAMHB). Velikost inokula byla 0,5 podle McFarlandovy stupnice (1,5 x 108
CFU/ml), pH bylo upraveno na hodnotu 7 (+ 0,2). Testované slouceniny byly rozpustény
v DMSO a nasledné v médiu tak, aby findIni koncentrace byly v rozmezi 0,49-500 umol/I.
Vyslednd koncentrace DMSO nepfesdhla 1 % a neovlivnila rlist bakterii. Hodnoty MIC
byly odecéteny po 24 a 48 hodindach statické inkubace ve tmé a v humidni atmosfére pri

35°C(+2).

MIC je definovdna jako minimalné 95% redukce rlstu bakterii ve srovnani s kontrolou.
Inhibice rustu byla stanovena vizualni metodou. Jako referencni |éCivo pro srovnani byl

zvolen jednak vychozi estron, jednak beta-laktamové antibiotikum piperacilin (PIP).

Antibakterialni aktivita byla stanovena pani Idou Dufkovou na Katedfe biologickych

a lékarskych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

4.2.2 Hodnoceni antifungalni aktivity

In vitro antimykobakteridlni aktivita byla stanovena vUci ¢tyfem patogennim houbam.
Testovanymi kmeny byly dvé kvasinky: Candida albicans (CA) ATCC 24433, CCM 8320,
Candida krusei (CK) ATCC 6258, CCM 8271; a dva kmeny vlaknitych hub: Aspergillus
fumigatus (AF) ATCC 204305, Absidia corymbifera (AC) CCM 8077.

Ke stanoveni antifungdlni aktivity byla opét pouZita mikrodilu¢ni bujonovda metoda

v desti¢kach dle standard( EUCAST, kazda jamka s obsahem 200 pl média a 10 pl
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suspenze inokula. Jako médium byl pouzit RPMI-1640 s glutaminem a 2% glukézou a pH
bylo upraveno na 7,0 za pouziti 3-(N-morfolino)propansulfonové kyseliny o 0,165M
koncentraci. Vysledné inokulum mélo velikost 0,5-2x10° CFU/ml. Teplota inkubace byla
35°+ 2 °C a probihala 24-48 h, staticky, ve tmé a pfi humidni atmosfére. S testovanymi
slou¢eninami bylo naloZzeno podobné jako u antibakterialni aktivity. Jako standard bylo
pouzito triazolové antimykotikum flukonazol (FLU). Inhibice rlstu hub byla odectena
vizualné.

Hodnoty MIC stanovila Ida Dufkovd z Katedry biologickych a lékarskych véd

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

4.2.3 Hodnoceni antimykobakteridlni aktivity

Aktivita proti mykobakteriim byla stanovena proti péti kmenim, konkrétné
Mycolicibacterium smegmatis ATCC 607 (DSM 43465), Mycolicibacterium aurum ATCC
23366 (DSM 43999), Mycobacterium avium, Mycobacterium kansasii a Mycobacterium
tuberculosis Hz7Ra ATCC 9431 (ITM-M006710).

Ke stanoveni aktivity byla pouzita opét mikrodilu¢ni bojénova metoda na 96-jamkové
mikrotitracni desticce. V kazdé jamce bylo kultiva¢ni médium, kterym byl Middlebrook
agar 7H9 s 0,4 % glycerolu a 10 % rlstového doplriku Middlebrook OADC. Suspenze
inokula byla upravena na hodnotu 1,0 dle stupnice McFarlanda a zfedéna bujénem 1:10
(pro M. tuberculosis) neb 1:20 (pro rychle rostouci mykobakterie). Jednotlivé slouceniny
byly rozpustény vDMSO a nasledné byl pfidan Middlebrookiv bujon tak, aby
koncentrace testovanych sloucenin Cinila 2000 pg/ml. Finalni koncentrace byly ziskany
dvojkovym fedénim a odpovidaly 3,91-2000 pg/ml. Koncentrace DMSO nepfesahla
2,5% a neovlivnila rlst mykobakterii. Jako standard byli pouzity: isoniazid (INH),

rifampicin (RIF) a ciprofloxacin (CIP), které byli rozpustény v demineralizované vodé.

Podminky inkubace byly definovany pfi 37 °C, statickd inkubace ve tmé. Cas inkubace se
pro jednotlivé kmeny liSil: M. smegmatis 48 hodin, M. tuberculosis 120 hodin, ostatni
kmeny 72 hodin, po této dobé inkubace bylo do vSech jamek desticky pfidano barvivo,
pripravené rozpusténim sodné soli resazurinu v deionizované vodé (0,01 %) a 10 %
vodného roztoku Tweenu 80. Mikrotitracni desticka byla inkubovana po dobu 2,5-24

hod podle druhu patogenu. MIC byla po této dobé inkubace odectena vizudlné na
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zakladé zmény barvy jamek. RGZové zbarvend jamka znaci neaktivni slou¢eninu, modré
zbarveni znamena aktivni slou€eninu. Zahrnuty byly i pozitivni a negativni rlstové

kontroly. VSechny experimenty byly provedeny v duplikatech.

Antimykobakteridlni aktivitu stanovil PharmDr. Ondfej Jandourek, Ph.D., z Katedry

biologickych a Iékarskych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

4.2.4 Hodnoceni inhibice cholinesteraz

Hodnoceni inhibice acetylcholinesterdz (AChE) a butyrylcholinesterdz (BChE) bylo
hodnoceno pomoci Ellmanovy spektrofotometrické metody. Hodnoceni metody bylo

provedeno podle dostupné studie. (42) Jako standard byl pouZit rivastigmin.

Hodnota ICso byla stanovena Mgr. Sarkou Sté&pankovou, Ph.D., z Katedry biologickych

a biochemickych véd fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Z vychozi latky estronu jsme nasyntetizovali 15 novych sloucenin. Slouéeniny byly
pripraveny nékolika zplsoby. Primarné jsme vychdazeli ze dvou hlavnich postup(.
V prvnim pripadé jsme kestronu pridavali hydrazidy za katalyzy ledovou kyselinou
octovou a v druhém pripadé jsme pridavali k estronu chlorid kyseliny v pfitomnosti baze.
Témito zakladnimi jednokrokovymi syntézami jsme pfipravili slouc¢eniny: PaP-1, PaP-2,
PaP-3, PaP-4, PaP-5, PaP-6, PaP-7, PaP-9, PaP-10. PaP-11 byla syntetizovdna podobnym
zpUsobem, ale byl zde zaménén benzohydrazid za isoniazid, tedy pyridinovy derivat.
U sloucenin PaP-8, PaP-13, PaP-14 a PaP-15 jsme museli pfed samotnou syntézou
pripravit vychozi chloridy, jelikoZ nebyly k dispozici. Byly pfipravovany reakci pfislusné
kyseliny s thionylchoridem v bezvodych podminkach za pridavku DMF jako katalyzatoru.
U syntézy derivatu PaP-15 jsme pripravovali jeSté PaP-5, ktera byla vychozi latkou misto
estronu. OdliSny postup syntézy byl zvolen u slouceniny PaP-12, ktera byla syntetizovdna
Steglichovou esterifikaci. Syntézy sloucenin PaP-2, PaP-3 a PaP-4 jsme museli opakovat
z dlivodu malého vytézku nebo znecisténého produktu, ktery se nam nedafil precistit

rekrystalizaci.

Posledni tfi dodatecné derivaty (PaP-13, PaP-14, PaP-15) byly pfipraveny na zdkladé
aktivit vUci cholinesterdazdm. Derivaty PaP-13 a PaP-14 jsou polohové isomery latky
PaP-8, ktera vykazovala nejlepsi aktivitu. V pfipadé PaP-15 se jedna o kombinaci dvou

nejucinnéjsich latek, a to esteru PaP-8 a hydrazonu PaP-5.

Vytézek se u jednotlivych syntéz liSil. Nejvétsi vytézky mély slouCeniny pfipravené
zakladni syntézou estronu s hydrazidem, kde se vytézky pohybovaly v rozmezi 62-95 %.
vychozich latek. VSechny pfipravené slouceniny byly charakterizovany spektralnimi

a fyzikalnimi metodami. Cistota slou¢enin byla dostate¢na pro biologické hodnoceni.

Pomoci mikrodiluéni bujénové metody byla u vSech nasyntetizovanych latek otestovana

jejich biologicka aktivita — antibakterialni, antifungalni a antimykobakterialni.

Vysledky testovani antimikrobidlni aktivity jsou shrnuty vtabulce 1). Latky byly
testovany na Ctyrech bakteridlnich kmenech, z nichz dva byly grampozitivni a dva

gramnegativni. Jako zdstupci grampozitivnich kokd byli zvoleni: Staphylococcus aureus
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(SA) a Enterococcus faecalis (EF) a jako gramnegativni tycky byly pouzity kmeny:

Escherichia coli (EC) a Pseudomonas aeruginosa (PA).

Z vysledk

je patrné,

ze antibakterialni

aktivitu nevykazovala ani

jedna ze

syntetizovanych latek. Testovani PaP-8 nebylo mozné, jelikoz pro testovani bakterii byla

pouzito médium CAMHB, ve kterém se latka vysrazela.

Tabulka 1 — Vysledky testovani antibakterialni aktivity

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (pmol/l)
(k6d) estron |PaP-1 |PaP-2 |PaP-3 |PaP-4 |PaP-5 |PaP-6 |PaP-7
24 h >500 |>500 [>125 [>500 |>125 |>500 |>125 |>125
SA
48 h >500 |>500 [>125 [>500 |>125 |>500 |>125 |>125
24 h >500 |>500 [>125 [>500 |>125 |>500 |>125 |>125
EF
48 h >500 |>500 [>125 [>500 |>125 |>500 |>125 |>125
24 h >500 |>500 [>125 [>500 |>125 |>500 |>125 |>125
EC
48 h >500 |>500 [>125 [>500 |>125 |>500 |>125 |>125
24 h >500 |>500 [>125 [>500 |>125 |>500 |>125 |>125
PA
48 h >500 |>500 [>125 [>500 |>125 |>500 |>125 |>125
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (pmol/l)
(kéd) PaP-9 |PaP-10 |PaP-11 |PaP-12 |PaP-13 |PaP-14 |PaP-15 |PIP
24 h >125 [>125 |[>500 |>125 [>125 |>125 |>125
SA 3,7
48 h >125 [>125 |[>500 |>125 [>125 |>125 |>125
24 h >125 [>125 |[>500 |>125 [>125 |>125 |>125
EF 3,7
48 h >125 [>125 |[>500 |>125 [>125 |>125 |>125
24 h >125 [>125 |[>500 |>125 [>125 |>125 |>125
EC 7,41
48 h >125 [>125 |[>500 |>125 [>125 |>125 |>125
24 h >125 [>125 |[>500 |>125 [>125 |>125 |>125
PA 29,66
48 h >125 [>125 |[>500 |>125 [>125 |>125 |>125

Vysledky testovani antifungdini aktivity jsou shrnuté v dalsi tabulce (Tabulka 2).

Antifungalni aktivita byla stanovena vlci ¢tyfem patogennim houbdm. Z nichZz dva
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testované kmeny byly kvasinky: Candida albicans (CA) a Aspergillus fumigatus (AF) a dva

zastupci vlaknitych hub: Aspergillus fumigatus (AF) a Absidia corymbifera (AC). | u tohoto

testovani nedoslo k Zadné aktivité. Opét méreni aktivity latky PaP-8 nebylo mozné. Ale

da se predpokladat, ze by zde k Zadné aktivité nedoslo, podobné jako u ostatnich latek.

Tabulka 2 - Vysledky testovdni antifungdlni aktivity

KMEN TESTOVANA LATKA (k6d) — MIC (nmol/l)
(kod) estron |PaP-1 |PaP-2 |[PaP-3 |PaP-4 |PaP-5 |PaP-6 |PaP-7
24 h >500 [>125 |>125 |>500 [>125 |>125 |>125 [>125
A 48 h >500 |[>125 |>125 |>500 [>125 |>125 |>125 [>125
24 h >500 |[>125 |>125 |>500 [>125 |>125 |>125 [>125
<X 48 h >500 |[>125 |>125 |>500 [>125 |>125 |>125 [>125
24 h >500 [>125 |>125 |>500 [>125 |>125 |>125 [>125
AF 48 h >500 |[>125 |>125 |>500 [>125 |>125 |>125 [>125
24 h >500 |[>125 |>125 |>500 [>125 |>125 |>125 [>125
Ac 48 h >500 |[>125 |>125 |>500 [>125 |>125 |>125 [>125
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (pmol/l)
(kéd) PaP-9 |PaP-10 |PaP-11 |PaP-12 |PaP-13 |PaP-14 |PaP-15 |FLU
24 h >125 |>125 |>125 [>125 |>125 |>125 [>125 |3,3
A 48 h >125 |>125 |>125 [>125 |>125 |>125 [>125 |-
24 h >125 |>125 |>125 [>125 |>125 |>125 [>125 |>104,5
<X 48 h >125 |>125 |>125 [>125 |>125 |>125 [>125 |-
24 h >125 |>125 |>125 [>125 |>125 |>125 [>125 |>104,5
AF 48 h >125 |>125 |>500 [>125 |>125 |>125 [>125 |-
24 h >125 |>125 |>500 [>125 |>125 |>125 [>125 |>104,5
Ac 48 h >125 |>125 |>500 [>125 |>125 |>125 [>125 |-
Poslednim  provadénym  antimikrobnim  testovanim  bylo testovani na

antimykobakteridlni aktivitu. V tabulce jsou shrnuty vysledné hodnoty (Tabulka 3). Opét

je zde uvedena hodnota aktivity estronu, testovanych latek, ale také tfi IéCiva: isoniazid,

rifampicin a ciprofloxacin, ktera byla pouzita jako standardy. Aktivity byly testovany na

téchto

kmenech:

Mycolicibacterium

smegma

tis, Mlycolicibacterium

aurum,

Mycobacterium avium, Mycobacterium kansasii a Mycobacterium tuberculosis Hz7Ra.
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Vychozi latka estron opét neprojevuje Zzadnou aktivitu, avSak vtomto pfipadé se
objevuje aktivita u nové syntetizovanych derivatl. Nejvice se projevuji aktivity vici
kmenu Mycobacterium kansasii, na které plsobi vSechny syntetizované latky kromé
PaP-4 a PaP-11, které nevykazuji zadnou aktivitu. Naopak zadna aktivita se neprojevila
s oznacenim PaP-7 (3,91 ug/ml pro M. kansasii a 31,25 pg/ml pro M. tbc.).
4-(Trifluormethyl)benzhydrazidovy derivat PaP-3 projevuje jako jedind latka aktivitu
proti Mycolicibacterium smegmatis a Mycolicibacterium aurum, avsak ve hrani¢ni
inhibi¢ni koncentraci. Proti M. kansasii ma ale pfiznivé nizkou hodnotu (15,625 pg/mil).
Vyplyva nam tedy, Ze hydrazony maji lepsi aktivitu nez koresponduijici estery. Rozdil vsak
neni tolik vyrazny. V pfipadé PaP-5 a PaP-6 obé latky obsahuji nitro skupinu vykazuji
stejnou aktivitu (31,25 pg/ml). Testovani latek PaP-13, PaP-14 a PaP-15 je v procesu.

derivat PaP-7 je v porovndni s INH G¢innéjsi vci M. kansasii.

Tabulka 3 — Vysledky testovdni antimykobakterialni aktivity

TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (pg/ml)

Oznaceni estron |PaP-1 |PaP-2 |PaP-3 |PaP-4 |PaP-5 |PaP-6 PaP-7
M. smegmatis |2500 |=2500 |=250 |500 2125 |>500 (2250 > 500
M. aurum 2500 |=500 |[=250 (500 2125 |>500 (2250 > 500
M. avium 2500 |=2500 |2250 (=500 |=2125 |>500 (=250 > 500
M. kansasii 2500 |15,625 (125 15,625 |>125 |31,25 |31,25 3,91
M. tbc. H3;Ra |2500 [2500 (2250 |=500 [>125 |>500 |=250 31,25
Oznaceni PaP-8 |PaP-9 |(PaP-10|PaP-11|PaP-12|INH RIF cip
M. smegmatis |2125 |2500 |>125 (=500 |2250 |31,25 |25 0,125
M. aurum 2125 |>2500 [=2125 (2500 |=250 (3,91 0,78 0,015625
M. avium 2125 |>2500 |>2125 (=500 |=2250 |[1000 (1,56 0,78
M. kansasii 125 (7,81 (62,5 (2500 |62,5 |6,25 |0,05 0,25
M. tbc. H37Ra |2125 |>2500 |2125 [>500 |=250 (0,125 |0,0015625 |0,25
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Hodnoceni cholinesteraz je shrnuto v posledni tabulce (Tabulka 4). Jedna se o vysledky
na zakladé tfi méfeni a jsou uvedeny se smérodatnou odchylkou. Zde se jako ucinné
projevily vSechny derivaty, které také vykazaly dualni inhibici obou enzymi s hodnotami
ICs0 36,31-108,78 umol/l pro AChE a od 14,15-166,19 umol/l pro BChE. Nejucinnéjsim
derivatem pro obé cholinesterazy se projevil 4-chlorfenyl ester estronu s oznacenim
PaP-8. Pro enzym AChE tato hodnota byla ICs0 36,31 umol/l a pro BChE ICs0 31,88 pumol/I.
Jako jesté vice ucinny inhibitor BChE se projevil PaP-15. Tato latka byla syntetizovadna

kombinaci dvou nejlepSich latek PaP-5 a PaP-8.

Tabulka 4 - Vysledky testovdni inhibice cholinesterdz

Oznaceni 'Cso lumol/I
AChE BChE

Estron 83,2946,79 65,99+2,36
PaP-1 73,27+4,65 38,65+0,41
PaP-2 51,83+0,41 65,98+0,86
PaP-3 108,7848,49 81,60+3,88
PaP-4 68,39+0,89 116,22+4,03
PaP-5 49,65+0,47 44,24+1,32
PaP-6 52,28+2,30 82,67+4,45
PaP-7 44,6612,36 59,09+0,49
PaP-8 36,31%2,10 31,88+0,87
PaP-9 75,64+0,54 166,1945,86
PaP-10 83,98+1,78 127,34+4,01
PaP-11 87,37+16,48 79,95+3,66
PaP-12 74,58+3,77 51,24+1,63
PaP-13 98,24+1,59 64,91+9,04
PaP-14 47,4810,39 90,31+2,49
PaP-15 93,3645,36 14,15+0,52
Rivastigmin 56,10+1,41 38,40+1,97
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6. ZAVER
Problém antibiotické rezistence prfedstavuje vaznou hrozbu pro lidské zdravi. K rozvoji

vede nespocet faktor(, které nelze zastavit. Je proto duleZité se zaméfit na vyzkum

a vyvoj novych léciv, ktera by byla citliva k rezistentnim kmentm.

V této prdaci bylo pfipraveno patnact novych steroidnich sloucenin vychazejicich
zestronu. Latky byly syntetizovany svytézkem dostateCnym pro charakterizaci

a biologické testovani.

Pfipravené slouceniny neprojevily Zadnou antibakteridlni ani antifungalni aktivitu.
Uinnost latek se projevila pfi testovani antimykobakteridlni aktivity, kde vykazaly
aktivitu témér vSechny slouceniny alespon na jeden z testovanych kmenU. Nejucinnéjsi
latkou proti Mycobacterium kansasii se jevil hydrazon ziskany z 4-chlorbenzohydrazidu
(PaP-7). VSechny pfipravené slouceniny také vykdazaly dudlni aktivitu vici AChE a BChE
s hodnotami 1Cso od 14,15 umol/Il. Zde byl souhrnné nejucinnéjsi 4-chlorfenyl ester
estronu pro obé cholinesterazy. A primarné na BChE vykazal vysoce ucinnou aktivitu

derivat PaP-15.

Pripravené slouceniny budou ddle otestovany na jejich cytotoxicitu.
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7. POUZITE ZKRATKY

ABC
AC
AChE
ACl

AF
AMK
ATB
ATCC
ATP
ATR
BChE
CA
CAMHB
CA-MRSA
CCM
CFU
CK
DCM
DMAP
DMF
DMSO
DNA
EC
ECDC

EDAC

EF

ESBL

EUCAST

ABC transportér; ATP-binding casette

Absidia corymbifera

acetylcholinesteraza

Acinetobacter baumannii

Aspergillus fumigatus

aminokyseliny

antibiotikum, antibiotika

American Type Culture Collection

adenosin-trifosfat

zeslabena uplna reflektance; attenuated total reflectance
butyrylcholinesteraza

Candida albicans

Mueller-HintonGv bujén

komunitni methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
Czech Collection of Microorganisms

jednotky tvofici kolonie; colony forming units

Candida krusei

dichlormethan

4-(dimethylamino)pyridin

N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

Escherichia coli

Evropské centrum pro prevenci a kontrolu nemoci; European Centre
for Disease Prevention and Control
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
Enterococcus faecalis

beta-laktamazy s rozSifenym spektrem; Extended Spectrum Beta-
Lactamases

The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
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FLU
GIT
HA-MRSA
IC

KP

KPC
LA-MRSA
LPS

MBC
MDR
MIC

MK
mRNA
MRSA
MHB
NMR

PA

PBP

PIP

RNA
RPMI

SA

TLC
tRNA
VRE
WHO

flukonazol

gastrointestindlni trakt

nozokomidlni methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
infracervena spektroskopie

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae odolna vici karbapenem(m
zviteci methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
lipopolysacharidy

minimalni baktericidni koncentrace

multirezistence; multiple drug resistance

minimalni inhibi¢ni koncentrace; minimum inhibitory concentration
mastna kyselina

messengerova RNA

methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
Mueller-Hinton Broth

nukledrni magneticka rezonance

Pseudomonas aeruginosa

protein vazajici penicilin; penicillin-binding protein
piperacilin

ribonukleova kyselina

Roswell Park Memorial Institute

Staphylococcus aureus

tenkovrstva chromatografie; thin layer chromatography
transferova RNA

vankomycin-rezistentni enterokoky

Svétova zdravotnicka organizace; World Health Organization
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